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Unidades formadoras de colonias

Uracil N-glicosidasa

“Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean”
(método de agrupamiento por pares no ponderados con
media aritmética)

Luz ultravioleta

Volumen/volumen

“Valid name” (nombre de especie validamente publicado)
Microgramo

Microlitro

Micromolar

Micra

Grados Celsius

Porcentaje de positividad
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RESUMEN

Bacillus cereus es un bacilo Gram positivo esporulado contaminante
habitual de alimentos tanto frescos como procesados. La deteccion y
cuantificacion de este patdogeno de alimentos se realiza habi-
tualmente por técnicas culturales. Dichas técnicas consumen mucho
tiempo y, en ocasiones, llevan a identificaciones erréneas. Como
alternativa, las técnicas moleculares basadas en la PCR tienen como
ventaja una mayor rapidez y seguridad en la identificacion del
microorganismo, e incluso permiten su cuantificacion mediante PCR
a tiempo real (Q-PCR). En este estudio se han desarrollado
diferentes métodos para el control de este microorganismo en
alimentos, basados en la técnica de la PCR.

A partir de una coleccién de cepas de referencia y aislados de
alimentos, identificados previamente por métodos fenotipicos, (ISO
7932 y API-50CH/B) y genaotipicos, (ISR-PCR y RAPD), se determiné
la presencia de genes relacionados con factores de virulencia
mediante PCR convencional. El gen pc-plc se detecté en un mayor
porcentaje en las cepas del “grupo B. cereus”, y dado que se
encuentra en una unica copia por genoma, fue seleccionado como
gen diana. Se disefiaron 5 oligonucleétidos para el desarrollo de
procedimientos de Q-PCR en modo SYBR Green y Tagman. Se
optimizaron los parametros de la reaccién de cuantificaciéon, y se
evalud su especificidad para el “grupo B. cereus”, resultando mas
adecuado el procedimiento de SYBR Green Q-PCR. A continuacion
se ensay0 la capacidad para la deteccion y cuantificaciéon en
alimentos contaminados artificialmente: huevo liquido y leche en
polvo infantil. Como resultado el sistema desarrollado ha demostrado
su capacidad para la cuantificacion de B. cereus entre 10° y 10°
ufc/ml a partir de la matriz ensayada, que corresponde al mismo nivel
que el método de referencia por recuento en placa.
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Dado que B. cereus puede estar presente en alimentos tanto en
forma vegetativa como esporulada, para su deteccién por PCR se
abordo, asimismo el desarrollo de un protocolo para asegurar la
liberacion del DNA a partir de esporas. Se parti6 de suspensiones
calibradas de esporas que fueron sometidas a diferentes
tratamientos: a) térmicos y b) adicion de germinadores en diferentes
combinaciones. Tras los tratamientos, se realiz6 la extraccién de
DNA con DNeasy Tissue kit (Qiagen), se cuantifico y se evalu6 el
rendimiento espectrofluorimétricamente (PicoGreen, Invitrogen) y
mediante PCR convencional y SYBR Green Q-PCR. El tratamiento
de germinacién con 0,5 mM L-alanina/inosina resulté el mas eficiente
en suspensiones concentradas de esporas. Sin embargo, cuando se
ensay6 en alimentos inoculados (10* - 10° esporas/ml), la extraccién
con DNeasy Tissue Kit, sin necesidad de tratamientos previos,
resulté satisfactorio.

Por ultimo, se realizé una aproximacion cuantitativa para la deteccion
de formas viables de B. cereus. Para ello se desarrolld un
procedimiento de PCR a tiempo real con transcripcion inversa (Q-
RT-PCR) utilizando como diana el RNA mensajero del gen pc-plc,
como indicador del estado de viabilidad celular. El nivel de
sensibilidad obtenido por Q-RT-PCR fue de 30 células/reaccion a
partir de suspensiones celulares, y de 847 células/reaccion tras su
aplicacién en huevo liquido.

Los procedimientos de Q-PCR y Q-RT-PCR desarrollados en este
estudio han mostrado ser eficientes para detectar la presencia de las
especies del “grupo B. cereus” en alimentos, al menos al mismo nivel
que el método de referencia, permitiendo ademas la cuantificacion
incluso de formas viables.
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ABSTRACT

Bacillus cereus is a rod-shaped, Gram-positive sporeforming
bacterium widely recognized as a food poisoning organism. Detection
of this pathogen in food is usually carried out by culture techniques
that are time consuming and frequently lead to misidentifications. As
an alternative, molecular genetic techniques allow rapid, sensitive
and accurate detection. In the present work, PCR based systems
were applied for a rapid and unequivocal detection of “B. cereus
group” which would be very valuable in food safety assessment.

The presence of virulence genes was tested by PCR amplification in
a collection of reference strains and food isolates that had been
phenotypically and genotypically characterized. The pc-plc gene
showed the highest prevalence among the tested strains and five
oligonucleotides were designed in order to develop SYBR Green and
TagMan real-time PCR (Q-PCR) procedures. The SYBR Green Q-
PCR was applied on spiked liquid egg and dried infant formulae
showing suitable quantification results in a range of 10° to 10° ufc/ml,
and high degrees of correspondence between Q-PCR assays and
plate counts. To assess detection of B. cereus spores by PCR
procedures, several DNA isolation methods were tested on spore
suspensions: i) heat treatment and ii) germination triggered by
nutrient germinants followed by DNA isolation (DNeasy tissue Kkit,
Qiagen). Recovery of DNA was evaluated by PCR, Q-PCR, and
PicoGreen fluorescence (Invitrogen). Germination with L-alanine 0.5
mM/inosine 0.5 mM rendered the maximum rate of DNA at 10°
spores/ml. However, DNA extraction without any modifications
rendered similar DNA recovery on 10° to 10° spores/ml range. Spore
detection was established in 3-4 spores/reaction using both spore
suspensions and spiked food samples. Besides pathogen detection,
cell viability is important in food safety. Thus a one-step Q-RT-PCR
detection system, was established to investigate the presence of
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metabolically active cells. By using this approach, 30 cells/reaction
and 847 cells/reaction were detected in cell suspensions and spiked
liquid egg samples, respectively.

The developed Q-PCR and Q-RT-PCR systems proved to be highly
sensitive and specific for the rapid and accurate detection and
quantification of species of the “B. cereus group” in food, and
constitute a promising tool in the detection of B. cereus including
spores as well as viable cells.
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l.- INTRODUCCION

1.- El “grupo Bacillus cereus”: Aspectos taxonémicos y filogenéticos

El género Bacillus, desde su descripcion a finales del siglo XIX
(Cohn, 1872) hasta la actualidad, ha sufrido considerables
cambios desde el punto de vista taxondmico. En un principio,
cualquier microorganismo en forma de baston podria ser
considerado como una especie perteneciente a este género, e.g.
Bacillus coli (Wilkinson, 1930). Los investigadores rara vez
tenian la oportunidad de comparar sus cultivos vy, en
consecuencia, descripciones morfolégicas mas 0 menos rigurosas
llevaron a incrementar considerablemente el nUmero de especies en
este género, siendo en muchos casos nuevos sindnimos de especies
ya descritas. Ante esta situacién, Smith y colaboradores
establecieron una definicion del género Bacillus de tipo practico:
“bacterias en forma de baston capaces de formar endosporas
refringentes en aerobiosis, mas resistentes al calor, a la desecacion
y a otros agentes destructivos que la forma vegetativa”, y realizaron
una detallada y extensa revision del género Bacillus pasando de 158
especies a 39 (Smith et al., 1952, Gordon et al., 1973). En los afios
80, los trabajos realizados por Carl Woese y colaboradores
revolucionaron la taxonomia bacteriana, pues propusieron la
utilizacion del gen de la subunidad pequefia de RNAr como un reloj
molecular adecuado para el analisis filogenético (Woese y Fox, 1977;
Fox et al.,, 1977, 1980). Cuando los taxénomos moleculares se
interesaron por el género Bacillus, pronto descubrieron que la
definicion tradicional de “bacilos capaces de formar endosporas en
aerobiosis”, aunque util desde un punto de vista practico, no se
correspondia con los resultados filogenéticos. Mediante Ia
clasificacion filogenética basada en las secuencias del gen de RNAr



16S, diferenciaban hasta 5 grupos de especies en el género Bacillus
(Ash et al., 1991 y 1993), ampliandose mas tarde a 6 grupos por
Nielsen et al. (1994). Estos resultados mostraban la enorme
diversidad filogenética del género, quedando entremezclados
algunos grupos con microorganismos Gram positivos no
esporulados. Desde entonces, el conjunto de bacterias Gram
positivas formadoras de endosporas en aerobiosis, considerado
como geénero Bacillus sensu lato, ha ido sufriendo remodelaciones,
adaptandose a las nuevas especies descritas a partir de especies ya
conocidas y a partir de nuevas descripciones. En la actualidad
cuenta con un total de 29 nuevos géneros de microorganismos
aerobios formadores de endosporas, distribuidos en 7 familias, de las
11 que integran el orden Bacillales. Asi mismo, el género Bacillus
sensu stricto cuenta con 142 especies validamente descritas
pertenecientes a los grupos 1y 2 de RNAr 16S (J.P. Euzéby: List of
Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature; www.bacte-
rio.cict.fr/b/bacillus.html), y sigue siendo el género mas extenso y el
de mayor diversidad genética de los 17 que integran la familia
Bacillaceae (ver Tabla 1, actualizada a partir de Fritze, 2004).

Dentro del grupo 1 de RNAr 16S se distinguen los “grupos”. B.
cereus y B. subtilis, constituidos cada uno por un conjunto de
especies con un alto grado de similitud en sus secuencias (Fritze,
2004; Blackwood et al., 2004). En el “grupo B. cereus” se incluyen 6
especies: B. cereus (Frankland y Frankland, 1887), conocido
principalmente como causante de intoxicaciones alimentarias; B.
thuringiensis (Berliner, 1915), ampliamente empleado por sus
propiedades como insecticida; B. anthracis (Cohn, 1872), agente
causal de la enfermedad del antrax; B. mycoides (Fligge, 1886),
relacionado con la estimulacion del crecimiento de coniferas; B.
weihenstephanensis (Lechner et al., 1998), capaz de crecer a
temperaturas de refrigeraciéon y B. pseudomycoides (Nakamura,
1998), considerado como una especie muy préxima a B. mycoides.



Tabla 1.- Posicidn sistematica de los géneros constituyentes del género
Bacillus sensu lato (bacterias Gram-positivas formadoras de endosporas
en aerobiosis) en negrita, en base al andlisis filogenético de las
secuencias de 16S RNAr/DNA?®.

Posicion Sistematica” N° especies
Familia |. Bacillaceae
Género . Bacillus 142/2
Género . Ampbhibacillus ** 3
Género II. Anoxybacillus ** 9
Género IV. Exiguobacterium **
Género V. Filobacillus ** 1
Género VI. Geobacillus Y* 17
Género VII. Gracilibacillus ¥* 3
Geénero VIII. Halobacillus * 9
Género IX. Jeotgalibacillus V¥ 1
Género X. Lentibacillus Y7 7
Género XI. Marinibacillus ¥ 2
Género XII. Oceanobacillus ** 5/2
Género XIlI. Paraliobacillus ¥ 1
Género XIV. Saccharococcus VP
Género XV. Salibacillus P -
Género XVI. Ureibacillus ¥* 3
Género XVII.  Virgibacillus ** 9
Familia Il. Alicyclobacillaceae
Género I. Alicyclobacillus ¥¥ 8/2
Género |I. Sulfobacillus ° 4
Familia Ill. Pasteuriaceae -
Género |. Pasteuria - 4
Familia IV. Caryophanaceae "
Género . Caryophanon **
Familia V. Listeriaceae
Género . Listeria A-
Género . Brochothrix A"
Familia VI. Paenibacillaceae
Género . Paenibacillus *° 76/1
Género . Ammoniphilus ¥ 2
Género lI. Aneurinibacillus ¥ 5
Género IV. Brevibacillus ¥* 14
Género V. Oxalophagus “*
Género VI. Thermicanus 'F
Género VII. Thermobacillus 'F 1
Familia VII. Planococcaceae **
Género |. Planococcus -
Género l. Filibacter **
Género llI. Kurthia A
Género IV. Planomicrobium VP
Género V. Sporosarcina " 6




Tabla 1.- (Continuacion)

Posicion Sistematica® N° especies
Familia VIII. Sporolactobacillaceae
Género . Sporolactobacillus A 6/2
Género . Marinococcus °
Familia IX. Staphylococcaceae
Género . Staphylococcus **
Género . Gemella -
Género Il Jeotgalicoccus **
Género IV. Macrococcus ¥
Género V. Salinicoccus “*
Familia X. Thermoactinomycetaceae
Género . Thermoactinomyces 3
Género l. Laceyella * 2
Género Il Thermoflavimicrobium * 1
Género IV. Seinonella - 1
Familia XI. Turicibacteraceae
Género |. Turicibacter -

#Taxonomic Outline of Bergey’s Manual’ (http:/dx.doi.org/10.1007/bergeysoutline
200310) y “List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature” (Euzéby J.P.,
http://www.bacterio.cict.fr/mail.html). ®Se incluyen las familias y géneros pertenecientes
al Orden |, Bacillales, de la Clase Ill, Bacilli, del Filo BXIIl Firmicutes. “Especies
transferidas al género Virginobacillus. ", Nombres incluidos en la lista de nombres
aprobados por el Codigo Internacional de Nomenclatura Bacteriolégica (ICNB). 7,
Nombres validamente publicados desde la edicidn de la lista anterior.

Las especies del “grupo B. cereus”, al igual que el resto de especies
del género Bacillus, pertenecen al grupo de bacterias de bajo
contenido en G+C, mostrando los valores mas bajos del amplio
rango definido para el género (entre 33,2 y 64,6 % mol) (Priest, 1993;
De Vos, 2002). Sus células presentan un diametro de al menos 1
um, acumulan granulos de poli-p-hidroxibutirato y presentan esporas
elipsoidales (ligeramente cilindricas), no deformantes del esporangio.
Son en general, mesdfilos y neutréfilos, anaerobios facultativos y
Voges-Proskauer (VP) positivos (Claus y Berkeley, 1986).

Se diferencian del resto de especies del género por la no produccién
de &acido a partir del manitol, y por la actividad lecitinasa. La
diferenciacion entre las especies del “grupo B. cereus” se basa en
las siguientes caracteristicas: movilidad, capacidad hemolitica,
formacion del cristal parasporal, crecimiento rizoidal, resistencia a la



penicilina y susceptibilidad a la lisis por fagos gamma. En la Tabla 2
se muestra las principales diferencias entre las especies del “grupo
B. cereus” (Fritze, 2002; Lindback y Granum, 2005).

Sin embargo, es frecuente la presencia de caracteristicas atipicas en
nuevos aislamientos de las especies del “grupo B. cereus” lo que
dificulta su identificacidon. Asi, una caracteristica fenotipica como la
movilidad, esta presente en la mayoria de miembros de las especies
B. cereus, B. thuringiensis y B. weihenstephanensis, existiendo
excepciones de cepas no moviles. La distincion entre B. cereus y B.
weihenstephanensis es problematica debido a la existencia de cepas
de B. cereus psicrétrofas (presentan crecimiento a 6°C y no a 42°C),
que no corresponden con el perfil molecular (gen de RNAr 16S y gen
cspA) establecido para B. weihestephanensis (Stenfors y Granum,
2001). Las cepas de B. anthracis se diferencian del resto de
especies del grupo en que presentan susceptibilidad a la penicilina y
a los fagos gamma, y en que no son hemoliticas. No obstante, se
han descrito cepas de B. anthracis que pueden mostrar actividad
hemolitica débil (Farrar y Reboli, 1991). En algunos casos la
diferenciacion solo es posible por el perfil de acidos grasos como es
el caso de las especies B. pseudomycoides y B. mycoides. Muchas
de las caracteristicas fenotipicas de las especies del grupo, como la
formacion del cristal parasporal de B. thuringiensis, los factores de
virulencia de B. anthracis o el crecimiento rizoidal de B. mycoides,
estan codificadas en plasmidos o son dependientes del cultivo. En
consecuencia, es frecuente encontrar cepas de B. thuringiensis no
productoras de la toxina parasporal, B. anthracis no virulentas por la
pérdida de sus plasmidos, y cepas de B. mycoides o B.
pseudomycoides que han perdido la capacidad de crecimiento
rizoidal, y por tanto son indistinguibles de B. cereus. Asi mismo, las
cepas de B. cereus que adquieren los plasmidos correspondientes
son indistinguibles de B. thuringiensis o B. anthracis. Por ejemplo, se



ha descrito la existencia de cepas de B. thuringiensis que muestran
virulencia en humanos tras infecciones en heridas (Damgaard et al.,
1997; Hernandez et al., 1998), asi como cepas implicadas en
gastroenteritis (Jackson et al., 1995). Mas recientemente se ha
observado que ciertas cepas de B. cereus son capaces de causar
una sintomatologia similar al antrax por la presencia de un plasmido
analogo al de B. anthracis (Hoffmaster et al., 2004, 2006; Okinaka et
al., 2006).

Desde un punto de vista filogenético, los valores de homologia de las
secuencias del gen de RNAr 16S en todas las cepas del “grupo B.
cereus” son superiores al 98 %, e incluso superiores al 99 % si se
excluye de la comparacion a B. pseudomycoides y B. weihenste-
phanensis, indicando una estrecha relacion entre ellas. Estos valores
podrian corresponder a la variacion esperada para una unica especie
o entre los multiples operones de RNAr presentes en estas especies.
Sin embargo, los resultados de hibridacion DNA-DNA son
contradictorios. Se han encontrado porcentajes inferiores al 70 %
para cepas de una misma especie, y porcentajes superiores entre
diferentes especies del grupo (Priest, 1993; Fritze, 2002; La Duc et
al., 2004).

La aplicacion de técnicas moleculares con potencial para la
diferenciacion a nivel intraespecifico, como la electroforesis de
campo pulsante (PFGE), la electroforesis de enzimas multilocus
(MLEE) y el tipado mediante secuenciaciéon multilocus (MLST), han
revelado una gran diversidad intraespecifica en las especies del
“grupo B. cereus” que no permite la separacién en especies (Carlson
et al., 1992, 1994, 1996; Carlson y Kolstg,1994; Lévgren et al., 2002;
Helgason et al., 2000a, 2000b y 2004; Priest et al.,, 2004; Ehling-
Schulz et al., 2005; Daffonchio et al., 2006). La caracterizacion por el
analisis de los fragmentos de restriccion del producto de
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amplificacion (PCR-RFLP) (Daffonchio et al., 2000, 2003; Shagkuan
et al., 2000; Torkar y Mozina 2000, Joung y C6té 2002; Manzano et
al., 2003a; Cherif et al., 2003a; Ouoba et al., 2003; Jensen et al.,
2005), la amplificacién de la region espaciadora entre los genes de
RNAr 16S y 23S (PCR-ISR) (Borin et al., 1997; Daffonchio et al.,
1998, 2003), el polimorfismo de productos de amplificacién con
cebadores arbitrarios (RAPDs) (Schraft et al., 1996, Stephan et al.,
1996; Shangkuan et al., 1998, Nilsson et al., 1998, Andersson et al.,
1999, Svensson et al., 1999; Torkar y Mozina, 2000, Ehling-Schulz et
al., 2005), la amplificacién con cebadores dirigidos a elementos
repetitivos del genoma (Rep-PCR) (Cherif et al., 2003b; Reyes-
Ramirez y Ibarra, 2005; Cooper y Mckillip, 2006) y el analisis de los
perfiles obtenidos por amplificacion de fragmentos de longitud
variables (AFLP) (Hill et al., 2004; Ticknor et al., 2001; Keim et al.,
1997), tampoco han permitido la separacion de las distintas especies
o han demostrado un alto grado de diversidad entre las cepas de B.
cereus y B. thuringiensis. Sin embargo, B. anthracis resulté ser un
grupo consistentemente monomorfico. La caracterizacion genotipica
mediante perfiles ISR y RAPDs con 3 cebadores universales (M13,
T3 y T7), obtenida en nuestro laboratorio (Anexo 1), coincide con la
obtenida mediante las técnicas anteriores, agrupando las cepas de
B. cereus y B. thuringiensis, pero separandolas claramente de las
especies B. mycoides, B. weihenstephanensis y B. pseudomycoides
(Ocio et al., 2002; Martinez-Blanch et al., 2003).

La comparacion de las secuencias de los genomas publicados de B.
anthracis Ames (Read et al., 2003), B. cereus ATCC 14579 (lvanova
et al., 2003) y B. cereus ATCC 10987 (Rasko et al., 2004) revela un
alto grado de coincidencia, desde aproximadamente un 91 % hasta
un 94 % entre varias cepas de B. cereus y B. anthracis.
Aparentemente, los genomas se estructuran en una gran region de
genes que es comun para diferentes especies del “grupo B. cereus”
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y presentan otras regiones con genes relacionados con fagos y/o
plasmidos que contribuyen especialmente a esta diversidad (Carlson
et al., 1994, 1996; Parkhill y Berry, 2003; Rasko et al., 2005). Dichos
plasmidos son frecuentemente intercambiados entre los diferentes
miembros de las especies del grupo (Jensen et al., 2003; Read et al.,
2003), incluso se han encontrado localizaciones para su ensamblaje
y/o integracion en el cromosoma (Carlson y Kolstg, 1994; Rasko et
al., 2004, 2005). De este modo se generan fenotipos especificos que
distinguen a las especies del grupo, y al ser intercambiables entre
ellas, pueden dar lugar a cambios en el fenotipo original (Helgason et
al., 2000b; Rasko et al., 2005).

Las diferentes aproximaciones utilizadas para esclarecer el estatus
taxonémico de los integrantes del “grupo B. cereus” apuntan a que
pueda tratarse de una sola especie, aunque por cuestiones practicas
relacionadas con sus diversas aplicaciones, tanto de tipo econémico
como social, las especies del grupo se siguen denominando de
forma independiente (Turnbull et al., 2002; Priest et al., 2004). Por
tanto, el término “grupo Bacillus cereus”, aunque no tiene categoria
taxonémica, resulta conveniente para nombrar al conjunto de
especies filogenéticamente relacionadas que lo integran (Turnbull et
al., 2002).
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2.- La especie B. cereus

B. cereus es un microorganismo ubicuo, que se aisla de gran
variedad de muestras ambientales (Granum, 1997; Kotiranta et al.,
2000; Kramer y Gilbert, 1989), y se considera un habitante saprofito
del suelo. Sin embargo, estudios recientes de la composicién del
genoma (lvanova et al., 2003), parecen indicar que las especies del
“grupo B. cereus” han evolucionado a partir de un ancestro comun,
habitante del intestino de insectos, ya sea como simbionte o parasito
(Jensen et al., 2003). Debido a su abundancia y a la resistencia de
sus esporas, B. cereus es contaminante de practicamente todos los
productos agricolas y juega un papel importante en la contaminacion
y alteracion de alimentos. Se ha aislado frecuentemente de casi todo
tipo de alimentos, incluyendo arroz, productos lacteos, especias,
espaguetis y otros tipos de pasta, alimentos desecados, carne, pollo,
vegetales, frutas semillas y marisco (Granum et al., 1997; Te Giffel et
al., 1997; Ehling-Schulz et al., 2004). La combinacion de factores
como son la abundancia y ubicuidad del microorganismo, la
resistencia térmica y la capacidad de crecer a temperaturas de
refrigeracion (Garcia-Armesto et al., 1997; Meer et al.,, 1991; Van
Netten et al., 1990), hace dificil el control de B. cereus en la cadena
de produccion de alimentos (Kotiranta et al., 2000). Aunque B.
cereus no es considerado un microorganismo muy resistente a
tratamientos térmicos, comparado con otras especies mesdfilas del
género “Bacillus” se ha observado una gran diversidad en cuanto a
termoresistencia (Sarrias et al., 2002; De Vries, 2006),
describiéndose incluso, cepas altamente resistentes capaces de
resistir tratamientos de 30 s a 125 °C (Te Giffel et al., 2002) o
aislados con valores D (tiempo requerido para destruir el 90 % de
esporas a una temperatura dada) por encima de 100 y 200 min a 90
°C (Dufrenne et al., 1994, 1995). Ademas, las esporas de B. cereus
son muy hidrofobicas y poseen exosporium, apéndices y/o pili
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(Ronner et al., 1990; Ardensson et al., 1995; Granum, 1997), por lo
que se adhieren con facilidad a multitud de superficies. Dichas
caracteristicas contribuyen a la formacién de biopeliculas (Andersson
et al., 1998; Lindsay et al., 2006, Peng et al., 2001), lo que les hace
mas resistentes a los desinfectantes o detergentes utilizados (Peng
et al., 2002; Lindsay et al., 2002), persistiendo en las instalaciones y
constituyendo una via de contaminacion frecuente de los alimentos.

B. cereus ha sido relacionado con toxiinfecciones alimentarias y su
caracter patogeno se debe a la produccion de factores de virulencia.
Pero ademas, tanto B. cereus como otras especies del grupo, son
alterantes de alimentos. Asi, en la leche y productos lacteos, B.
cereus, B. mycoides y B. weihenstephanensis se aislan como
alterantes habituales causando malos olores, cuajado dulce y
agriado (Heyndrickx y Scheldeman, 2002; Meer et al., 1991).

2.1.- Toxiinfecciones alimentarias clasicas

Bacillus cereus se ha asociado con toxiinfecciones gastrointestinales
de diferente sintomatologia:

- El sindrome emético se caracteriza por provocar nauseas, vomitos
y calambres abdominales, entre 0,5-6 h después del consumo del
alimento contaminado (Granum, 2002; Ehling-Schulz et al., 2004).
Los sintomas son similares a los de la intoxicacion por
Staphylococcus aureus, y su rapida aparicién indica la presencia de
una toxina preformada en el alimento, que en el caso de B. cereus se
denomina “cereulida” (Agata et al., 1995a). Se trata de una molécula
pequefia de 1,2 KDa, termorresistente y acidorresistente, de la
familia de los ionéforos de potasio. Interfiere en la fosforilacion
oxidativa, llevando a la inactivacion de las mitocondrias, lo que
constituye el mecanismo de toxicidad. Su sintesis enzimatica es de
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tipo no ribosémico por una péptido sintasa, codificada por los genes
cesA y cesB situados en un plasmido de gran tamafio (200 kb),
formando una molécula ciclica dodecadepsipeptidica. Los primeros
datos sobre su toxicidad se obtuvieron en ensayos con animales,
evidenciando su capacidad de producir emesis. Posteriormente se
desarrollaron métodos mas accesibles como los ensayos con lineas
celulares HEp-2 o con esperma, en los que provocan vacuolizacion o
paralisis, respectivamente, o por cromatografia (Kramer y Gilbert,
1989; Hughes et al. 1988; Andersson et al., 1998, Haggblom et al.,
2002). Se han registrado al menos 2 casos de muerte causada por la
toxina cereulida por consumo de espagueti al pesto (Mahler et al.
1997) y de ensalada de pasta (Dierick et al., 2003).

- El sindrome diarreico se caracteriza por dolor abdominal, diarrea vy,
en ocasiones, nauseas entre 8-16 h después del consumo del
alimento contaminado. Esta asociado a la produccion de varias
toxinas: la enterotoxina HBL, la enterotoxina NHE y la citotoxina K.
Su sintomatologia coincide con la de la intoxicacién por Clostridium
perfringens. La enterotoxina HBL es una proteina con actividad
hemolitica, dermonecrotizante, que afecta a la permeabilidad
vascular y provoca una acumulacion de liquido en los ensayos en
asa ileal ligada de conejo (Beecher et al., 1995). Se compone de tres
subunidades y esta codificada por 4 genes organizados en un
operon (hbl): el gen hblA, el gen hbiB, el gen hblC y el gen hbID
(Beecher y Wong 1994,1997; Ryan et al.,, 1997). La toxina no
hemolitica NHE (“Non Haemolytic Enterotoxin”, Lund y Granum,
1996) posee una estructura similar a la enterotoxina HBL, y esta
codificada por los genes, nheA, nheB y nheC, en el operdon nhe. La
enterotoxina Nhe es citotdéxica al igual que HBL, pero no es
hemolitica. Tanto para la enterotoxina HBL como para la
enterotoxina NHE existen ensayos inmunoloégicos comerciales para
la deteccion de algunos de sus componentes (L2, gen hblC y nheA).
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La citotoxina K (CytK) es una proteina con actividad hemolitica,
necrotizante y citotéxica, codificada por el gen cytK. Fue aislada en
cepas implicadas en una toxiinfeccién alimentaria, en la que se
registraron 3 muertes (Lund et al., 2000). Su toxicidad se debe a la
formacion de poros en la membrana celular, como en las toxinas 3
descritas en C. perfringens y Sta. aureus, provocando la pérdida del
equilibrio osmatico celular.

Todas las cepas relacionadas con intoxicaciones del tipo emético
forman un grupo muy homogéneo con fenotipo diferenciable
(Pirttijarvi et al., 1999; Raevuori et al., 1977) que podria representar
un linaje de cepas eméticas de B. cereus (Ehling-Schulz et al., 2005).
Sin embargo, la capacidad de causar infecciones, originando
cuadros clinicos de tipo diarreico, parece estar asociada a cepas del
“‘grupo B. cereus” que poseen los genes de al menos una de las
toxinas HBL, NHE o CytK (Prup et al., 1999; Guinebretiére et al.,
2002; Gaviria et al., 2000; Stenfors et al., 2002). Ademas, no todas
las cepas tienen la misma capacidad de causar diarrea. Las
cantidades de enterotoxina producida y la actividad citotoxica en
lineas celulares Caco2 varian dependiendo de la cepa (Choma et al.,
2000, Guinebretiere et al., 2002, Dietrich et al., 2005). Aunque se
han descrito casos del tipo emético asociados con niveles de 10°
ufc/g de alimento contaminado (Kramer y Gilbert, 1989), se estima
que la dosis infectiva minima para ambos tipos de toxiinfeccion, se
encuentra aproximadamente entre 10°-10° ufc/g de alimento
consumido, lo que sugiere que es necesaria una alta dosis para
causar el cuadro clinico tipico (Granum, 2002).

2.2.- Otros factores de virulencia

Ademas de las toxinas causantes de toxiinfecciones alimentarias, en
B. cereus se ha descrito la produccion de otras proteinas o factores
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de virulencia, asi como su participacion en otro tipo de enfermedades
de tipo no gastrointestinal o en la potenciacion de la gravedad de las
infecciones o intoxicaciones gastrointestinales. Las afecciones
habituales donde se ha aislado a B. cereus son de tipo muy variado,
tales como endoftalmitis, periodontitis e infecciones sistémicas que
pueden complicarse especialmente en pacientes neutropénicos,
inmunocomprometidos y en neonatos prematuros (Beecher et al.,
2000; Drobniewski et al., 1993; Helgason et al., 2000b).

Entre los metabolitos relacionados con la virulencia de B. cereus se
encuentran:

a) Otras proteinas con actividad enterotoxica como, la enterotoxina
FM, codificada por el gen entFM (Asano et al., 1997), o como la
enterotoxina BceT, codificada por el gen bceT (Agata et al., 1995b) y
descartada posteriormente por descubrirse que derivaba de un
artefacto en el clonaje (Choma y Granum, 2002; Hansen et al.,
2003).

b) Las fosfolipasas C, cuya actividad enzimatica consiste en la lisis
de los fosfolipidos de las membranas celulares, siendo un
mecanismo que permite a las bacterias resistir a los fagocitos. B.
cereus produce 3 fosfolipasas C diferentes (Drobniewski et al., 1993;
Kotiranta et al., 2000). La fosfatidilinositol fosfolipasa C (PI-PLC)
codificada por el gen pi-plc, hidroliza especificamente el
fosfatidilinositol y las fosfatidilinositol glicinas. La fosfatidilcolina
fosfolipasa C (PC-PLC) y la esfingomielinasa (SM-PLC) estan
codificadas por los genes pc-plc y sph (también conocidos como
cerA y cerB) organizados en un mismo operén (Pomerantsev et al.,
2003). PC-PLC participa principalmente en la hidrdlisis de
fosfatidilcolina, y SM-PLC en la de los esfingolipidos, lo que les
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confiere actividad hemolitica (el conjunto de las dos fosfolipasas
también se conoce como “cereolisina AB” (Gilmore et al., 1989).

c) Las proteinas con actividad hemolitica que actuan formando poros
0 arcos en las membranas como la cereolisina O (Wang et al., 1997),
codificada por el gen clo, de la familia de la estreptolisina O, o como
la hemolisina Il (Hlyll) (Baida et al., 1999), la hemolisina Il (Hlylll)
(Baida y Kuzmin, 1995,1996) y la hemolisina IV (HIylV) (Bercheer et
al., 2000) descritas posteriormente.

d) Otras proteinas y estructuras como metaloproteasas, colagenasas
y B-lactamasas que pueden participar en diferentes mecanismos de
patogenicidad (Granum, 2002), o como las esporas, o la capa S de
algunas cepas, que facilitan la adhesién a las células epiteliales lo
que les confiere la resistencia a la fagocitosis constituyendo en si un
factor de virulencia (Andersson et al., 1998, Kotiranta et al., 2000).

3.- Epidemiologia de las toxiinfecciones causadas por B. cereus

El porcentaje de toxiinfecciones alimentarias asociadas a B. cereus
esta ligado al sistema de vigilancia epidemioldgica establecido en
cada pais, por lo que no es posible su comparacion de forma
exhaustiva entre paises. En general, su incidencia se encuentra
infravalorada debido a que la mayoria de las sintomatologias
producidas por B. cereus son de gravedad media y los casos no son
de declaracién obligatoria (Ehling-Schulz et al., 2004). En EE.UU.,
entre los afios 1999 y 2004, el 2,5 % de las toxiinfecciones
alimentarias fueron causadas por B. cereus, ocupando un séptimo
lugar entre los agentes etioldgicos de tipo bacteriano (CDC, “Food
Disease outbreak Line listing”, http://www.cdc.go/foodborne-
outbreaks/). En Europa, entre 1999-2000, B. cereus fue declarado el
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agente causal del mayor numero de toxiinfecciones en los Paises
Bajos (Holanda) y el segundo en Alemania, correspondiendo al 3,8
% y 1,8% respectivamente del total de casos. Sin embargo, para
este mismo periodo en otros paises Europeos ocupaba el cuarto o
quinto lugar (WHO, “Surveillance Programme for Control of
Foodborne Infections and Intoxications in Europe”, http://www.euro.
who.int/foodsafety/Surveillance/).

En Espafia, al igual que en la mayoria de paises de Europa, su
incidencia no es destacable, representando el 0,9 % de las
intoxicaciones registradas para el periodo 1994-2003, ocupando un
quinto lugar entre los agentes etioldgicos de origen bacteriano. No
obstante, cabe destacar la toxiinfeccién que se produjo en un colegio
con un numero elevado de enfermos (232) debido al consumo de un
alimento a base de huevo (huevo/ovoproducto). Asi mismo, este tipo
de alimento también fue el origen de otro brote en una residencia
geriatrica con 57 enfermos (Anexo Il, Tabla de brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos (1994-2003) e Informe de
brotes epidémicos de B. cereus para el periodo 2001-2005, Centro
Nacional de Epidemiologia (ISCIII)).

En la Comunidad Valenciana, segun los datos facilitados por el Area
de epidemiologia de la Consejeria de Sanidad (Generalidad
Valenciana), correspondientes al total de brotes y toxiinfecciones
producidas durante el periodo 1999-2005, B. cereus supuso el 1,9 %
del total de casos declarados y se situ6 en el tercer lugar entre los
agentes etiologicos de tipo bacteriano, después de Salmonella spp.
(65,3 %) y de Sta. aureus (3,7 %). Todos los brotes de B. cereus
fueron de tipo comunitario siendo el ambito mas habitual el de la
restauracién, al igual que en el resto de Espana. Los alimentos que
resultaron positivos tras el analisis microbiolégico fueron muy
variados encontrandose entre ellos alimentos que presentaron entre
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sus ingredientes huevo liquido como: tortillas, natillas, tartas, cremas,
mayonesa asi como el propio huevo liquido comercial. Ello indica la
importancia del control de este microorganismo al menos en este tipo
de alimentos, aunque no exista legislacion aplicable (Anexo lI).

Asi mismo, se han considerado también entre los alimentos en los
que es importante su control, los preparados para lactantes y las
leches de continuacién. Efectivamente, B. cereus ha sido el agente
causal de varias infecciones sistémicas de importancia clinica en
bebés (Hilliard et al., 2003) y, su presencia y crecimiento en
formulaciones infantiles ha sido descrita por varios autores
demostrando el riesgo real que existe en este tipo de alimentos
(Becker et al., 1994; Rowan y Anderson, 1997; Shaheen et al.,
2006). Como consecuencia, recientemente ha sido publicada la
Reglamentacion (CE) N 1441/2007, donde se establece el control de
B. cereus en preparados deshidratados para lactantes y alimentos
dietéticos deshidratados destinados a usos médicos especiales para
lactantes menores de seis meses.

4.- Métodos tradicionales para el analisis de B. cereus en
alimentos

La deteccion y cuantificacion de B. cereus en alimentos por parte de
los laboratorios de control de calidad, se realiza habitualmente
empleando pruebas de tipo fenotipico, como la caracterizacion
morfologica y fisiolégica, y los patrones de fermentacion de
carbohidratos (Claus y Berkerley, 1986; Farrar y Reboli, 1991). En el
caso de B. cereus, las Normas Internacionales ISO de andlisis
microbiologico de alimentos para el consumo humano y animal, por
razones practicas hablan de “identificacion presuntiva de B. cereus”
debido a que las caracteristicas y pruebas fenotipicas que se
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consideran no permiten discriminar B. cereus de otras especies
préximas, aunque menos frecuentes, como B. weihenstephanensis,
B. anthracis, B. thuringiensis, B. mycoides y B. pseudomycoides.
Dichas normas son:

-ISO 7932:2004, correspondiente a la técnica de recuento en placa a
30°C, en la que se utiliza como medio selectivo y diferencial para el
aislamiento de B. cereus, agar MYP manitol-yema de huevo-
polimixina B con rojo fenol (“mannitol, egg-yolk, polymyxin agar”) y la
prueba de confirmacién de la B-hemdlisis en agar sangre. El tiempo
necesario para obtener el resultado final es de 2 a 3 dias.

-ISO 21871:2006, que comprende la técnica del “Numero Mas
Probable” y el método de investigacién de B. cereus. Comienza con
un enriquecimiento de la muestra en caldo TSPB (caldo triptona soja
y polimixina B) y para el aislamiento de las colonias tipicas se utiliza
el agar PEMBA (“polymyxin pyruvate egg-yolk mannitol bromothymol
blue agar”). Este medio se basa en el agar MYP, pero con ligeras
modificaciones para favorecer la esporulacion, y es el medio
recomendado por la Federacién Internacional de la Industria de
Productos Lacteos (Ehling-Schulz et al.,, 2004). A continuacion se
realiza la prueba de confirmacion de la B-hemdlisis en agar sangre,
y ademas la tincion de los granulos de grasa (poli-beta-
hidroxibutirato). El tiempo total del andlisis es de 4 a 5 dias.

En ambos medios selectivos, la polimixina B se usa como el agente
selectivo primario para la inhibicién del crecimiento de las bacterias
Gram-negativas. Por su parte, la presencia de huevo, el manitol y un
indicador colorimétrico permiten la diferenciacién de B. cereus, ya
que, al contrario de muchas especies del género Bacillus, B. cereus
no fermenta el manitol pero produce fosfolipasa C especifica de
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fosfatidilcolina siendo positiva para la actividad lecitinasa (Schraft y
Griffiths, 1995; Kim et al., 2000).

No obstante, se han descrito algunas cepas de B. cereus que
poseen una débil o nula actividad lecitinasa, y que no muestran el
halo de precipitacion, por lo que éstas no se descartan y se incluyen
en las pruebas de confirmacion (ISO 7932:2004). Esto, junto al
hecho de que la microbiota acompanante puede ser productora de
acido dificultando la distincion de las colonias manitol positivas,
supone un mayor esfuerzo analitico ya que requiere de
reaislamientos o entorpece el analisis, prolongando el tiempo
empleado.

La identificacion definitiva de las colonias que resultan ser positivas
para las pruebas confirmatorias puede realizarse con ayuda de
sistemas comerciales para identificacion rapida como el Sistema API
(Biomerieux). La utilizacion del Sistema APl 50CH y 20E para
identificar las especies del género Bacillus, como alternativa a las
baterias de pruebas bioquimicas, presenta buena repetitividad en los
resultados y permite la estandarizacion del proceso de identificacion
(Logan y Berkeley, 1981). Este sistema, ampliamente utilizado en
identificaciéon bacteriana, en el caso de B. cereus establece
diferentes biotipos en funcion del patron obtenido (Logan et al., 1979;
Te Giffel et al., 1997).
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5.- La PCR como técnica para la identificacién, deteccién y
cuantificacion de B. cereus

Los métodos microbioldgicos basados en el cultivo, ademas de
requerir mas tiempo hasta obtener el resultado final, con frecuencia
pueden originar identificaciones erréneas o incluso indetermi-
naciones, sin llegar a identificar especies que comparten un gran
numero de caracteres. Ademas, la identificacion basada en pruebas
bioquimicas es un método laborioso que lleva implicito problemas de
reproducibilidad y ambiguedad, y en general presenta un bajo poder
de discriminacion a nivel de especie.

Gracias a los avances en la tecnologia del DNA recombinante, los
métodos basados en el anadlisis de acidos nucleicos han
revolucionado el campo del diagndstico microbiano. Actualmente, la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) constituye una de las
técnicas que han resultado de mayor utilidad para la deteccion e
identificacion de microorganismos como alternativa a los métodos
tradicionales debido a la elevada discriminacion, precision vy
reproducibilidad, asi como a la rapidez y sencillez en la realizacion
de dicha técnica.

Kleppe et al. describieron por primera vez en 1971 los principios de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). No obstante, hasta
1985 no fueron publicados los primeros datos experimentales por
Saiki et al. (1985,1988), aunque el descubrimiento de la PCR fue
atribuido a Kary B. Mullis, investigador del mismo grupo, el cual fue
galardonado con el Premio Nobel de Quimica en 1993. El
fundamento de la PCR es la amplificacion in vitro de DNA mediante
una DNA polimerasa termoestable y un par de oligonucleétidos que
delimitan el fragmento a amplificar. Consiste en la repeticion de un
proceso de tres pasos: desnaturalizacion del DNA molde de doble
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cadena, unién de los cebadores al DNA molde, y por ultimo,
extensién enzimatica del fragmento a partir del cebador. Mediante
este proceso, y utilizando cebadores dirigidos a secuencias
especificas, se consigue amplificar de forma exponencial un
fragmento de DNA (Wolcott, 1991). La deteccion del producto de
PCR se realiza habitualmente mediante visualizacion directa del
fragmento de DNA por electroforesis en gel de agarosa, aunque
existen otras aproximaciones como la deteccion de fluorescencia
(Wilhelm y Pingoud, 2003; McKillip y Drake, 2004) o la electroforesis
capilar con fluorescencia inducida por laser (CGE-LIF; Alarcon et al.,
2004). El disefio de los cebadores que intervienen en la reaccion de
PCR determina la especificidad de la amplificacion. Generalmente,
los cebadores son oligonucledtidos de alrededor de 20 bases de
longitud y presentan una alta complementariedad con la secuencia
diana. Ademas, las condiciones mas o menos restrictivas de la
reaccion modulan la especificidad de la amplificacién, ya que los
cebadores pueden hibridar en zonas de DNA que presentan
desapareamientos. La secuencia de los cebadores se establece
utilizando como referencia las bases de datos de secuencias
publicas (GenBank, EMBL, DDBJ). La deteccion del fragmento de
amplificacion del tamafo esperado indica el resultado positivo de
identificacidn, lo que supone la presencia del microorganismo o de
su DNA en la muestra analizada (Olsen et al., 1995; Hill, 1996).

La técnica de la PCR puede aplicarse para la identificacion a partir
de DNA purificado o a partir de colonia, asi como para la deteccion
directa desde el homogeneizado del alimento, ya que no precisa del
aislamiento previo del microorganismo y por tanto puede aplicarse a
poblaciones mixtas. Uno de los inconvenientes de la técnica de la
PCR clasica es que no discrimina entre células vivas y muertas,
incluso puede amplificar restos de DNA procedentes de células
inactivadas (Josephson et al., 1993; Masters et al., 1994). En cuanto
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a la metodologia, las principales dificultades incluyen hacer
accesibles los acidos nucleicos y eliminar los inhibidores de la
reaccion de PCR en un rango amplio de matrices alimentarias
(Wilson et al., 1997). En este sentido, B. cereus presenta el
inconveniente adicional de poderse encontrar en el alimento en
forma esporulada, con cubiertas resistentes a diferentes condiciones
extremas, lo que dificulta la extraccion del DNA para su analisis.

5.1.- Deteccion e identificacion

La utilizacién de cebadores especificos o “PCR especifica” permite la
identificacion y deteccidon del microorganismo de interés e incluso su
cuantificacion mediante PCR a tiempo real. Las diferentes
aproximaciones basadas en la tecnologia de la PCR que han sido
aplicadas en B. cereus, se describen a continuacion.

Existen trabajos sobre la identificacion por PCR de cepas de B.
cereus utilizando cebadores dirigidos a los genes conservados,
considerados como “housekeeping”, entre los que se encuentran el
gen RNAr 16S, y el espaciador intergénico entre los genes de RNAr
16S y 23S (ISR), el gen gyrB (subunidad B de la DNA girasa), el gen
groEL (proteina de choque térmico GroEL) y el gen rpoB (subunidad
B de la RNA polimerasa). Sin embargo, la especificidad que
presentan es a nivel de “grupo B. cereus”, por lo que resulta
imposible diferenciar claramente entre especies (Daffonchio et al.,
1998; Hansen et al., 2001, 2002; Yamada et al., 1999; Chen y Tsen
2002; Chang et al., 2003; Manzano et al., 2003b; Blackwood et al.,
2004). Lechner et al. (1998) diseharon cebadores dirigidos a los
genes RNAr 16S y cspA (“cold shock protein”), que permitieron
diferenciar un grupo de cepas psicrotrofas de B. cereus
proponiéndolas como una nueva especie, B. weihenstephanensis.
Posteriormente, Stenfors y Granum (2001), encontraron cepas
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psicrotrofas de diferente perfil genético, asi como perfiles intermedios
entre ambas especies. La aplicacion en alimentos de la PCR basada
en genes conservados se ha llevado a cabo con cebadores dirigidos
al gen gyrB que se emplearon para la deteccion de B. cereus en
arroz y café (Yamada et al., 1999; Manzano et al., 2003b).

Para la deteccion/identificacion o caracterizacion toxigénica por PCR
de B. cereus, se han utilizado también cebadores dirigidos a los
genes de virulencia. Entre ellos se encuentran varios genes de los
operones hbl y nhe, o los genes bceT, entFM, pc-plc (cerA), sph
(cerB) y pi-plc (Asano et al.,, 1997; Mantynen y Lindstron, 1998;
Hsieh et al.,, 1999; Guttmann y Ellar, 2000; Hansen y Hendriksen,
2001; Rowan et al., 2001, 2003; Radhika et al., 2002; Thaenthanee
et al., 2005). Posteriormente, en este tipo de estudios se incluiria el
gen cytK (Guinebretiere et al., 2002; Ghelardi et al., 2002 vy
Fagerlund et al., 2004, Abriouel et al., 2007), el gen plasmidico ces
que codifica la cereulida sintasa (Ehling-Schulz et al., 2004, 2006) vy,
recientemente, los genes de las hemolisinas Il y Il (Hendriksen et al.,
2006). Se observé de este modo el gran potencial enterotoxigénico y
la distribucion heterogénea de los diferentes genes presentes en las
especies del “grupo B. cereus”, revelando la importancia del control
del conjunto de estas especies en alimentos (Prup et al., 1999; Hsieh
et al., 1999; Hansen et al., 2001, 2002; Hansen y Hendriksen, 2001;
Hendriksen et al., 2006; Ehling-Schulz et al., 2006). Para la deteccion
de B. cereus en alimentos inoculados artificialmente se han utilizado
cebadores dirigidos a genes de virulencia, por ejemplo, los genes pc-
plc y sph en leche (Schraft y Griffiths, 1995) y el gen sph en leche,
huevo, arroz y cerdo (Hsieh et al., 1999). El gen clo se ha empleado
en ostras y queso contaminados de forma natural (Wang et al,
1997). En otros casos, los cebadores se disefaron a partir de una
banda de RAPD-PCR caracteristica de cepas eméticas y se
ensayaron en muestras de leche, arroz y pasta oriental inoculadas
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artificialmente (Nakano et al., 2004). En algunos de estos estudios se
incluyd un paso de enriquecimiento para favorecer la deteccion
(Hsieh et al., 1999; Nakano et al., 2004).

La técnica de PCR puede ser optimizada para la amplificacion
simultanea de varios fragmentos en una sola reacciéon y en un solo
tubo. Este formato de PCR se conoce como PCR multiple. En
B. cereus se han utilizado como diana para su deteccién por PCR
multiple genes conservados junto a genes de virulencia, por ejemplo,
el gen hblA y el gen de RNAr 16S (Tsen et al., 2000) o el gen rpoB y
el gen cap especifico para B. anthracis (Ko et al., 2003). También ha
sido empleada dicha técnica para conocer el perfil toxigénico en una
sola reaccion, por ejemplo, para los genes de las toxinas HBL, NHE,
BceT, CytK y la enzima Ces (Yang et al., 2005) y, recientemente, por
Ehling-Schulz et al. (2006) para los genes hbID-A, nheA-B, cytK y
ces, los cuales codifican para las toxinas directamente implicadas en
toxiinfecciones, y utilizando cebadores degenerados que contemplan
la diversidad genética encontrada en B. cereus.

5.2.- PCR cuantitativa a Tiempo Real (Q-PCR): fundamento y tipos

Los ultimos avances tecnologicos han llevado al desarrollo de
equipos de PCR a tiempo real que permiten la deteccion cuantitativa
y automatizada de la diana elegida. La PCR a tiempo real (Q-PCR)
presenta mayor sensibilidad y menor tiempo de deteccion que la
PCR convencional y, ademas, permite la cuantificacion del
microorganismo de interés. Esta técnica es capaz de detectar la
sefal de fluorescencia emitida tras la excitacion del o los fluoréforos
utilizados, con la correspondiente longitud de onda, ciclo por ciclo,
durante el proceso de amplificacion, siendo esta sefial proporcional
al numero de copias generado en cada ciclo (Figura 1). De esta
forma y estableciendo el nivel umbral sobre la sefal de fluorescencia
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basal, es posible determinar el ciclo en el cual se inicia la fase
exponencial de la amplificacion del DNA denominado ciclo umbral
(Ct, “threshold cycle”), el cual esta relacionado directamente con la
cantidad de DNA molde inicial y es el parametro utilizado en la
cuantificacion (Higuchi et al., 1993, Heid et al., 1996; Nazarenko et
al., 1997). La construccion de una curva estandar o recta patron a
partir de concentraciones conocidas de DNA molde, permite la
cuantificacion de la muestra problema mediante la interpolacién de
los valores obtenidos. Dada la deteccion fluorimétrica de los
amplificados, no se requiere la electroforesis posterior por lo que
ademas de automatizar el proceso, evita los problemas de
contaminaciones derivados de la apertura de los tubos (Wilhelm y
Pingoud, 2003; McKillip y Drake, 2004).

8 = 3.-Fase estacionaria

2.-Fase exponencial
ARn

1.-Fase iniciacion

Fluorescencia (Rn)

Umbral
Y|

0 —— T T T T T T T T F

0 10 20C, 30 Cip 40

Numero de ciclos

Figura 1.- Representacion grafica del aumento de la fluorescencia
(ARnN) con respecto al numero de ciclos de la PCR y determinacion del
valor de Ct para las muestras Ay B.
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La deteccidon de fluorescencia se puede realizar mediante sistemas
inespecificos o especificos de secuencia (Lee et al., 2004).

5.2.1.- Sistemas inespecificos

Se basa en el uso de agentes intercalantes de DNA que se unen al
surco menor del DNA de doble cadena. Tras esta union se produce
un cambio de conformacién que da lugar a un incremento de la
fluorescencia. Entre ellos se encuentran los fluorocromos como el
bromuro de etidio (Higuchi et al., 1993; Le Pecq y Paoletti, 1996;
Wittwer et al., 1997), el YOPRO® y YoYo® de Molecular Probes
(Ogura et al., 1994; Ishiguro et al., 1995; Tseng et al., 1997), el
SYBR® Green | (Becker et al., 1996) y el SYBR Green Gold.
Recientemente se ha descrito otra molécula intercalante, BEBO, de
caracteristicas similares al SYBR Green | (Bengtsson et al., 2003).
Uno de los mas utilizados es el SYBR Green | por su facilidad de
utilizacién y disponibilidad comercial. La excitacion de la molécula se
produce con luz azul a una longitud de onda de 480 nm y el espectro
de emisién es comparable al de la fluoresceina con un maximo a 520
nm. La fluorescencia de la molécula unida al DNA es 1000 veces
mayor que cuando estd libre, siendo adecuada para la
monitorizacion de la acumulacion de amplificado durante la PCR
(Wittwer et al., 1997; Morrison et al., 1998). Esta modalidad permite
comprobar que el producto de amplificacion es el esperado mediante
el analisis de la curva de disociacién, en el cual se determina la Ty,
del amplificado obtenido (Ririe et al., 1997), asi como comprobar la
ausencia de productos de amplificacion de PCR inespecificos que
podrian interferir en la cuantificacion (Simpson et al., 2000).
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5.2.2.- Sistemas especificos

En los sistemas especificos de secuencia se utilizan sondas que
corresponden a uno o a varios oligonucleétidos marcados con
fluoréforos, cuya diana se encuentra en el producto de amplificacion
constituyendo un elemento mas para conseguir la especificidad
deseada. La sefial fluorescente se genera por la transferencia de
energia por resonancia de fluorescencia (FRET). EI método utiliza
fluoréforos que actuan como donadores o aceptores de fotones y
estan unidos a una o varias sondas. Otras estrategias basadas en
sistemas FRET, incluyen el marcaje de cebadores o del propio
amplificado.

Durante la amplificacion de un fragmento especifico se altera la
posicion relativa de dichas moléculas, produciéndose un incremento
en la fluorescencia (Figura 2) (Lee et al., 2004). Ademas, la
utilizacion de este tipo de sondas, que son especificas de la
secuencia diana, permite en Q-PCR el formato multiple ya que se
monitorizan independientemente los productos de amplificacion
generados por diferentes cebadores (Bernard et al., 1998; Wittwer et
al., 2001) o con un unico par de cebadores, utilizando diferentes
sondas combinadas (Edwards y Logan, 2004). Existen varios tipos
de sondas pero de forma general se pueden clasificar en dos
grandes grupos:

a) Las sondas de hidrdlisis, o sondas TagMan, son oligonucleétidos
marcados en un extremo con un fluoréforo (donador de fotones), y
en el otro poseen una molécula aceptora de fotones o silenciador
(“quencher”) que evita que el fluoréforo emita fluorescencia mientras
ambas moléculas se encuentren préximas. Durante la amplificacion,
la actividad 5 exonucleasa de la DNA polimerasa hidroliza la sonda
separando el silenciador del fluoréforo, y como resultado este ultimo
emite fluorescencia (Holland et al., 1991; Livak et al., 1995; Wilhelm
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y Pingoud, 2003; Mackay, 2004). Dentro de este tipo de sondas se
encuentran las llamadas sondas MGB (“Minor Group Binding”) de
alta afinidad al surco menor del DNA de doble cadena, rico en
enlaces A-T (Afonina et al., 1997). En el extremo 3’ posee una
molécula aceptora de fotones no fluorescente (“dark quencher”), que
mejora la monitorizacion de las variaciones de fluorescencia emitidas
por el fluoréforo (Kutyavin et al., 2000). En este mismo extremo lleva
incorporado un tripéptido MGB que incrementa la temperatura de
hibridacion de la sonda, posibilitando el disefio de sondas de menor
tamafo y, ademas, refuerza la union al DNA a modo de anclaje,
produciéndose una mayor estabilidad y especificidad en el
acoplamiento (Kutyavin et al., 2000; Salmon et al., 2002). Asi, es
posible la deteccion de dianas incluso con un unico desapareamiento
(SNPs, “Single Nucleotide Polymorphism?”).

b) Las sondas de hibridacion se basan en que la union a la diana en
si misma va a facilitar las condiciones para la emision de la
fluorescencia. Las mas utilizadas son las sondas en bucle (e.g.
“‘molecular beacon”) y las sondas de hibridacion FRET (“Dual-
hybridation probes”). Las primeras poseen una parte central
complementaria a la secuencia diana, y en ambos extremos
presentan secuencias repetidas invertidas, complementarias entre
ellas (Tyagi y Kramer, 1996; Tan et al., 2000). En un extremo se
encuentra un fluoréforo (donador de fotones) y en el otro una
molécula aceptora de fotones o silenciador. Este disefio permite que
adopte una estructura de bucle en su forma libre. En la fase de la
hibridacion se produce un cambio en su estructura secundaria, la
sonda se extiende dejando alejado el fluoréforo del silenciador y
permitiendo que se produzca la emision de fluorescencia (Kostrikis et
al., 1998; Tygai et al., 1998). Las sondas de hibridacién FRET estan
compuestas por dos oligonucleétidos, uno con un fluoréforo donador
y otro con un fluor6foro aceptor de fotones (Wittwer et al., 1997). Al
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contrario que en los casos anteriores, ambas moléculas quedan
proximas durante la fase de hibridacion y es el fluoréforo aceptor de
fotones el que es excitado por la transferencia de energia de la
molécula donadora y como consecuencia emite fluorescencia
(Bernard y Wittwer, 2000).

Figura 2.- Principales tipos de sondas utilizadas en Q-PCR: a) sondas de
hidrdlisis, b1) sondas de hibridacién en bucle y b,) sondas de hibridaciéon
FRET. D, molécula donadora de fotones; A, molécula aceptora de
fotones.

5.3.- Aplicacion de la Q-PCR en alimentos
Existen numerosos trabajos sobre la aplicacion de la Q-PCR en la

deteccion de patdgenos en alimentos, bien para cuantificacion
directa o tras enriquecimiento de la muestra (ver ANEXO 1V). El
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sistema SYBR Green ha sido utilizado por ejemplo, para Sta. aureus
en queso (Hein et al., 2001b) y en carne picada (Alarcén et al.,
2006), para Salmonella spp. en pollo (Wolffs et al., 2006), para Vibrio
vulnificus en marisco (Panicker et al., 2004) o para Campylobacter
jejuni en aguas (Cheng y Giriffiths, 2003). No obstante, de los
sistemas presentados en el apartado anterior el mas utilizado es, sin
lugar a dudas, el sistema TagMan como se desprende del numero de
trabajos que se encuentran en la literatura cientifica (ver ANEXO V).
Incluyen procedimientos dirigidos a diferentes patégenos y han sido
investigados en diversas matrices alimentarias, como por ejemplo,
Listeria monocytogenes en productos carnicos, salmén, ensaladas,
leche, paté y queso (Rodriguez-Lazaro et al.,, 2004a; 2005b;
Rossmanith et al., 2006), Salmonella enterica en helado y en pollo
(Seo et al., 2006; Malorny et al., 2007a) o Salmonella spp. en carne
picada, pollo, salmén y leche (Hein et al., 2006), Sta. aureus en
carne picada y leche (Alarcon et al., 2006, Goto et al., 2007),
Escherichia coli o E. coli O157:H7 en carne de ternera y carne
picada (Holicka et al., 2006; Auvray et al., 2007; Stefan et al., 2007) y
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en agua y leche
(Rodriguez-Lazaro et al., 2005a). Las sondas de hibridacién FRET,
aunque en menor medida, también se han empleado para L.
monocytogenes en ensaladas (Berrada et al., 2006), Salmonella spp.
en pollo, cerdo y lechuga (Bohaychuk et al., 2007), Sta. aureus en
platos preparados (Berrada et al., 2006), E. coli O157:H7 en carne
de ternera (O'Hanlon et al, 2004) o M. avium subsp.
paratuberculosis en leche y ganado (Tasara et al., 2005; Bosshard et
al., 2006). Menos abundantes son los trabajos donde utilizan las
sondas de hibridacion en bucle, como por ejemplo para la
identificaciéon y cuantificacion de Salmonella spp. en frutas y
verduras, o en pollo (Liming et al., 2004; Patel et al., 2006).
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En el caso de B. cereus, la primera aproximacion para su deteccion
cuantitativa se basdé en un ensayo semiautomatico en el que la
amplificacion y la medicion de fluorescencia eran independientes. Se
ensayo en leche en polvo desnatada inoculada artificialmente. Los
cebadores y las sondas estaban dirigidos al gen pc-plc y la
especificidad se analizé en un total de 72 cepas de la especie B.
cereus y 5 cepas de B. thuringiensis, pero no se comprobd en el
resto de especies del “grupo B. cereus” ni en otras especies
relacionadas (Kim et al., 2000). En estudios posteriores se utilizaron
como diana genes que se encuentran en numero variable de copias
por genoma, como los de RNAr (Priha et al., 2004; De Clerk et al.,
2004), o el gen de virulencia clo (Fykse et al., 2003; Fukushima et al.,
2003), asumiendo el consiguiente error en la cuantificacion.
Recientemente se ha publicado un ensayo para la deteccion
cuantitativa de B. cereus utilizando como diana el gen de una péptido
sintasa implicada en el ensamblaje de la toxina emética, el cual se
encuentra en un plasmido contenido en numero de 1-3 copias por
célula (Friker et al., 2007). Este ensayo permite la deteccién
cuantitativa de B. cereus eméticos, pero no detecta aquellas cepas
que pueden causar cuadros clinicos del tipo diarreico.

La utilizacion de sondas ha permitido el formato multiple que ha sido
aplicado, ya sea para la incorporacion de un control interno de
amplificacion (IAC) para asegurar la ausencia de inhibidores de la
PCR (ver Anexo IV), o por ejemplo para la deteccion simultanea de
E. coli O157:H7/Salmonella, o E. coli O157:H7/Salmonella/Shigella,
Campylobacter/Salmonella, L. monocytogenes/Salmonella o de las
diferentes toxinas de E. coli e incluso de ocho patégenos de
alimentos a la vez (Jefré et al., 2005, Grant et al., 2006; Perry et al.,
2007; Wolffs et al., 2007; Huang et al., 2007; Wang et al., 2007). En
concreto para la deteccion simultanea de B. cereus y otras especies
en reacciones de Q-PCR multiple se han desarrollado varios
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procedimientos, como es el caso de B. cereus y Sta. aureus
(Fukushima et al., 2003; Friker et al., 2007), B. anthracis y B. cereus
(Kim et al., 2005) o de B. cereus sensu lato, B. licheniformis y B.
furmarili (De Clerk et al., 2004).

Para la aplicacion de la PCR en alimentos es necesario el desarrollo
de protocolos estandarizados y validados en distintas matrices
alimentarias frente a métodos de referencia (Malorny et al., 2003a,
2003b, 2007b). Con la Norma ISO 16140:2003 se establecieron los
requisitos basicos necesarios para su consecucion. Como se ha
mencionado anteriormente ciertas sustancias que interfieran en la
lisis celular, DNA inespecifico, RNasas o DNasa que degradan los
acidos nucleicos y/o cebadores, sustancias quelantes de magnesio
necesario para la reaccion de PCR estan presentes en los alimentos
y pueden inhibir total o parcialmente la amplificacion (Rossen et al.,
1992; Akane et al., 1994; Wilson et al., 1997; Bickley y Hopkins,
1999). Gracias a diversos proyectos europeos (FOOD-PCR,
http://www.pcr.dk)  se validaron metodologias para 5
microorganismos que originaban los mayores problemas en Europa:
Salmonella spp., Yersinia enterocolitica, Campylobacter spp., L.
monocytogenes y E. coli (EHEC). Ademas, varias organizaciones de
validacién acreditadas, tales como AOAC (http://www.aoac.org) y
Nordval (http://nmkl.org/ NorVal/NordVal.html) han certificado en
estos ultimos afios métodos alternativos de deteccidn de patdégenos
alimentarios mediante PCR tales como, Salmonella, E. coli O157:H7
y L. monocytogenes (Sistema Bax, Qualicom; Roche; Nordval). La
experiencia en la aplicacion de la PCR en alimentos ha ido en
aumento y ha llegado al establecimiento de Normas ISO para regular
la utilizacién de la PCR en la deteccion de patdégenos alimentarios.
Las Normas ISO 20837:2004 y ISO 20838:2004 recogen los
aspectos relacionados con el equipamiento y la metodologia. Asi
mismo, se contempla la recomendacion de incluir controles internos
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de amplificacién (IAC). Un IAC es una herramienta para evaluar el
método de extracciéon de DNA utilizado, pues debe asegurar tanto la
liberacion de los acidos nucleicos celulares como la eliminacién de
los inhibidores (Hoorfar et al., 2003, 2004a). El formato de PCR
multiple ha permitido en gran medida el desarrollo de diferentes tipos
de IAC, pueden ser del tipo competitivo cuando corresponde a un
acido nucleico quimérico que se afiade a la reaccion para ser co-
amplificado por los mismos cebadores del acido nucleico diana, o de
tipo no competitivo cuando los cebadores son distintos (Rodriguez-
Lazaro, 2004).

5.4.- Deteccidn y cuantificacion de formas viables

En el caso de patégenos de alimentos no soélo es importante detectar
la presencia del microorganismo, sino que resulta crucial conocer si
se trata de formas viables para estimar el riesgo que conllevaria su
consumo. A pesar de permitir una deteccidn rapida, sensible y
precisa, uno de los inconvenientes de la PCR, que utiliza el DNA
como molécula diana, es que no discrimina entre células vivas y
muertas del microorganismo investigado. No obstante, existen otras
aproximaciones para abordar la deteccion de células viables
realizando previamente a la Q-PCR una eliminacion del DNA de
células muertas (Nogva et al., 2003, Rudi et al., 2005a, 2005b), o
amplificando el RNA bien de forma continua e isotérmica mediante la
técnica de NASBA (Compton, 1991), bien mediante una reaccion de
PCR con transcripcion inversa, RT-PCR (Norton et al., 1999;
Vaitilingom et al., 1998). La primera aproximacion se basa en las
diferencias fisicas entre células vivas y muertas en cuanto a
proteccidon de los acidos nucleicos por las envolturas celulares
externas, quedando mas expuestos a la accion de enzimas si se
trata de células muertas. En los otros casos, se utilizan como diana
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los RNAs que son mas labiles y menos resistentes a la muerte
celular que los DNAs.

5.4.1.- Monoazida de Etidio Q-PCR (EMA-PCR)

Una de las primeras estrategias utilizadas para la deteccion de
células viables fue desarrollada por Nogva et al. (2000a), donde, tras
tratamientos térmicos de inactivacion, se eliminaba el DNA de las
células muertas de C. jejuni utilizando DNAsas y posterior lavado,
quedando protegido el DNA de las células viables por sus cubiertas
celulares. Posteriormente, este mismo grupo de investigacion
desarrollaria un nuevo método, EMA-PCR, que mejoraba al anterior
pero basandose en el mismo principio. La EMA-PCR, consiste en la
capacidad de penetracion de la molécula de monoazida de etidio
(EMA) en las células a través de las membranas citoplasmaticas
dafadas que, tras una fotoactivacion, el fluorocromo EMA se une
covalentemente al DNA quedando inaccesible durante la reaccion de
Q-PCR (EMA-PCR). La utilizacion de EMA junto a la Q-PCR se ha
aplicado para comprobar la efectividad de diferentes tratamientos
térmicos y de desinfeccion para los patégenos E. coli O157:H7, L.
monocytogenes y Salmonella spp., obteniendo wuna buena
correlacion con los resultados de recuento en placa y con técnicas
de microscopia (Nogva et al., 2003; Guy et al., 2006). También se ha
aplicado para la deteccibn de C. jejuni en pollo y de L.
monocytogenes en queso tipo gouda (Rudi et al., 2005a, 2005b). No
obstante, Flekna et al. (2007) en un estudio reciente describen que el
tratamiento con EMA y posterior Q-PCR producia una infravaloracién
del numero de células viables de L. monocytogenes y C. jejuni,
cuestionando su utilidad.

36



5.4.2.- NASBA cuantitativo (Q-NASBA)

Es un método de amplificaciéon isotérmica de RNA que se basa en la
amplificacion de secuencias de acidos nucleicos (Nucleic Acid
Sequence Based Amplification, NASBA) y esta disefiado para la
deteccion rapida y selectiva del RNA sin interferencia del DNA
residual. Consiste en una unica reaccion, normalmente a 41 °C, con
una duracion de unos 90 min. Existen dos aproximaciones para la
monitorizacion de los productos NASBA de forma continua, mediante
electroquimiolumniniscencia o por la tecnologia FRET, permitiendo la
deteccion y cuantificacion a tiempo real (Q-NASBA). Esta
aproximacion se ha utilizado para la deteccion de formas viables de
bacterias patdégenas en alimentos como Salmonella spp. (D'Souza y
Jaykus, 2003), Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(Rodriguez-Lazaro et al., 2004b), C. jejuni y C. coli (Cools et al.,
2006; Churruca et al., 2007), L. monocytogenes (Nadal et al., 2007) y
Vibrio cholerae (Fykse et al., 2007). En el caso de B. cereus y otras
especies del género Bacillus, se ha utilizado en estudios de
expresion del gen hbIC en leche inoculada artificialmente, para
establecer tiempos de vida media del alimento y condiciones en las
que las produccién de dicha toxina es maxima (Gore et al., 2003).
Los resultados obtenidos con estos estudios presentan la técnica
NASBA como una herramienta prometedora en la deteccion de
células viables en el alimento. Comparada con la PCR, ademas de
ser mas cara, presenta una mayor complejidad en cuanto a los
reactivos utilizados, siendo mas dificil su automatizacién, y no es
aplicable a cualquier secuencia de RNA diana (Rodriguez-Lazaro et
al., 2006).
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5.4.3.- PCR cuantitativa con transcripcion inversa (Q-RT-PCR)

La PCR con transcripcion inversa convencional (RT-PCR) consiste
en una PCR en la cual se realiza un paso de transcripcidén inversa
previo, donde a partir del RNA se generan fragmentos de DNA,
siendo éstos el molde para la reaccion de amplificacion. Se ha
utilizado para detectar y comprobar la viabilidad de L.
monocytogenes, directamente en productos carnicos (Klein y Juneja,
1997), de E. coli, Saccharomyces cerevisiae y Mucor racemosus en
leche después de tratamientos térmicos (Vaitiingom et al., 1997),
para seleccionar el mejor gen indicador de la viabilidad en E. coli tras
tratamientos térmicos y con etanol (Sheridan et al.,, 1998), en la
comparacion de la expresién de toxinas por varias especies del
género Bacillus (Phelps y Mckillip, 2002) y en la deteccién de la
toxina Shiga de E. coli (McIngvale et al., 2002).

La PCR cuantitativa con trascripcion inversa (Q-RT-PCR), auna las
ventajas de la PCR convencional con transcripcion inversa (RT-PCR)
y las de la Q-PCR a tiempo real en cuanto a la detecciéon de RNA de
una forma mas sensible, lo que le permite ser usada como una
aproximacion cuantitativa para la deteccion de la presencia de
células metabodlicamente activas. La Q-RT-PCR consiste en la
incorporacion de un proceso de transcripcidn inversa previamente a
la amplificacion por Q-PCR. Por un lado, un oligonucleétido
intervendra durante la transcripcion uniéndose a la cadena
codificante de RNA e iniciando la sintesis de las cadenas de DNA
mediante la transcriptasa inversa. Este DNA copia (cDNA) sera el
molde para la reaccion de amplificacion por Q-PCR pudiendo ser
monitorizado y analizado durante este proceso tal y como se
especifica en el apartado anterior (Bustin y Mueller, 2005). Para la
obtencién del DNA copia en la transcripcion se han utilizado tres
tipos de estrategias (Zhang et al., 1999): a) mediante el uso de
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cebadores de secuencia aleatoria obteniendo una mayor cantidad de
transcritos derivados del RNAr, que se encuentra en una mayor
cantidad, b) mediante oligo-dT cuya diana son las colas poliA de los
RNA mensajeros y ¢) mediante cebadores especificos, los cuales
permiten una cuantificacion mas precisa (Lekanne Deprez et al.,
2002), aunque es necesario el tratamiento con DNasas o que las
dianas de los cebadores o0 sondas correspondan a zonas
flanqueantes de intrones (Bustin, 2002). Si ambas reacciones,
transcripcion y amplificacion, se realizan secuencialmente en el
mismo tubo, se denomina modo “one-step” (0 Q-RT-PCR en una
etapa), utilizando dos enzimas, una transcriptasa inversa y una Taq
DNA polimerasa, o utilizando una sola enzima, DNA polimerasa
dependiente de DNA que presenta actividad polimerasa tanto para el
RNA como para el DNA. Si las reacciones se realizan de forma
separada en dos tubos, se denomina modo “two-steps” (0 Q-RT-PCR
en dos etapas). La mayor ventaja de la Q-RT-PCR en una etapa
respecto a la de dos etapas es que requiere menos manipulacién y
por tanto menor riesgo de contaminacién. Sin embargo, su mayor
inconveniente es que no es posible la optimizacion de ambos
procesos de forma separada, favoreciéndose la formacion de
dimeros de cebadores (ver revision, Bustin y Nolan, 2004).

Esta técnica ha sido empleada en estudios de respuestas a
condiciones de estrés de Oenococcus oeni (Desroche et al., 2004),
inactivacion por calor de L. monocytogenes (Norton y Batt, 1999),
inhibicion de la produccién de neurotoxina tipo A de Clostridium
botulinum por diferentes aditivos alimentarios (Shin et al., 2006), y se
ha desarrollado, al menos una Q-RT-PCR para la cuantificaciéon de
células de Salmonella spp. como bacteria modelo en aguas (Fey et
al.,, 2004). La Q-RT-PCR se aplica fundamentalmente para la
deteccion y cuantificacion directa de virus entéricos tales como,
rotavirus, virus Norwalk, poliovirus y hepatitis A en el analisis de
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aguas y alimentos (Parshionikar et al., 2004; Jothijumar et al., 2005;
Costafreda et al., 2006; Doubois et al., 2007; Boxean et al., 2007).
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Il.- OBJETIVOS

El objetivo principal de esta Tesis ha sido el desarrollo y la
aplicacion de un procedimiento para la deteccion rapida y
cuantitativa de B. cereus en alimentos mediante PCR cuantitativa a
tiempo real (Q-PCR). Para abordar este objetivo general se han
planteado los siguientes objetivos particulares:

1.- Desarrollo de un sistema rapido y especifico para la
deteccion de B. cereus enterotoxigénicos mediante PCR
cuantitativa.

1.1.- Seleccion del gen diana para el disefio de cebadores a partir del
analisis por PCR de diferentes genes de virulencia de B. cereus en
una coleccion de cepas de referencia y cepas ambientales,
previamente caracterizadas.

1.2.- Disefio de oligonucledtidos para detectar, mediante Q-PCR,
cepas toxigénicas de B. cereus.

1.3.- Obtencion de la recta patron de cuantificacién a partir de
muestras con niveles conocidos de B. cereus y determinacién de los
niveles de deteccion.

2.- Puesta a punto de un método para la liberacion de acidos
nucleicos a partir de esporas de B. cereus.

2.1.- Obtencion de suspensiones calibradas de esporas y seleccion

de diferentes tratamientos, térmicos y de germinacion, para facilitar
la liberacién del DNA a partir de las esporas.
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2.2.- Cuantificacién del DNA por métodos espectrofluorimétricos y
por métodos basados en la Q-PCR, para la seleccién del tratamiento
mas adecuado.

3.- Desarrollo de un sistema de deteccion cuantitativa de
formas viables de B. cereus enterotoxigénicos mediante Q-RT-
PCR.

3.1.- Aislamiento de RNA total libre de DNA para su utilizacién en
ensayos de Q-RT-PCR.

3.2.- Desarrollo de un sistema de Q-RT-PCR en modo “one-step”
basado en la deteccién del RNA mensajero.

3.3.- Obtencion de la recta patrén para la deteccion y cuantificacion
de formas viables de B. cereus, a partir del RNA de suspensiones
celulares calibradas.

4.- Aplicacion de los procedimientos establecidos para la
deteccidn de B. cereus en alimentos.

Los procedimientos de deteccion y cuantificacion desarrollados, se

ensayaran utilizando alimentos susceptibles de contaminacion con
B. cereus inoculados artificialmente.
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lll.- MATERIAL Y METODOS

1.- Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

En este trabajo se han utilizado un total de 75 cepas del “género
Bacillus”, 29 de referencia pertenecientes a las especies del “grupo
B. cereus”, 30 aislados ambientales y de alimentos, y 16 cepas
pertenecientes a otras especies del “género Bacillus”. Todas estas
cepas habian sido caracterizadas genotipicamente mediante perfiles
ISR (amplificacion de la region espaciadora entre los genes de RNAr
16S y 23S) y RAPD-PCR combinando los perfiles obtenidos con los
cebadores M13, T3 y T7 (RAPD-M13, RAPD-T3 y RAPD-T7), con el
fin de comprobar su adscripcion taxondémica (Ocio et al., 2002 y
Martinez-Blanch et al., 2003) (Anexo I). Ademas, se han incluido 4
cepas de otros géneros (Tabla 3). Todas ellas se cultivaron en caldo
nutritivo o en agar nutritivo (OXOID), durante 18 horas a 30 °C.

Tabla 3.- Cepas bacterianas utilizadas en este estudio.

Especie Cepa Origen
a) Cepas de referencia “grupo B. cereus”
Bacillus cereus CECT 131 Matraz contaminado

CECT 148"
CECT 193
CECT 495 Heces de pollo
CECT 496 Heces de pollo
CECT 4014
CECT 4094 Cultivo mixto
CECT 4387
CECT 4989 Contaminacion
CECT 5144
CECT 5148 Suelo
CECT 5314
CECT 40
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Tabla 3.- (Continuacién)

Especie Cepa Origen

Bacillus thuringiensis CECT 197" Suelo mediterraneo
CECT 996

B. thuringiensis subsp. kurstaki,IN CECT 4454 Larva de insecto

B. thuringiensis subsp. aizawai,IN CECT 4494 Insecto

B. thuringiensis subsp. kurstaki,IN CECT 4495 Insecto

B. thuringiensis subsp. thuringiensis,IN CECT 4496

B. thuringiensis subsp. kurstaki,IN CECT 4497

B. thuringiensis subsp. israelensis,IN CECT 7034

Bacillus mycoides CECT 4123 Suelo
CECT 4124 Suelo
CECT 4125 Suelo
CECT 4126 Hoja de maiz
CECT 4127 Raiz de cebolla
CECT 4128' Suelo

Bacillus weihenstephanensis CECT 5894" Leche pasteurizada

Bacillus pseudomycoides CECT 7065" Suelo

b) Cepas ambientales “grupo B. cereus”
B. cereus/B.thuringiensis INRA P21S Vegetales
INRA TZ415 Vegetales
INRA P2101 Vegetales
B40 Ambiental

B41@ Crema de cacao
B42? Galleta digestiva
B43@ Galleta tostada
B45@ Galleta

B46®@ Crema chocolate
B47? Galleta

B48® Galleta

B49® Galleta

B50®@ Espesante
B54@ Galleta

B55@ Galleta

B60? Galleta

B62®? Espesante
B63®@ Crema de cacao
B64@ Crema de cacao
B65®@ Crema de cacao
B67¢? Galleta

B68 Interlaboratorio
B70@ Crema de cacao
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Tabla 3.- (Continuacion)

Especie Cepa Origen
B73®@ Galleta
B77® Aros de cebolla
B. mycoides / B. pseudomycoides / B44 Natilla
/ B. weihenstephanensis B69 Ambiental
B66 Ambiental
B72? Crema de cacao
B74 Bulbo subterraneo
c) Otras especies del “género Bacillus”
Bacillus circulans CECT 10" Suelo
INRA P1198 Vegetales
Bacillus firmus CECT 14"
Bacillus lentus CECT 187
Bacillus licheniformis CECT 20"
INRA B2186 Vegetales
Bacillus megaterium CECT 4313"
Paenibacillus polymyxa INRA Z1186 Vegetales
Bacillus pumilus CECT 29"
INRA 72166 Vegetales
B51 Contaminacion
B52 Contaminacion
B53 Contaminacion
Bacillus sphaericus CECT 33"
Bacillus subtilis CECT 39" Sangre
INRA K21101 Vegetales
d) Especies de otros géneros
Escherichia coli CECT 515" Humano
Listeria monocytogenes CECT 40317 Conejo
Salmonella choleraesuis CECT 915"
Staphylococcus aureus CECT 86" Humano

T cepa tipo. NT. cepa neotipo. CECT, Coleccién Espaiola de Cultivos Tipo. INRA, Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas, Francia. “’Segt]n agrupamiento UPGMA utilizando el
coeficiente de Pearson, para los perfiles electroforéticos obtenido tras el andlisis de
caracterizacion genotipica por ISR-PCR y RAPDs : B. c./B. t. 0 B. m./B. pm./B.w. (Martinez-

Blanch et al., 2003, ANEXO I).?)Cepa aislada por Ainia, Centro Tecnoldgico (Valencia).
(3)Cepa aislada por el Centro Tecnoldgico de la Conserva (CTC, Murcia).
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2.- Caracterizacion fenotipica

Con el fin de asegurar la identificacion de las cepas de este estudio,
se realizd6 una caracterizacion fenotipica en base a las pruebas
morfolégicas y bioquimicas recogidas en las normas ISO para la
deteccion de B. cereus en alimentos (ISO 7932:2004, ISO
7932:1993, ISO 7932:1993 /Cor.1:1997). Se comenzé con la
observacion de la morfologia colonial en agar PEMBA, selectivo para
Bacillus cereus que contiene polimixina B, manitol y yema de huevo
(PEMBA, Oxoid). Las colonias con morfologia tipica se sometieron a
las pruebas confirmatorias: B-hemdlisis en “Blood Sheep TSA”
(Biomerieux), asimilacion de glucosa en caldo glucosa rojo fenol,
produccion de butanodiol mediante la prueba de Voges-Proskauer,
asimilacion de nitratos en caldo nitrato. Para la identificacion a nivel
de especie se utilizaron las galerias comerciales APl 50CH/B y API
20E (Biomerieux). Se realizé la lectura tras 24 y 48 h de incubacion a
30 °C como indica el fabricante y los perfiles numéricos se analizaron
mediante la herramienta informatica APlweb v. 4.0 para obtener el
resultado de la identificacion. A fin de detectar la presencia del cristal
parasporal caracteristico de B. thuringiensis se realizo tincion simple
con fucsina basica fenicada, a partir de cultivos de 3 dias en agar
nutritivo.

3.- Preparacion de suspensiones calibradas de B. cereus
3.1.- Suspensiones de células

A partir de un cultivo de 100 ml en fase exponencial en caldo
nutritivo, se recogieron las células a 3.000 rpm, durante 30 min a 18
°C en una centrifuga Universal 16R (HETTICH). El precipitado de
células obtenido se resuspendio en solucion salina y se ajusté a un
valor de absorbancia a 580 nm (Ass) de 1 (aprox. 10® células/ml),
utilizando el espectrofotdmetro “S-20 spectrophotometer” (BOECO).

50



Se realizaron diluciones decimales seriadas en solucidon salina,
sembrando 1 ml de cada dilucién por triplicado en placas de medio
agar nutritivo. Las lecturas del recuento se realizaron a las 24 y 48 h
de incubacion a 30 °C.

3.2.- Suspensiones de esporas

Se seleccionaron las cepas tipo de las especies representantes del
“grupo B. cereus” (B. cereus CECT 148", B. thuringiensis CECT
1977, B. mycoides CECT 41287, B. weihenstephanensis CECT 5894 "
y B. pseudomycoides CECT 7065'), y ademas, la cepa B. cereus
CECT 131, ampliamente utilizada en estudios de germinacién por
otros autores (Clements y Moir, 1998; Barlass et al., 2002 y Moir,
2003). Con el fin de obtener cultivos de esporas sincronizados, se
inocularon diferentes matraces con el medio CCY (Stewart et al.,
1981), que se incubaron en agitacién a 30 °C durante 48 h hasta
alcanzar la fase estacionaria. Alicuotas de 2 ml de estos cultivos
fueron sometidos a una activacion térmica (70 °C, 30 min) vy
utilizados para inocular 200 ml del mismo medio. Se incubaron en
agitacion a 30 °C durante 48-96 horas hasta comprobar por
microscopia Optica de contraste de fases, que mas del 99 % de las
esporas estuvieran libres. Las esporas se recogieron mediante
centrifugacion del volumen total distribuido en tubos de 250 ml a
10.000 rpm, durante 12 min a 5 °C, utilizando una centrifuga
SORVALL® RC 26 Plus (SORVALL). El precipitado se lavo con 40 ml
de solucién 1 M de NaCl y 10 mM de EDTA, a 10.000 rpm, y 5 °C
durante 12 min utilizando una centrifuga 3K 30 (SIGMA). Este
proceso se realizd de 6-8 veces para eliminar restos celulares. El
ultimo lavado se realizé en 40 ml de solucion 10 mM de KCI, y tras
centrifugacion a 7.500 rpm durante 15 min a 5 °C, las esporas
recogidas se resuspendieron en 20 ml de solucién 10 mM de KCl y
se almacenaron en oscuridad a 5 °C. Previamente a su utilizacién,
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las esporas fueron lavadas de 2 a 3 veces, como se indica
anteriormente, y finalmente resuspendidas en tampén Tris-HCI (10
mM Tris pH 8,0, 10 mM NaCl).

Para la cuantificacion de las suspensiones de esporas, después de
cada tratamiento, se emplearon 2 técnicas de recuento: a) recuento
en placa en agar nutritivo, mediante siembra por triplicado de 0,1 ml
de diluciones decimales seriadas preparadas en solucién salina 0,1
% Tween 80 (SST). Las lecturas de recuento se realizaron a las 24,
48 y 72 h de incubacion a 30 °C, y b) recuento en camara
cuentaglébulos (camara de Neubauer) bajo microscopia de contraste
de fases a 400X en un microscopio “elipse E600” (Nikon).

4.- Ensayos de germinacion de esporas

Los ensayos de germinacion se llevaron a cabo siguiendo el
procedimiento de Barlass et al. (2002), midiendo la absorbancia a
595 nm (Asgs). Se basa en la pérdida de la refringencia de las
esporas durante el desarrollo del proceso de germinacion, lo que
provoca una disminucion en la absorbancia. Se parti6 de una
suspension de esporas ajustadas a un valor de Asgs de 1-0,7
(aproximadamente 10° esporas/ml) y activadas térmicamente durante
30 min a 70 °C, en bafo termostatado SW 20 (JULABO). Con el fin
de conseguir la germinacion de las esporas, se utilizaron 3
soluciones, preparadas en tampén fosfato (10 mM KH2POQO,, pH 8,0):

a) 100 mM de L-alanina.

b) 25 mM de L-alaninay 1 mM de inosina.
c) 0,5 mM de L-alanina y 0,5 mM de inosina.
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Los ensayos se realizaron en placa de 96 pocillos (Nalge Nunc
International). Se utilizaron alicuotas de 200 ul de la suspensién de
esporas, que se adicionaron por duplicado, con las diferentes
soluciones de germinacion. Se monitorizé la absorbancia a 595 nm
durante 60 min en incubaciéon a 37 °C y con agitacion automatica,
utilizando el espectrofluorimetro “SPECTRA-Fluor microplate reader”
(TECAN).

5.- Aislamiento de acidos nucleicos

5.1.- Extraccion de DNA gendmico de células vegetativas

La extraccion del DNA total se realizé utilizando dos métodos:

a) El método descrito por Pitcher et al. (1989), comienza con una lisis
enzimatica con lisozima 50 mg/ml en TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1
mM, pH 8,0), recomendado en el caso de bacterias Gram positivas.
Se basa en la utilizacién de isotiocianato de guanidina, agente con
elevado poder desnaturalizante de proteinas, e incluye una
precipitacion selectiva del DNA con 2-propanol en presencia de 7,5
M de acetato de amonio.

b) El método comercial “DNeasy tissue kit” (Qiagen), comienza con
dos tratamientos enzimaticos consecutivos para la rotura de las
membranas y la eliminacion de proteinas (solucion de lisozima 50
mg/ml en TE y solucion de proteinasa K en tampdn con isotiocianato
de guanidina, respectivamente). El lisado obtenido se introduce en la
columna de purificacion en presencia de etanol lo que facilita la unién
selectiva del DNA a una membrana de intercambio iénico (silica-gel)
de la columna. Cuando el DNA se encuentra ligado a la membrana,
se procede al lavado de este para la eliminaciéon de restos celulares
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y restos de la matriz del alimento. Se realizan dos lavados con
tampones que presentan una alta concentracion de etanol para evitar
la elucion del DNA. Tras los lavados, el DNA se eluye de la
membrana con 100 ul de AE (Elution Buffer, Qiagen).

5.2.- Extraccion de DNA genémico a partir de suspensiones de
esporas

Antes de proceder a la extraccion del DNA, alicuotas de 100 pl de
suspensiones de esporas calibradas a una Asgs entre 1-0,7 se
sometieron a diferentes tratamientos:

-Tratamientos térmicos:

a) 70 °C, 30 min, en bafio termostatado.

b) 80 °C, 10 min, en termobloque “Dri-Block DB-3“ (Techne).
c) 100 °C, 10 min, en termobloque.

d) 121 °C (1/2 atm.) 20 min, en autoclave (Matachana).

-Tratamientos de germinacion con y sin activacion térmica:
e) germinacion sin activacion térmica.

f) activacion térmica, 70 °C durante 15 min, y germinacion.
g) activacion térmica, 70 °C durante 30 min, y germinacion.
h) activacion térmica, 80 °C durante 10 min, y germinacion.

En todos los casos se obtuvo el DNA mediante el método comercial

‘DNeasy tissue kit” (Qiagen), tal y como se ha descrito
anteriormente.
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5.3.- Extraccion de RNA total a partir de células vegetativas

Se utilizaron alicuotas de 1 ml de cultivo liquido en fase exponencial
(As80=0,4) y cuantificado por recuento en placa. La extraccion del
RNA se realizé con los siguientes métodos comerciales:

a) “RNeasy® Mini Kit” (Qiagen), comienza con dos tratamientos
enzimaticos consecutivos para la rotura de las membranas y la
eliminacién de proteinas (solucion de lisozima 15 mg/ml y solucién
con B-mercaptoetanol en tampon con isotiocianato de guanidina). Al
igual que en el caso del DNA, el lisado obtenido se introduce en la
columna de purificacion en presencia de etanol, lo que facilita la
union selectiva de acidos nucleicos a una membrana de intercambio
idnico de la columna. Una vez que el RNA se encuentra ligado a la
membrana, se procede al lavado de éste para la eliminacion de
restos celulares. Se realizan tres lavados para evitar la elucion del
RNA. Tras los lavados, el RNA se eluye de la membrana con 50 pl
de AE (Elution Buffer, Qiagen).

b) “UltraClean™ Microbial RNA Kit” (Mo Bio, Laboratories), se basa
en un tratamiento de lisis en presencia de isotiocianato de guanidina
y ditiotreitol (DTT), agentes desnaturalizantes de proteinas, en
incubacién a 65 °C y a continuacion lisis mecanica con perlas de
silice. El lisado obtenido se centrifuga para recuperar el
sobrenadante libre de restos celulares, y se introduce en la columna
donde el RNA queda retenido en una membrana de intercambio
ionico (silica-gel). Tras varios lavados con tampones que presentan
una alta concentracion de etanol, el RNA se eluye de la membrana
con 50 pyl de agua libre de RNasas (SIGMA).

c) “Total Quick RNA Cells & Tissues” (Talent), consiste en un
tratamiento enzimatico a temperatura ambiente durante 5 min con
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una solucion proporcionada por el fabricante. El lisado se mezcla con
etanol, para precipitar los acidos nucleicos, y a continuacion con una
resina liquida de silice. EI RNA ligado a la resina se introduce en la
columna de purificacion depositandose en la membrana de la
columna. Se realizan tres lavados y a continuacion la columna con la
resina se incuba a 65 °C con 50 pl agua libre de RNasas (SIGMA), lo
que favorece la elucién selectiva del RNA.

En todos los casos se analizaron 5 ul del eluido mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 %, en tampon TBE (45 mM Tris-
HCI, 45 mM acido bdrico, 1 mM Na,EDTA, pH 8,0), tras tincion con
bromuro de etidio (5 ng/ml) y posterior irradiacién con luz UV.

6.- Cuantificacion de acidos nucleicos

6.1.- Métodos espectrofotométricos

Se utilizé un espectrofotometro GeneQuant RNA/DNA calculator
(Pharmacia Biotech) y una cubeta de 50 upl Sub-Micro Z15
(Pharmacia Biotech). Este equipo posee una lampara de deuterio,
que permite analizar 4 longitudes de onda fijas: 230, 260, 280 y 320
nm. Se estimd la concentracion de DNA o RNA, sabiendo que una
unidad de absorbancia a 260 nm en cubeta de paso de luz de 1 cm,
equivale a una concentracién aproximada de 50 pug/ml o 40 pg/ml,
respectivamente. La pureza de la muestra viene dada por el cociente
de las absorbancias a 260 y 280 nm. Valores mayores o iguales a
1,8 para el DNA y a 2,0 para el RNA se relacionan con un grado de
pureza adecuado. Las proteinas absorben a 280 nm, de modo que
dicho coeficiente disminuye al aumentar el nivel de contaminacién
proteica. La presencia de otras impurezas, tales como, péptidos o
contaminacién con Tris-HCI, EDTA u otras sales, presentes en los
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tampones utilizados se correlaciona con valores elevados de
absorbancia a 230 nm. Cuando se trabaja con RNA, otro indicador
de la pureza de la muestra es el coeficiente 260/230 que debe ser
mayor de 2,0, valores menores podrian indicar contaminacion con
isotiocianato de guanidina, reactivo que absorbe en este rango de
longitudes de onda (230-260 nm). Por ultimo, el valor de absorbancia
a 320 nm permite detectar la interferencia producida por turbidez o,
por tampones cuyos compenentes presentan una alta absorbancia.

6.2.- Métodos espectrofluorimétricos

Para conseguir una mayor precision en la cuantificacion de DNA y
RNA se realizd el analisis espectrofluorimétrico en presencia de un
fluorocromo como se indica a continuacion:

a) DNA. Se emple6é el método comercial “Fluorescent DNA
Quantitation Kit” y el espectrofluorimetro VersaFluor® (Bio-Rad).
Consiste en la utilizacion del fluorocromo bisbenzimida (Hoechst
33258) que se une al surco menor del DNA y preferentemente a las
secuencias que contienen A+T. La variacion de fluorescencia se
mide usando una longitud de onda de excitacion de 360 nm y una de
emisién de 460 nm. Permite la cuantificacion entre 10 ng/ml y 5
ug/ml. Para la construccion de la recta patron se utiliza DNA de timo
de ternera que presenta una concentracion del 58 % de contenido en
A+T y es de doble cadena.

También se empled el método comercial “Quant-iT PicoGreen®
dsDNA Assay Kit” (Molecular Probes), el cual incorpora el
fluorocromo “Picogreen” de alta afinidad al DNA de doble cadena. La
variacion de fluorescencia se mide usando una longitud de onda de
excitacion de 485 nm y otra de emision de 535 nm. Permite la
cuantificacion de hasta 25 pg/ml de DNA. Para la construccién de la
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recta patron se utiliza DNA del fago lambda, proporcionado por el
fabricante.

b) RNA. Se empleé el método comercial “RiboGreen® RNA
Quantitation Kit” (Molecular Probes), el cual incorpora el fluorocromo
“‘Ribogreen” de alta afinidad por el RNA. Permite la cuantificacion en
un rango de 1 ug/ml a 1 ng/ml. Para la construccion de la recta
patron se utiliza RNA ribosémico proporcionado por el fabricante.

Tanto con “Picogreen” como con “Ribogreen” se adaptaron los
protocolos a placa de 96 pocillos (Black microwell SH, Nalge Nunc
International) para el equipo “SPECTRA-Fluor microplate reader”
(TECAN), siguiendo el protocolo desarrollado por Deane et al.
(2003), que incorpora tratamientos con DNasa o RNasa segun el
caso, para reducir la posible interferencia del acido nucleico
correspondiente, en la cuantificacion.

7.- Seleccidén del gen diana para la detecciéon de B. cereus

7.1.- Deteccion de genes de virulencia mediante PCR
convencional

Se comprobd la presencia de diferentes genes de virulencia en el
total de cepas en estudio, mediante la amplificacion por PCR
convencional utilizando cebadores especificos descritos previamente
(Tabla 4).

Las reacciones de amplificacion para los genes pc-plc, sph, clo y
entFM se realizaron en un volumen total de 50 pul que contenian 100
uM de cada desoxinucleotido trifosfato, 1,5 mM MgCl,, 1 uM de cada
oligonucledtido, 0,5 U de Taq polimerasa (Genotaq polymerase,
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Genotek), 1 x de tampdén de PCR (67 mM Tris-HCI, pH 8,8; 16 mM
(NH4)2S04; 0,1 % Tween-20) y 200 ng de DNA molde. En todos los
casos se incluyé un control negativo de reaccién con las mismas
concentraciones de los reactivos, sin DNA molde. La reaccion de
amplificacion se llevé a cabo en un termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems) con el siguiente programa
térmico: un ciclo inicial de desnaturalizacion de 5 min a 94 °C,
seqguido por 35 ciclos de 30 sa 94 °C,45sa56°Cy45sa72°C,y
un ultimo ciclo de extension final de 5 min, a 72 °C.

Para los cebadores disefiados en este estudio (ver resultados,
apartado 3, Tabla 6), se utilizé 3 mM de MgCl, y una temperatura de
hibridacion de 60 °C. Los productos de PCR fueron separados
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 % en tampén TAE (40
mM Tris-acetato, 1 mM Na,EDTA, pH 7,6), y visualizados tras tincion
en bromuro de etidio (5 ng/ml) y posterior irradiacién con luz UV.

Se estudid, asi mismo, la presencia de los genes hbl, nhe, cytk y ces
por PCR, cuyas toxinas han sido detectadas en casos de
toxiinfecciones alimentarias causadas por B. cereus. Se utilizaron
volumenes totales de 50 pl que contenian 100 uM de cada
desoxinucleétido trifosfato, 1,5 mM MgCl,, 1 uM de cada
oligonucledtido, 1 x de tampdén de PCR y 0,5 U de Taq polimerasa
(Genotaqg polymerase, Genotek). Se utilizaron 200 ng de DNA vy el
siguiente programa térmico: un ciclo inicial de desnaturalizacion de 5
min a 94 °C, seguido por 35 ciclos de 30 sa 94 °C,30sa49°Cy 1
min a 72 °C, y un ultimo ciclo de extension final de 2 min a 72 °C.
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Tabla 4.- Oligonucledtidos utilizados en este estudio para la deteccion
de los genes de virulencia.

. Producto oa . Referencia
Cebadores Longitud PCR (pb) T (°C)° Diana Proteina bibliogréfica

HD2 F 22 1091 49 hbl Hemolisina BL

HA4 R 20

NA2 F 18 766 49 nhe Enteroto>§|_na no .

NB1 R 20 hemolitica  Ehling-Schulz, et al.

2006

CKF2 20 421 49 cytk  CitotoxinaK (2006)

CKR5 20

CesF1 24 1271 49 ces Cerellida

CesR2 25

Pt 26 411 56 pc-plc  Fosfolipasa CP .

Pr 21 Schraft & Griffith
] ' b 1995

Pf 26 1461 56 pc-plc Fqsfollpgsg C (1995)

Cr 26 sph  Esfingomielinasa

BC-1 21 185 56 clo CereolisinaO  Wang, et al. (1997)

BC-2 20

ENT-A 21 1269 56 entFM EnterotoxinaFM Asano, et al. (1997)

ENT-B 21

#Temperatura de hibridacion.
bFosfolipasa C especifica de fosfatidilcolina

7.2.- Diseno de oligonucleétidos para Q-PCR

Para el diseiio de cebadores especificos se utilizd6 la secuencia
M24149, de la cepa GP-4 de B. cereus, obtenida de la base de datos
publica del NCBI. Dicha secuencia se analizé con el programa
Primer Express version 1.0 (ABI Prism, PE Biosystems) siguiendo las
especificaciones de Applied Biosystems y considerando zonas del
gen de la fosfolipasa C descritas previamente por Kim et al. (2000)
como especificas para B. cereus. La especificidad de los cebadores
y la sonda, se comprobd “in silico”, utilizando la base de datos del
NCBI y el programa BLAST (http:www.ncbi.nlm.nih.gov) e “in vitro”,
mediante amplificacion por PCR convencional.
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7.3.- Secuenciacion de DNA y analisis de secuencias

Con el fin de tener una mayor informacién sobre las secuencias del
gen de la fosfolipasa C, se amplificaron y secuenciaron un total de 17
cepas del “grupo B. cereus’. De la especie B. cereus, 3
correspondian a cepas de referencia (CECT 193, CECT 495, CECT
496) y 2 a cepas aisladas de alimentos (B68 y B69). De la especie B.
thuringiensis, 3 eran cepas de referencia (CECT 197", CECT 4494,
CECT 4495). De la especie B mycoides, se estudiaron 5 de
referencia (CECT 4123, CECT 4124, CECT 4125, CECT 4127,
CECT 4128") y un aislado (B74); la cepa tipo de la especie B.
weihenstephanensis (CECT 5894') y la cepa tipo de B.
pseudomycoides (CECT 7065"). Para la amplificacién por PCR del
fragmento del gen pc-plc delimitado por los cebadores Pf-Cr se
siguieron las condiciones descritas anteriormente, aumentando la
concentracion de MgCl, a 3 mM. Los productos de amplificaciéon
fueron purificados con “UltraClean PCR clean-up Kit” (Mo Bio,
Laboratories) y secuenciados en el secuenciador automatico ABI-
PRISM 377 y el “ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit” (Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas
se almacenaron en una base de datos para su posterior comparacién
y analisis con ayuda del programa ARB (Ludwig et al., 2004). Se
incorporaron las secuencias disponibles en la base de datos publica
del NCBI: 7 correspondian a cepas de la especie B. cereus (M24149,
cepa GP-4; X12711, IAM 1208; AY195600, cepa 569; M20194-
X12854, cepa SE-1; X64140-X64141, cepa BKM-B164 y AE016877-
017000, ATTC 14579"), una secuencia a B. thuringiensis subsp.
gelechiae (Y16268, cepa Bt13), y una a la cepa B. anthracis Ames
A2012 (AAAC01000001).

Para asegurar la identificacion de las cepas fenotipicamente
adscritas al género Bacillus se realizé el analisis de la secuencia del
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DNAr 16S. Para la amplificacion y secuenciacién de dicho gen se
utilizaron los cebadores, 616Valt (5°-AGA GTT TGA TYM TGG CTC
AG-3’) y 630R (5'-CAK AAA GGA GGT GAT CC-3’), con las mismas
condiciones de amplificacion (utilizando 1,5 mM de MgCl,) y los
mismos procedimientos de purificacion y secuenciacion que los
descritos para los genes de virulencia. La secuencias se analizaron
utilizando la base de datos del NCBI y el programa BLAST
(http:www.ncbi.nlm.nih.gov).

8.- PCR cuantitativa
8.1.- Sistema SYBR Green

La amplificacién por Q-PCR con el fluorocromo SYBR Green | se
realizd utilizando SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 0.2 U de Amperase® uracil N-glycosylase (UNG) y 5 ul
de DNA molde, en un volumen final de reaccion de 25 ul. La reaccién
de Q-PCR se llevo a cabo en un aparato GeneAmp 5700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems), compuesto por un
termociclador con bloque térmico peltier de 96 pocillos (GeneAmp®
PCR System 9600) junto a un sistema de deteccion fluorimétrica y
captacion de imagen CCD (GeneAmp® 5700 Electronics y
GeneAmp® 5700 Sequence Detector). El equipo posee una lampara
halégena de tungsteno que le permite analizar las longitudes de
onda de 485 nm y 520 nm.

Para la amplificacién se utilizé el siguiente programa térmico: un
primer ciclo de 2 min a 50 °C, un segundo ciclo de 10 min a 95 °C,
seguidos por 40 ciclos de 15 s a 95 °C y 1 min a 60 °C. Para el
analisis de las curvas de disociacion (Ty,), se afadio un ciclo de 15 s
a 95 °C, un segundo ciclo de 20 s a 60 °C, y un tercer ciclo en el que
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tiene lugar un incremento paulatino de temperatura desde 60 a 95
°C, en 20 min. Este incremento de temperatura permite que se
modifique la unién del fluorocromo al DNA de doble cadena, de
modo que se obtiene un valor de temperatura de disociacion (T,
temperatura a la cual la mitad de las moléculas de DNA estan
disociadas) caracteristico del amplicon.

Para optimizar las condiciones de la reaccibn se ensayaron
diferentes combinaciones de concentraciones de cada cebador (50 y
300 nM). Para las reacciones de optimizacion se utilizé 1 ng de DNA
molde. Una vez establecidas las condiciones Optimas se realizaron
los ensayos de especificidad utilizando 10 ng de DNA molde.

8.2.- Sistema TagMan

La amplificacion por Q-PCR con la sonda TagMan MGB se realizé
utilizando TaqMan® PCR Master Mix (Applied Biosystems) y se
empled la concentracion de cebadores establecida como 6ptima, 0.2
U de Amperase® uracil N-glycosylase (UNG) y 5 pul de DNA molde,
en un volumen final de reaccion de 25 pl. La reaccion de Q-PCR se
llevd a cabo en un aparato GeneAmp 5700, mediante el siguiente
programa térmico: un primer ciclo de 2 min a 50 °C, un segundo ciclo
de 10 min a 95 °C, seguidos por 40 ciclos de 15sa 95°Cy 1 min a
60 °C. Para la titulacion de la sonda se ensayaron diferentes
concentraciones (50, 100, 200 y 300 nM) y se utilizé 1 ng de DNA
como molde.

8.3.- Rectas patréon de cuantificacion
Para los ensayos de obtencién de las rectas patréon de cuantificacion

se utilizaron tanto células como DNA total de la cepa B. cereus
CECT 148",
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a) A partir de células. A partir de suspensiones de células
concentradas (Assp = 1), se prepararon diluciones decimales
seriadas. De un mililitro de cada dilucion se obtuvo el DNA mediante
“‘DNeasy Tissue Kit” (Qiagen) y se utilizaron 5 ul como molde para la
reaccion de amplificacion. Paralelamente se realiz6 una
cuantificacion por recuento en placa.

b) A partir de DNA. El DNA obtenido a partir de un cultivo de 18 h,
cuantificado espectrofluorométricamente, se utilizé en la preparacién
de diluciones decimales seriadas para construir la recta patron de
DNA. La equivalencia entre DNA y células se calculé tomando como
base el tamafo molecular del genoma publicado para la cepa tipo de
B. cereus, 5,4 x 10° bp (lvanova et al., 2003), y la ecuacién descrita
por Hoorfar et al. (2004a), m= n x (1,013 x 10?"), donde “m” es la
masa en gramos de un genoma y “n” es el numero de pares de
bases de dicho genoma (10 ng de DNA corresponde a 1,8 x 10°

equivalentes genémicos).

Las rectas patron para la cuantificacion se obtuvieron representando
graficamente los valores medios de Cr, obtenidos de tres replicados
en tres ensayos independientes, frente a la cantidad de células o
equivalentes gendmicos utilizados en cada reaccion de Q-PCR.

9.- PCR cuantitativa con transcripcion inversa
La reaccion implica un paso inicial en que se genera un DNA copia a
partir del RNA. Por tanto para evitar interferencias en la

cuantificacion es necesario asegurar que el RNA extraido no
contiene DNA gendmico residual.
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9.1.- Eliminacion del DNA: tratamiento con DNAsa |

Se prepararon alicuotas de 0,5 ng de RNA de la cepa B. cereus
CECT 148" (cuantificadas espectrofotométricamente), que fueron
sometidas a diferentes tratamientos con “RNase-free DNase I”
(Takara) en un volumen final de 20 pl:

a) 0,5 U (60 min, 37 °C).
b) 0,5 U (30 min, 37 °C).
c) 1 U (30 min, 37 °C).
d) 2 U (30 min, 37 °C).

A continuacion, se inactivd térmicamente la DNasa residual a 80
°C durante 5 min en termobloque. La ausencia de trazas de DNA
fue comprobada mediante amplificacion por PCR convencional y
Q-PCR, utilizando los cebadores especificos de B. cereus. La
presencia de RNA se comprob6é por RT-PCR. La transcripcion
inversa y la amplificacion se realizaron con una unica mezcla de
reaccion de 25 pl, con 100 uM de dATP, dGTP, dCTP y 200 uM de
dUTP, 3 mM de MgCl,, 0.5 U de “AmpliTag® Gold DNA
polymerase”, 1 x de tampdn Il de PCR y 6 U de Multiscribe®
Reverse Transcriptase (Applied Biosystem), y como molde 20 ng
de RNA tratado con DNasas. La reaccion se realiz6 segun el
programa térmico que se detalla: un ciclo inicial de transcripcion
inversa de 30 min a 48 °C, un segundo ciclo de 10 min a 94 °C,
seguido por 35 ciclos de 30 sa 94 °C,45sa 56°Cy45sa 72 °C,
y un ultimo ciclo de extension final de 5 min a 72 °C.

9.2.- Sistema SYBR Green

Para el desarrollo de la Q-RT-PCR en modo “one-step”, donde la
transcripcion inversa y la amplificacion ocurren secuencialmente en
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un mismo tubo de reaccién, se utilizaron 6 U de “MultiScribe®
Reverse Transcriptase enzyme” (Applied Biosystems), que se
incorporaron a la mezcla de amplificacién que incluia “SYBR®
Green PCR Master Mix” o “SYBR® Green Core Reagent kit’
(Applied Biosystems), para un volumen final de reaccion de 25 pl,
afiadiendo como molde para la reaccion 20 ng de RNA tratados
con DNasas. Los ensayos se realizaron en el equipo GeneAmp
5700 Sequence Detection System (ABI Prism, PE Biosystems),
utilizando el protocolo térmico de PCR con transcripcidén inversa
recomendado por el fabricante (un primer ciclo de 30 min a 48 °C,
un segundo ciclo de 10 min a 95 °C, seguidos por 40 ciclos de 15 s
a 95 °C y 1 min a 60 °C). Tras el programa de amplificacién se
afiadié el de analisis de la curva de disociacién (Tn). En primer
lugar, se ensayaron diferentes concentraciones de MgCl; (1,5, 2,5,
3,5 Mm) a partir del “Core Reagent kit” y la concentracion del
“SYBR® Green PCR Master Mix”), utilizando 300 nM de cada
cebador. Una vez fijada la concentracion de MgCl, mas adecuada,
se realiz6 una nueva titulacion de los cebadores (50 y 300 nM)
para optimizar la concentracion de cebadores en la reaccion de Q-
RT-PCR.

9.3.- Sistema TagMan

Para incorporar la sonda TagMan MGB (Tabla 6, pag. 83) en la Q-
RT-PCR, se ensayaron las siguientes concentraciones: 50, 100 y
150 nM. Se emplearon las condiciones de amplificacion
establecidas previamente como optimas, 2,5 mM de MgCl, y 300
nM de cada cebador (“TagMan® Core Reagents Kit’, Applied
Biosystems), incorporando simultaneamente 6 U de “MultiScribe®
Reverse Transcriptase enzyme” (Applied Biosystems) en un
volumen final de reaccion de 25 ul. Se utilizaron 20 ng de RNA
tratados con DNasa, como molde de la reaccion. Los ensayos se
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realizaron en el equipo GeneAmp 5700 Sequence Detection
System (ABI Prism, PE Biosystems), utilizando el programa térmico
de PCR con transcripcion inversa recomendado por el fabricante
(descrito en apartado anterior, 9.2).

9.4.- Rectas patrén de cuantificacion

La recta patron se construyé a partir del RNA extraido de una
suspension de células de un cultivo de B. cereus CECT 148" en
fase exponencial y de concentracion conocida, mediante recuento
en placa. El RNA fue cuantificado espectrofluorimétricamente con
‘RiboGreen”. Tras el tratamiento con DNasa se prepararon
diluciones decimales seriadas correspondientes a 5 unidades
logaritmicas. La recta patrén para la cuantificacion se obtuvo
representando graficamente los valores medios de Ct procedentes
de dos replicados en dos ensayos independientes, frente a la
cantidad de células utilizadas en cada reaccion de Q-RT-PCR.

10.- Ensayos en alimentos
10.1.- Contaminacion artificial con células vegetativas

Se seleccionaron huevo liquido y leche en polvo infantil, como
alimentos susceptibles de contaminacion por B. cereus. Para
preparar el huevo liquido se lavo primero la superficie externa del
huevo con 150 pug/ml de hipoclorito sédico. A continuacion se abrid y
se mezcld el contenido en condiciones asépticas con solucion salina
(p/v) en la proporcion 1/10. La leche en polvo infantil se reconstituyo
en proporcion 1/10 con solucion salina estéril (p/v). Se utilizaron
diluciones decimales seriadas de un cultivo en fase logaritmica de la
cepa B. cereus CECT 148" para inocular ambas muestras de
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alimento. Se tomaron alicuotas de 1 ml de cada muestra y se extrajo
el DNA mediante “DNeasy® Tissue Kit” (Qiagen), empleando como
molde 5 ul para la reaccion de amplificacion por Q-PCR.
Paralelamente se realiz6 un recuento en placa, a partir de las
muestras de huevo y leche inoculadas.

10.2.- Contaminacion artificial con esporas

A partir de una suspension de esporas calibrada espectrofo-
tométricamente se prepararon diluciones decimales en solucion
salina con 0,1 % Tween 80 (SST). De cada dilucion se tomaron 10 pl
para inocular alicuotas de 990 nl de cada tipo de alimento (leche en
polvo infantil y huevo). Se extrajo el DNA con los protocolos de
extraccion ensayados y 5 ul del eluido obtenido se analizaron por Q-
PCR. Paralelamente se realizé un recuento en placa a partir de los
alimentos contaminados artificialmente.

10.3.- Alimentos con contaminacion natural

Con el fin de evaluar la aplicabilidad del sistema de PCR
desarrollado se analizaron por PCR convencional y Q-PCR, bien
directamente o tras un enriquecimiento, alimentos que presentan
habitualmente contaminacién natural:

l.- Sin enriquecimiento previo: a) papilla de 8 cereales, b) crema de
arroz y c) harina de trigo, una muestra de cada tipo. Los alimentos
“a” y “b” son preparados infantiles de alto contenido en espesantes
(xantano, garrofin, almidén). Para el aislamiento del DNA, debido a
que el alimento obturaba la columna de purificacion, se modificd el
protocolo del método de Qiagen del siguiente modo: a partir de 100
mg de cada alimento, tras la incubacién a 70 °C, durante 30 min con

proteinasa K, se introdujo un paso de centrifugacion para eliminar los
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solidos. El sobrenadante recuperado se incorpord a la columna de
purificacién de DNA. Paralelamente se realizé la cuantificacién de B.
cereus por técnicas tradicionales. Para ello se tomaron 10 g del
alimento, se homogeneizaron en 90 ml de APT (agua de peptona
tamponada) y se realizaron diluciones decimales seriadas en
solucion salina, a partir de las cuales se inocularon, por triplicado,
alicuotas de 0,1 ml en placas de agar PEMBA.

Il.- Tras enriquecimiento: a) arroz con leche (3 muestras), b) canela
en polvo (una muestra). Se tomaron 25 g del alimento, se
homogeneizaron en caldo triptona soja polimixina (TSPB) y se
incubaron durante 48 h a 30 °C. Tras el enriquecimiento, se realizd
la extraccion del DNA a partir de 1 ml del cultivo utilizando el método
de Qiagen. Por otro lado, a partir de los cultivos enriquecidos se
inocularon placas de agar PEMBA para confirmar la presencia de B.
cereus.

11.- Analisis estadisticos

Andlisis de regresion lineal

Tras procesar los valores de las rectas patron realizadas por
triplicado o duplicado, se calcularon los coeficientes de correlacion
lineal, R? global, mediante la herramienta estadistica del programa
Microsoft Office Excel 2003.

Simulacion Montecarlo

Los valores obtenidos para cada punto de las rectas patrén de

cuantificacion procedian de diluciones decimales seriadas por lo que
no constituian muestras independientes. Para realizar una aproxi-
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macioén estadistica adecuada, se asumié que los resultados de las
diferentes repeticiones en cada punto siguen el modelo de
distribucion binomial (Kay et al., 2001). Se obtuvieron los intervalos
de confianza al 95 % reproduciendo el disefio experimental y
utilizando los valores simulados de la distribucion binomial. En
concreto, se realizaron 10° repeticiones del proceso en cada punto
de la recta mediante Simulacion Montecarlo, empleando el programa
estadistico R versién 2.2.0 (http://www.R-project.org/, R Develop-
ment Core Team, 2006).

Analisis de la varianza (ANOVA)

Para evaluar las diferencias de los tratamientos utilizados en la
recuperaciéon de DNA a partir de esporas, se compararon las medias
de los valores obtenidos de concentracion de DNA realizando un
analisis de la varianza (ANOVA) mediante el programa informatico
Startgraphics v. 9.0.
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IV.- RESULTADOS

1.- Caracterizacion fenotipica

La morfologia colonial tipica de B. cereus en agar PEMBA se
observa en la Figura 3 y corresponde a colonias de 2 a 5 mm de
didmetro, planas o ligeramente convexas, de borde ondulado o
irregular, en forma circular o elipsoide, de color azulado por el pH
basico debido a la no asimilacién del manitol, y con halo de
precipitaciéon debido a la capacidad lecitinasa. En la misma figura
también se muestra la respuesta a las pruebas de confirmacion de
los aislados con morfologia tipica como son: la fermentacion de la
glucosa, la produccion de butanodiol y la asimilacion de nitratos, o
bien la B-hemdlisis. Los resultados de la caracterizacion fenotipica
quedan recogidos en la Tabla 5.

Respuestas a las pruebas de
Aspecto tipico de confirmacion
B. cereus en agar selectivo
(PEMBA)

Voges-Proskauer

A
|:> Nitratos
g Fermentacion de glucosa en

anaerobiosis.
Morfologia colonial, \3
no asimilacion del manitol, B
actividad lecitinasa pB-hemolisis

Figura 3.- Aspecto tipico de las colonias de B. cereus en agar selectivo
PEMBA y respuestas a las pruebas de confirmaciéon empleadas segun
la Norma ISO 7932, A) 1993/Cor.1:1997 y B) 2004.
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Las cepas de referencia de las especies B. cereus, B. thuringiensis y
B. weihenstephanensis, presentaron la morfologia tipica descrita
para B. cereus en agar PEMBA. Las cepas de referencia de B.
mycoides y B. pseudomycoides presentaron crecimiento rizoidal. Las
cepas de referencia de otras especies del género Bacillus
presentaron aspecto colonial bien diferenciable del “grupo B. cereus”
(color amarillo, sin halo de precipitacién). De las ambientales, las
cepas B72 y B74 presentaron crecimiento rizoidal y solo una, la cepa
B44, mostro un aspecto colonial no tipico de “grupo B. cereus”.

De las pruebas confirmatorias, en las cepas de referencia, la mayor
variacion en el resultado esperado se observd en la prueba de
fermentacion de la glucosa que resulté negativa para las cepas B.
cereus CECT 131 y CECT 4014, y B. thuringiensis CECT 4495,
CECT 4496 y CECT 4497. Todas las cepas fueron positivas para el
Voges-Proskauer, la B-hemdlisis y la prueba de asimilacion de
nitratos, excepto B. mycoides CECT 4128" que presentd resultado
negativo en la asimilacién de nitratos. En el caso de las cepas
ambientales, las cepas B40 y B45 fueron negativas para la
asimilacion de la glucosa, la cepa B72 resulté negativa en la prueba
del Voges-Proskauer, y las cepas B66 y B70 resultaron negativas
para la asimilacion de nitratos.

A continuacion, todas ellas fueron sometidas a identificacion por
API® 50CH y 20E. Los perfiles obtenidos se analizaron y los
resultados aparecen en la Tabla 5. La adscripcion a especie, grupo o
geénero se realizdé segun los siguientes criterios:

- Si el porcentaje de identificacion (% ID) era = 80,0 y
presentaba un unico taxon significativo, se acepto la identificacion a
nivel de especie o biotipo de API. Si el resultado de identificacién
correspondia a biotipo B. cereus 1 o B. cereus 2, y dado que los
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perfiles de APl no permiten identificar B. thuringiensis, su
diferenciacion se realizd en base a la presencia de cristal parasporal.

- Si el resultado presentaba varios taxones significativos, inde-
pendientemente del valor del % ID, y todos ellos correspondian a
especies del “grupo B. cereus”, se considero identificacion a nivel de
grupo. Dentro de las adscritas a “grupo B. cereus” si presentaba
crecimiento rizoidal se consideré perteneciente a la especie B.
mycoides.

- Si los taxones significativos incluian especies no pertene-
cientes al “grupo B. cereus” se considero la identificacion a nivel de
geénero.

De las 13 cepas de referencia de la especie B. cereus, 3 fueron
identificadas correctamente como pertenecientes a dicha especie.
De las 8 cepas de referencia de B. thuringiensis, la cepa CECT 4495
presentd el perfil de B. cereus biotipo 1 y las cepas CECT 197" y
CECT 4454 el perfil de “grupo B. cereus”, pero todas ellas
presentaron cristal parasporal, lo que confirmd su pertenencia a la
especie B. thuringiensis. La cepa de referencia de B. weihens-
tephanensis fue identificada segun APl como B. mycoides con un 90
%, pero segun el esquema propuesto quedaria identificada a nivel de
“grupo B. cereus” debido a que no presenta crecimiento rizoidal. De
las 6 cepas de referencia de B. mycoides 4 presentaron el perfil de
API de la especie, con ID > 80 %, las otras 2 (CECT 4123 y CECT
4125) presentaban el perfil de “grupo B. cereus” con morfologia
rizoidal, lo que sugeria también su pertenencia a la especie de B.
mycoides. La cepa de referencia de B. pseudomycoides mostré un
perfil de “grupo B. cereus”, pero por su crecimiento rizoidal fue
asignada a B. mycoides.
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Finalmente, en el conjunto de cepas de referencia del “grupo B.
cereus”, y tomando como criterio la presencia de cristal paraesporal
y el crecimiento rizoidal antes mencionados, un total de 13 cepas
fueron identificadas en este trabajo a nivel de especie. De ellas, soélo
3 correspondian a la especie B. cereus, 3 a B. thuringiensis y 7 a B.
mycoides (incluyendo a B. pseudomycoides, especie muy préoxima a
B. mycoides). El resto de cepas de referencia quedaron identificadas
a nivel de “grupo B. cereus” y una a nivel de género Bacillus (CECT
40).

Aplicando los mismos criterios para las cepas de origen ambiental,
s6lo 3 (B40, B47 y B77) se identificaron como pertenecientes a la
especie B. cereus por el perfil de API; 2 (B40 y B48) a la especie B.
thuringiensis por la presencia del cristal parasporal, 2 (B72 y B74) a
B. mycoides por el crecimiento rizoidal y el resto quedaron
identificadas a nivel de género o grupo (ver Tabla 5).

El resultado de la identificacion en las especies del “género Bacillus”
no pertenecientes al “grupo B. cereus” segun el sistema API fue mas
satisfactorio: 11 de las 16 especies fueron identificadas a nivel de
especie; 4 cepas fueron identificadas a nivel de “grupo B. subtilis”; la
cepa de referencia de B. sphaericus, como Bacillus non-reactive (no
asimila ninguno de los sustratos de la tira APl 50CH) y B. lentus
CECT 18" fue identificada a nivel de género.

La figura 4 muestra el dendrograma del agrupamiento UPGMA
(“Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean”), obtenido a
partir de la matriz de similitud calculada con el coeficiente de
Jaccard, sobre los perfiles fenotipicos de API. Al 58 % se forman 3
fenones que contienen el total de cepas ensayadas excepto las
cepas tipo de las especies B. lentus, B. firmus y B. sphaericus. El
fenon | contiene 29 cepas de referencia y 30 aislados de alimentos
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del “grupo B. cereus”. Dentro de éste se observa un subgrupo de
cepas que se diferencia del resto en la no asimilacion del almidén y
del glicogeno, junto a la no asimilacion del gluconato e incluye a la
cepa de referencia B. cereus CECT 4387 y a 7 aislados identificados
como B. cereus biotipo 2, “grupo B. cereus” y género Bacillus. El
fenon Il comprende cepas tipo de diferentes especies, B.
megaterium, B. subtilus, B. lichenimormis, B. circulans y aislados
procedentes del INRA de las especies B. subtilis, B. licheniformis y
P. polimyxa. El fenon Ill comprende a la cepa tipo de B. pumilusy a 5
aislados ambientales de esta especie.
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Tabla 5.- (Continuacion).

T cepa tipo. CECT, Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo. INRA, Instituto Nacional de
Investigaciones Agrarias, Francia.

"GT, genotipado, identificacién derivada del genotipado con ISR y RAPDs (Ocio et al.,
2002 y Martinez-Blanch et al., 2003): grupo | y II) B. mycoides / B. pseudomycoides / B.
weihenstephanensis, grupo lll y IV) B. cereus y grupo V y IV) Bacillus cereus / B.
thuringiensis.

(Z)MC, morfologia colonial tipica de B. cereus, sobre agar PEMBA, “+” si mostraba el
total de caracteristicas tipicas o “-” si presentaba alguna de las caracteristicas
siguientes: a) crecimiento rizoidal, b) asimilacién del manitol (colonia color amarillento) y
c) lecitinasa negativa. ND, no determinado. D, débil.

®Pruebas de confirmacion: RF, rojo fenol; VP, Voges-Proskauer modificado; Nit, nitratos
y B-H, hemodlisis .

(4)ID, Identificacion. % ID, proximidad relativa a los diferentes taxones de la base de
datos (porcentajes de positividad). T*, indice de Tipicidad, proximidad al perfil mas tipico
en cada taxén (0-1). Nota: ¢) posibilidad de B. thuringiensis, ®) posibilidad de B.
megaterium, X) la prueba 27 (celobiosa) determina que sea Brevibacillus laterosporus y
%) especie altamente patdégena. *No es posible discriminar entre B. subtilis y B.
amyloliquefaciens.

(S)Interpretaci()n segun este trabajo del resultado de API, se considerd identificacion a
nivel de “grupo B. cereus” cuando aparecia mas de un taxdén significativo
correspondiente a las especies del “grupo B. cereus”. Se considero identificacion a nivel
género Bacillus cuando aparecian otras especies. (Midentificacion como B. thuringiensis,
presencia del cristal parasporal (3-toxina). ®dentificacion como  B. mycoides,
crecimiento rizoidal.
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50
60
70
80
90
100

B41 vV Grupo B.cereus
. B45 m Grupo B. cereus
B. weihenstephanensis CECT5894" |  Grupo B.cereus
B. mycoides CECT 4124 | B. mycoides

B40 v B. thuringi ensis
B69 1 Grupo B. cereus
B73 v Grupo B. cereus
B. thuringiensis CECT7034 'V  Grupo B.cereus
B. thuringiensis CECT197T vV  B.thuringiensis
B. cereus CECT 5314 Il Grupo B.cereus
B. cereus CECT 4% Il Grupo B. cereus
B. cereus CECT 131 Il Grupo B. cereus
INRA P218 n Grupo B. cereus
B49 v Grupo B. cereus
INRAP2101 1l Grupo B. cereus
B. thuringiensis CECT 4454 vV  B.thuringiensis
B74 u B. mycoides
B. mycoides CECT 4123 | B. mycoides
B. mycoides CECT 4128™ | B. mycoides
B. mycoides CECT 4126 | B. mycoides
B. mycoides CECT 4127 | B. mycoides
B. thuringiensis CECT 4497 V  Grupo B.cereus
B42 v Grupo B. cereus
INRATZ415 1l Grupo B. cereus
B43 V. Grupo B. cereus
B67 mn Grupo B. cereus
B48 v B. thuringi ensis
B. thuringlensis CECT4494 V  Grupo B.cereus
B60 VI Grupo B.cereus
BSO mn Grupo B. cereus
B66 n Grupo B. cereus
B. mycoides CECT4125 |  B. mycoides
B. pseudomyc oides CECT7065" | B. mycoides
B. cereus CECT4014 1l Grupo B. cereus
B. cereus CECT4989 Il Grupo B.cereus
B. thuringlensis CECT99% Il Grupo B.cereus
B. thuringlensis CECT4496 V  Grupo B.cereus
B. cereus CECT5148 V  Grupo B.cereus
B. cereus CECT 4094 1l B.cereus 1
B. cereus CECT 5144 1l Grupo B. cereus
B. cereus CECT 1487 mn B.cereus 1
B70 V. Grupo B.cereus
B. cereus CECT193  V  Grupo B.cereus
B44 n Grupo B. cereus
B62 Il Grupo B.cereus
B63 vV Grupo B. cereus
B. thuringiensis CECT 4495 v B. thuringi ensis
B. cereus CECT 495 Il Grupo B.cereus
B47 m B. cereus 1
B72 n B. mycoides
B46 VI B.cereus 1
B. cereus CECT 4387 1l B.cereus 2
B64 VI Bacillus sp.
CECT40 IV  Bacillussp.
B68 IV Grupo B.cereus
B77 mn B. cereus 2
BS54 n Bacillus sp.
B55 n Bacillus sp.
B65 IV Grupo B. cereus
s INRA B2186 B. liche nifor mis
B. megaterium CECT 4313 B. megaterium
B. polnyxa INRA Z1186 B. subtilis/ B. amyloliquefac
B. subtilis CECT 397 B. subtilis/ B. amyl oliquefac
f INRAK21101 B. subtilis/ B. anyloliquefac
B. lichenifor mis CECT 20" B. liche nifor mis
B. circulans CECT 10" B. circulans
BS1 B. pumilus
B52 B. pumilus
BS3 B. pumilus

' INRA P1198 B. pumilus

' INRA 22166 B. punmilus

' B. pumilus CECT 297 B. punmilus
B. lentus CECT 187 . Bacillus sp..

B. firmus CECT 147 . B. firmus
* B. sphaericus CECT33" .  B.nonreactive

Figura 4.- Dendograma UPGMA, obtenido utilizando el coeficiente de
similitud de Jaccard, donde se muestra el agrupamiento de los perfiles
fenotipicos de API para las cepas en estudio (mas detalle en Anexo V).
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2.- Deteccioén de genes de virulencia por PCR convencional

Con el fin de seleccionar la diana para el disefio de cebadores se
investigd la presencia de genes de virulencia en las cepas en estudio
mediante  PCR convencional con cebadores especificos. Los
resultados de la amplificacion se muestran en la Figura 5 y la Tabla
8, e indican que de las 59 cepas del “grupo B. cereus” analizadas 44
(75 %) poseen el gen entFM (enterotoxina FM), 45 (76 %) el gen sph
(esfingomielinasa), 56 (95 %) el gen pc-plc (fosfolipasa C especifica
de fosfatidilcolina) y que el gen clo (cereolisina O) esta presente en
todas ellas pero también en otras especies del género Bacillus, tales
como B. circulans, B. pumilus, B. subtilis y B. firmus.

Estos resultados confirman que el gen pc-plc es adecuado como
diana para el disefio de los cebadores para Q-PCR, por su presencia
mayoritaria en las cepas del “grupo B. cereus” y su ausencia en las
cepas de otras especies estudiadas. Ademas, se trata de un gen de
copia unica como demuestran los genomas del “grupo B. cereus”
accesibles en bases de datos publicas.

En cuanto al resto de los factores de virulencia ensayados por su
relacion con intoxicaciones alimentarias (Tabla 8), el gen hbl
(hemolisina BL) esta presente en 48 (81 %) de las cepas del “grupo
B. cereus”, el gen nhe (enterotoxina no hemolitica) en 45 (76 %), el
gen ces (cereulida sintetasa) en 2 (3 %) y el gen cytK (citotoxina) en
33 (56 %), aunque también se encontré en cepas de otras especies
del genero Bacillus, tales como B. pumilus y B. subtilis.

Considerando los 8 genes estudiados se distinguen hasta 26 perfiles
toxigénicos (Tabla 8). De ellos, 22 (perfiles A-V) corresponden a las
59 cepas del “grupo B. cereus” y 4 (perfiles W-Z) a las 16 cepas de
otras especies del género Bacillus ensayadas, siendo el perfil Z
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ausencia de amplificacion para todos los genes. El 66 % de las
cepas del “grupo B. cereus” presentaron de 6 a 7 factores de
virulencia, el 29 % de las cepas de 5 a 3 genes y el 5 % sdlo dos. Se
observd la existencia de perfiles toxigénicos similares para las
diferentes especies del “grupo B. cereus”. Los perfiles mas
frecuentes fueron el “D” con 13/59 cepas (hbl, nhe, cytK, pc-plc, sph,
clo, entFM), el “L” con 9/59 (hbl, nhe, pc-plc, sph, clo, entFM) y el “A”
con 8/59 (hbl, cytK, pc-plc, sph, clo, entFM). Las cepas B. mycoides
CECT 4125 y B. pseudomycoides CECT 7065' que presentaron el
perfil “U” fueron las unicas cepas del “grupo B. cereus” que no
poseian ninguno de los genes de toxinas relacionadas con
toxiinfecciones alimentarias (hbl, nhe, cytK o ces) (ver Figura 6).

1400 pb )

600 pb )

100 pbd

Figura. 5.- Productos de amplificacion por PCR correspondientes a los
distintos cebadores especificos de genes de virulencia ensayados: A)
HD2 F/HA4 R, 1091 pb, (gen hblA-D), B) NA2 F/NB1 R, 766 pb, (gen
nheA-B) C) CK F2/CK R5, 421 pb, (gen cytK), D) CesF1/CesR2, 1271
pb, (gen ces) E) Pf/Pr, 411 pb (gen pc-plc), F), Pf/Cr, 1461 pb, (gen pc-
plc y sph), G) BC-1/BC-2, 185 pb (gen clo) y H) EntA/EntB, 1269 pb
(gen entFM). M, marcador de peso molecular (escalera de 100 pb,
Invitrogen).
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es =
Q- 2 0¥ TP L
Rsgssrsg8rffzaiss
B.cereus CECT 496 A
B.cereus CECT 4094
B. thuringensis CECT 4497
B43
B48
B&0
B67
B42 B
B40
_‘ B50
BX
B. cereus CECT 131 D
B.cereus CECT 148T
B.cereus CECT 193
B. thuringensis CECT197T
B.cereus INRAP21S
B.cereus INRATZ415
B46
B49
B.cereus CECT 5314
B.cereus CECT 4989
B66
B B73
B. thuringensis CECT 7034
B. thuringensis CECT 44% E
B. thuringensis CECT44%
B.cereus CECT 514
B70 F
B. thuringie nsis CECT 4454
B.cereus CECT 4387 H
B. thuringensis CECT 996
B77 1
B% J
B64 K
B6&
B. mycoides CECT 4126 L
B. mycoides CECT 4128T
1 B.cereus INRAP2101
B. thuringie nsis CECT 449
B4
B4
B.cereus CECT 5148
B62
CECT 40
B.cereus CECT 495 M
| B. mycades CECT4123 N
B. mycoides CECT4124
B.cereus CECT 4014 o)
B. mycoides CECT#127
B. weihenstephanensis CECT 5894
B63
B72 P
B63 Q
B&9 R
B47 T
B. mycoides CECT4125 U
B. pseudomyc oide's CECT 7065
B41 v
B.circulans CECT 10T W
B. frmus CECT 14T
B51 X
B&2
B%3
B. subtis CECT39T Y
B. pumilus CECT29T

Figura 6.- Dendograma UPGMA, obtenido utilizando el coeficiente de
similitud de Jaccard, donde se muestra el agrupamiento de las cepas en
estudio en funcién de los perfiles de factores de virulencia.
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3- Especificidad de los oligonucleétidos disefiados para PCR
cuantitativa

Se disefiaron un total de 5 oligonucledtidos (uno directo y 3 reversos,
y una sonda TagMan MGB) para Q-PCR (Tabla 6). La sonda lleva
incorporado el fluoréforo FAM (6-carboxi-fluoresceina) en el extremo
5’, un silenciador no fluorescente ("Dark Quencher”) en el extremo 3’,
que permite una monitorizacion mas precisa de las variaciones de
fluorescencia, y un péptido MGB (“Minor Groove Binder”) que
aumenta la temperatura de hibridacién sin aumentar el tamafio de la
sonda y sirve de anclaje uniéndose al surco menor del DNA.

Tabla 6.- Oligonucleodtidos disefiados en este estudio para su utilizacion
en PCR cuantitativa.

Nombre Posicion? Secuencia (5-3) T (°C)b
PCER F 838 GGATTC ATG GAG CGG CAG TA 60
BCER-MGB 862 CGA AAC AAG ATT ACICT 70
PCER R1 888 TCT TAC GAACCAATCTTT CGT ATT ATC ATT 60
PCER R2 905 GAT ACA GCT GCT CTT ACG AAC CAA 60
PCER R3 956 GCTTACCTGTCATTG GTG TAACTT CA 60

Posicién en la secuencia del gen pc-plc (n° de acceso M24149, NCBI), correspondiente
a la cepa B. cereus GP-4.
®Temperatura de hibridacion.

La especificidad de los cebadores disefiados se ensayé mediante
PCR convencional. La combinacion PCER-F y PCER-R1 mostré que
en algunas cepas se obtenia un producto de amplificacion de tamafio
mucho mayor al esperado (900 pb), por lo que fue descartada. Con
la combinacion PCER-F y PCER-R2 se obtuvo el amplificado en
todas las cepas del “grupo B. cereus” excepto en B. mycoides CECT
4124. Con la combinacion PCER-F y PCER-R3, el total de cepas del
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“grupo B. cereus” presentaron amplificado mientras que no aparecia
en otras especies.

Ademas, se realizé un analisis pormenorizado de las zonas diana de
los cebadores a partir de las secuencias obtenidas en este estudio.
Los resultados se muestran en la Tabla 7 y revelan un menor
numero de desapareamientos en la secuencia de los cebadores
PCER-F y PCER-R3, por lo que fueron seleccionados para Q-PCR.

Tabla 7.- Homologia de los cebadores disefiados con las secuencias
diana en diferentes cepas del “grupo B. cereus”, a partir de los
amplificados obtenidos con los cebadores Pf/Cr y Pf/PCER-R3.

Especie Cepa Cebadores
F R1 R2 R3
CECT 193 y B68 - 1 2 -
B. cereus
CECT 495 y CECT 496 1 1 2 1
B. thuringiensis CECT 197", CECT 4494, ) ) ) )
' 9 CECT 4495
CECT 4123, CECT 4127 y > 2 1
CECT 4128'
B. mycoides CECT 4125 - 2 2 ND?
CECT4124 y B74 2 6 3 1
B69 1 1 1 1
B. weihenstephanensis CECT 5894 - 2 2 1
B. pseudomycoides CECT 7065" - 2 1 ND

"Combinacién de cebadores: F (PCER-F); R1 (PCER-R1); R2 (PCER-R2); R3 (PCER-R3).
®ND, no determinado.
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Tabla 8.- (Continuacion).

T cepa tipo. CECT, Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo. INRA, Instituto Nacional de
Investigaciones Agrarias, Francia.

MaT, genotipado, identificacion derivada del genotipado con ISR y RAPDs (Ocio et al.,
2002 y Martinez-Blanch et al., 2003): grupo | y II) B. mycoides/B. pseudomycoides/B.
weihenstephanensis, grupo Ill y IV) B. cereus y grupo V y IV) Bacillus cereus/B.
thuringiensisis .

@Amplificacion correspondiente a los cebadores (pb): hbl (HD2 F/HA4 R, 1091); nhe
(NA2 F/NB1 R, 766); ces (CesF1/CesR2, 1271); cytK (CK F2/CK R5, 421); pc-plc
(Pf/Pr, 411); pc-plc y sph (Pf/Cr, 1461); clo, (BC-1/BC-2, 185) y entFM (EntA/EntB,
1269).

CPperfil toxigénico segun agrupamiento UPGMA (Figura 4) resultado de las diferentes
combinaciones de la presencia de los diferentes factores de virulencia ensayados.

“”Especificidad de los cebadores ensayados por PCR convencional: R1) PCER-F y
PCER-R1, R2) PCER-F y PCER-R2 y R3) PCER-F y PCER-R3.

@Amplificacion inespecifica de un fragmento de 900 pb.
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4.- PCR cuantitativa a Tiempo Real
4.1.- Puesta a punto de la Q-PCR: Sistema SYBR Green

Con el fin de optimizar la reaccion de Q-PCR se compararon los
valores de Ct obtenidos con las diferentes concentraciones de
cebadores ensayadas para 1 ng de DNA molde por reaccion (Figura
7), y se comprobd la ausencia de formacién de dimeros de
cebadores y de amplificaciones inespecificas mediante el analisis de
la curva de disociacion. La concentraciéon de 300 nM para cada
cebador correspondia al valor de Cr mas bajo, por lo que fue
seleccionada.

0.1

0,001
1 2 5 7 9 11 13 45 47 19 21 23 26 27 20 31 323 35 3T 0 41 42 45

Fluorescencia (Rn)

Numero de ciclos

Figura. 7.- Curvas de amplificacion obtenidas mediante SYBR Green Q-
PCR, utilizando 1 ng de DNA molde, correspondientes a las distintas
concentraciones de cebadores ensayadas. De izquierda a derecha,
PCER-F/PCER-R3 (Ct correspondiente): 300 nM (26,1); 50 nM/300 nM
(27,3); 300 nM/50 nM (28,4) y 50 nM (29,6).

Los ensayos de especificidad se realizaron mediante Q-PCR
utilizando como molde 10 ng de DNA y 300 nM de los cebadores
PCER-F/PCER-R3. De las 59 cepas del “grupo B. cereus” ensaya-
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das, el 93 % presentaron valores de Cty de 19.5 £ 1.5, lo que
confirma la validez de los cebadores para la deteccion de cepas de
B. cereus. Las cepas de referencia B. mycoides CECT 4124, CECT
4125y CECT 7065', y la cepa B74 mostraron valores de Cr fuera del
intervalo establecido (30,6, 23,5, 30,0 y 29,6, respectivamente). El
analisis de sus secuencias mostro diferencias en la diana de los
cebadores, lo que explica los valores mas altos de Ct debido a la
menor eficacia en la hibridacion. Las cepas de otras especies, asi
como los controles negativos sin DNA molde, presentaron valores de
Ct = 40, por lo que se establecio este Ct como resultado negativo
para la presencia de B. cereus. Los resultados del analisis de la
curva de disociacién de los productos de PCR presentaron valores
de Ty, entre 77,7 °C y 79,2 °C (Figura 8), lo que confirma la
amplificacion del fragmento esperado, pero indica ligeras variaciones
en la secuencia del amplificado entre cepas. Estos resultados ponen
de manifiesto que existe una elevada diversidad en la secuencia del
gen pc-plc.

Fluorescencia (berivada ARn)

= u] 53] 70 75 20 25 a0 95

Numero de ciclos

Figura 8.- Analisis de las curvas de disociacion (representacion grafica
de la derivada de la ARn frente a la temperatura en °C) de los
amplificados obtenidos para las cepas de B. cereus (T.,): CECT 148"
(78,8 °C), CECT 131 (78,6 °C), CECT 495 (77,7 °C), CECT 4014 (79,2
°C) y CECT 5148 (78,4 °C), que muestra el rango de T, de las especies
del “grupo B. cereus”.
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4.2.- Puesta a punto de la Q-PCR: Sistema TagMan

Se ensayaron diferentes concentraciones de la sonda TagMan
BCER-MGB (50,100, 200 y 300 nM) en presencia de 300 nM de los
cebadores PCER-F y PCER-R3, concentracion optima en modo
SYBR Green, y 1 ng de DNA molde por reaccién. El Cr mas bajo con
una menor concentracion de sonda, correspondié a 200 nM, por lo
que fue seleccionada como concentracion optima.

A continuacién se realizaron los ensayos de especificidad utilizando
dichas concentraciones de sonda y cebadores, y 10 ng de DNA
molde. El 85 % de las cepas del “grupo B. cereus” ensayadas,
presentaron un valor de Ct de 21,9 + 2. En el caso de las cepas de
referencia B. mycoides CECT 4124, CECT 4125 y B.
pseudomycoides CECT 7065' y la cepa B74, los valores de Cr
fueron de 30,7, 36,9, 28,6 y 30,6, respectivamente, algo mayores
que la media como ya se observé en el ensayo con SYBR Green,
probablemente debido a diferencias en la secuencia de los
cebadores. Sin embargo, no se obtuvo sefal de fluorescencia en las
cepas de referencia B. thuringiensis CECT 4494, CECT 4495 y
CECT 7034 y los aislados ambientales B63 y B73 (8 %). En las
cepas B. thuringiensis CECT 4494 y CECT 4495 se secuenci6 el
amplificado de 1461 pb delimitado por los cebadores Pf/Cr (Tabla 2),
que contiene las dianas de los cebadores y la sonda de Q-PCR, y se
observd la existencia de, al menos, dos desapareamientos en la
secuencia diana de la sonda, lo que explica este resultado. Las
cepas de otras especies del género y de otros géneros presentaron
valores de Cr = 40,0 al igual que los controles negativos sin DNA
molde, estableciéndose este Ct como resultado negativo para la
presencia de miembros del “grupo B. cereus”.
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4.3.-Recta patrén de cuantificacion: SYBR Green y TagMan

Los resultados de las rectas patréon de cuantificacion obtenidas
realizadas a partir de DNA purificado, se muestran en la Tabla 9,
donde se recoge la media de los valores de Ct para 7 unidades
logaritmicas analizadas, cubriendo un rango entre 1,8 x 10° y 2
equivalentes gendmicos por reaccion. Las rectas patron de células
se muestran en la Tabla 10, y corresponden a 6 unidades
logaritmicas en el caso del sistema SYBR Green para el rango entre
4,4 x 10° y 5 células por reaccion, y de 7 unidades logaritmicas en el
sistema TagMan entre 3,9 x 10° y 4 células por reaccion. Los
resultados de cada sistema de Q-PCR de forma independiente,
SYBR Green y TagMan, corresponden a un total de nueve
reacciones analizadas en tres ensayos independientes (tres
replicados por reaccion).

La concentracion de DNA o de células se calculé por
espectrofluorometria o recuento en placa, respectivamente. Dado
que se realizan diluciones decimales seriadas para conseguir los
distintos niveles de genomas/células y que se analiza una alicuota
de cada una de ellas, se calcularon los niveles de confianza al 95 %
mediante Simulacién Montecarlo (10° repeticiones).

En la Figura 9 se muestran las rectas patron de cuantificacion
obtenidas mediante la representacion de la media de los valores de
Cr, frente a la cantidad de equivalentes genémicos o células
utilizadas en cada reacciéon de Q-PCR para los sistemas SYBR
Green y TagMan.
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Figura. 9.- Analisis de regresion para los valores de las rectas patrén, a
partir de DNA (M,[1) y de células (®,0) mediante el sistema SYBR
Green (A)y TagMan (B). A Valor de Ct no utilizado en el analisis.
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El analisis de regresion lineal de los datos obtenidos para las rectas
patron de DNA y células, muestra valores de R? cercanos a 1 (0,997
y 0,981 en los ensayos de SYBR Green Q-PCR, y 0,998 y 0,994 en
los ensayos TagMan Q-PCR, respectivamente). Estos resultados
indican que las reacciones de amplificacion ofrecen una buena
linealidad en el intervalo de 10° a 1 genomas/células por reaccion.
Sdlo en el ensayo TagMan con células, el intervalo analizado fue
entre 10° a 10" células por reaccion, pues como se observa en la
Tabla 10 y en la Figura 9B, el valor medio de Ct obtenido para el
nivel de 4 células (35,3) no mantiene la relacién lineal respecto del
anterior (34,0), por lo que no se tuvo en cuenta para el analisis.

Los valores de las pendientes (s) para las rectas de DNA y células
fueron de -3,40 y -3,42 en los ensayos con SYBR Green, y de -3,46 y
-3,45 en los ensayos con la sonda TagMan, valores muy proximos al
optimo tedrico de -3,32 (Higuchi et al. 1993). La eficiencia de la
reaccion de PCR (E) fue calculada segun describen Knutsson et al.
(2002) aplicando la formula, E = 10" -1. Para las rectas de DNA y
células por SYBR Green se obtuvieron eficiencias de 0,97 y 0,96, y
en TagMan Q-PCR de 0,94 y 0,95, respectivamente, valores que
demuestran una elevada eficiencia de amplificacion y una buena
optimizacién de las condiciones de PCR.

El limite de cuantificacion se estableci6 considerando: i) las
concentraciones en las que se mantiene la linealidad de la recta
patrén, ii) que el total de replicados analizados fueran positivos v iii)
que la desviacion estandar fuera inferior a 1. En el caso de DNA
correspondié a 18 equivalentes gendmicos por reaccion tanto para
SYBR Green como TagMan, y en el caso de células a 44 y 39 ufc
por reaccion, respectivamente. Ademas, se comprobd que no existia
solapamiento entre los intervalos de confianza al 95 % para los
valores establecidos como limite de cuantificacion, como se observa
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en la Tabla 11. Por ejemplo, en el caso del DNA, al valor de
deteccidén de 18 genomas /reaccion, se asocia el intervalo entre 11y
27, que se solapa con el intervalo de 4-16 del valor justo inferior de la
recta patrén (9), pero no con el intervalo del valor superior (90), el
cual comprende entre 74 y 112.

Tabla 11.- Valores obtenidos para establecer el limite de cuantificacion
utilizando los intervalos al 95 % obtenidos por Simulacion Montecarlo.

Recta Patron DNA

SYBR Green
Recta Patrén Células

TaqMan
Recta Patron Células

Genomas/reaccion Intervalo 95 %

Células/reaccion Intervalo 95 %

Células/reaccion

Intervalo 95 %

90 74-112 220 194-252 195 171-226

18° 11-27 44° 32-58 39° 28-53
9 4-16 22 14-32 20 12-29
2 0-5 5 1-9 4 1-8

#Valor establecido como limite de cuantificacion.

En cuanto a los niveles de sensibilidad, en los ensayos con SYBR
Green y TagMan fueron de 5 y 4 células en el 100 % de los
replicados, y 2 equivalentes gendmicos en el 45 % y en el 67 % de
los replicados, respectivamente. En base a estos resultados, la
deteccion por Q-PCR es diez veces mas sensible que por PCR
convencional.

Los resultados de ambos sistemas SYBR Green y TagMan,
muestran una buena correlacion entre las cantidades de DNA molde
o células y los valores de Ct obtenidos después de la amplificacion.
El sistema TagMan Q-PCR presentd valores mas bajos de
desviacion estandar (DE), lo que indica una mayor precision en la
cuantificacion. Asi mismo, ambos sistemas han mostrado resultados
similares en cuanto a sensibilidad y cuantificacion. Sin embargo,

100



debido a la alta diversidad encontrada en la secuencia del gen pc-
plc, y con el fin de que el sistema de Q-PCR permita la deteccion del
mayor numero posible de especies del “grupo B. cereus’,
seleccionamos el sistema SYBR Green para los ensayos en
alimentos inoculados artificialmente.

4.4.- Aplicacién en alimentos

4.4.1.- Ensayos en alimentos contaminados artificialmente: huevo
liquido y leche en polvo infantil.

Huevo liquido

En la Tabla 12 quedan recogidos los resultados de cuantificacion
obtenidos respecto a la recta patron de DNA y a la recta de células
para las muestras de huevo liquido analizadas. Los valores
obtenidos a partir de ambas rectas fueron muy similares a los
obtenidos en el recuento en placa. Para analizar el grado de
coincidencia entre la cuantificacion por Q-PCR frente al método de
recuento en placa se calculd la exactitud relativa (ER (%) = (valor del
recuento/valor Q-PCR) x 100), expresada en porcentaje (ISO
14160:2003). Una ER del 100 % entre los valores del método
alternativo (Q-PCR) frente al método de referencia (recuento en
placa) indica una total coincidencia. Los valores de exactitud relativa
obtenidos para la recta de cuantificacion de DNA mostraban valores
entre 86 % y 113 %, y en el caso de la recta de células entre 90 % y
116 %, en ambos casos para un intervalo entre 10" a 10° células o
genomas por reaccion. Estos valores se consideran aceptables para
cuantificacion por Q-PCR, y por tanto ambas aproximaciones son
adecuadas para estimar la cantidad de B. cereus presente en huevo
liquido.
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El analisis de regresién de los valores de Cy frente al logaritmo
decimal de la concentracién de células revel6 un valor de pendiente
de -3,40, correspondiendo a una eficiencia de la reaccion de PCR de
0,96 y una R? de 0,999. Estos valores muestran una eficiencia igual
a la obtenida en ausencia de la matriz alimentaria, llegandose a
detectar 4 células en el 89 % de los replicados (8 de 9 reacciones,
Tabla 12). No obstante, la desviacion estandar de los valores de Cy
correspondientes a este nivel de células era superior a 1 (Tabla 12).
Este resultado confirma que el limite de cuantificacion de la reaccion
de Q-PCR en el alimento también es de un orden logaritmico (40
células en este caso, 50 células en el ensayo sin matriz alimentaria).

Tabla 12.- Cuantificacion de B. cereus por SYBR Green Q-PCR en
huevo liquido contaminado artificialmente.

N° aprox. Ratio® Valores Cr Recta de DNA Recta de células

de celulas Media + DE’ | cuantificacion ER°(%)] cuantificacion  ER (%)

4x10° 9/9 19,34 +0,48 39x10° 96,92 | 3,8x10° 95,96
4x10* 9/9 22,70+0,26 40x10* 99,72 | 4,0x10* 99,99
4x10° 9/9 26,13+0,23 39x10° 9784 | 40x10° 99,40
4 x10° 9/9 29,32+0,28 45x10° 112,94 | 4,6 x10° 116,12

40 9/9 33,12+0,52 36 86,27 36 89,98

4 8/9 36,26 + 1,45 B d d d

@Reacciones positivas frente al total de reacciones realizadas.

®Desviacién estandar.

°Exactitud relativa, ER (%) = (valor del recuento/valor Q-PCR) x 100.
dalores por debajo del limite de cuantificacién establecido para la reaccion.

Leche en polvo infantil

Los resultados de Q-PCR obtenidos a partir de las muestras de leche
en polvo infantil inoculadas con diferentes concentraciones de
células se presentan en la Tabla 13. Los niveles de células obtenidos
a partir de ambas rectas fueron muy similares entre ellos y, aunque
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se aproximaban a los del recuento en placa, los valores de exactitud
relativa diferian entre un 59 % y un 12 % del valor 6ptimo tedrico del
100 %. Estos resultados indican que en la leche en polvo infantil
existe interferencia en la cuantificacion debida a la matriz, a
diferencia del ensayo en huevo liquido.

En el analisis de regresion se obtuvo un valor de pendiente de -3,61
correspondiente a una eficiencia de la reaccién de PCR (E) de 0,89 y
una R? de 0,989. En este caso se llegaron a detectar 2 células en el
100 % de los replicados, aunque se observo una elevada desviacidon
estandar entre los valores de C; correspondientes a esta
concentracion. Al igual que en el ensayo en huevo liquido no se
consideré para cuantificacion y, de nuevo, confirma el limite de
cuantificacion establecido, siendo en este caso 16 células (Tabla 13).
No obstante, el valor de la pendiente ligeramente inferior indica la
interferencia de la matriz en la cuantificacion.

Tabla 13.- Cuantificacién de B. cereus por SYBR Green Q-PCR en
leche en polvo infantil contaminada artificialmente.

N° aprox. Ratio® Valores Ct Recta de DNA Recta de células

de células Media + DE° | cuantificacion ER°(%)| cuantificacion _ ER (%)

1,5x10°  4/4 16,62 +0,36 24x10° 15395 24x10° 155,01
1,5x10° 4/4 20,00+ 0,68 24x10° 155,73| 2,5x10° 158,82
1,5x10*  4/4  23,89+0,80 1,7x10* 111,74 1,8x10* 115,64
1,5x10° 4/4 2865+0,75 6,9 x 10° 4464 7,3x10° 47,04

155 4/4 31,77 £ 0,63 84 54,03 90 57,61
16 4/4 33,80 £ 0,97 23 137,22 23 147,43
2 4/4 34,56 + 1,53 - - R R

@Reacciones positivas frente al total de reacciones realizadas.

PDesviacién estandar.

°Exactitud relativa, ER (%) = (valor del recuento/valor Q-PCR) x100.
YValores por debajo del limite de cuantificacién establecido para la reaccion.
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4.4.2.-Analisis de alimentos con contaminacion natural

El sistema de PCR desarrollado se aplicd6 en alimentos con
contaminacion natural que se analizaron, bien directamente o tras un
enriquecimiento, por PCR convencional y Q-PCR. En la Tabla 14 se
muestran los resultados de la deteccion por PCR convencional,
Q-PCR SYBR Green, recuento en placa y/o aislamiento e
identificacion.

Tabla 14.- Deteccion de B. cereus en alimentos con contaminacion
natural, directamente o con enriquecimiento, por PCR convencional,
Q-PCR y métodos tradicionales.

PCR SYBR Green Q-PCR Métodos

Alimento convencional?  (genomas/g)° tradicionales \dentificacion API
.- Sin enriquecimiento
Papilla 8 cereales ++ 209 30 ufclg B. cereus 1
Crema de Arroz +++ 3,5x10° 210 ufclg B. cereus 1
Harina de trigo + +© <10 ufclg .
I1.- Con enriquecimiento
Arroz con leche +H++ ND¢ Presencia B. cereus 2
Arroz con leche +H++ ND Presencia  “grupo B. cereus”
Arroz con leche +H++ Aprox. 10’ Presencia  “grupo B. cereus”
Canela en polvo +++ Aprox. 10* Presencia B. cereus 2

Intensidad del producto de amplificacién detectado por electroforesis en gel de agarosa.
®Cuantificacion a partir de la recta patrén de DNA.

Fuera del rango de cuantificacion.

“No determinado.

Todas las muestras analizadas fueron positivas por PCR
convencional y en todos los casos se confirmo la presencia de B.
cereus mediante aislamiento e identificacion de colonia, excepto en
la harina de trigo. Cabe destacar que, en este caso, por PCR
convencional se obtuvo una banda de amplificacion muy débil, y por
Q-PCR un Cy fuera del rango de cuantificacion, lo que explicaria su
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presencia en un nivel por debajo del limite de deteccidn por recuento
en placa.

En la muestra “Papilla de 8 cereales” y “Crema de arroz” los valores
de cuantificacion de SYBR Green fueron un orden logaritmico
superior que los obtenidos por recuento en placa. Cabe sefalar que
son alimentos con espesantes y compuestos bacteriostaticos que
reducen la a, del medio y pueden incluso impedir el crecimiento
bacteriano o la germinacion de esporas, lo que explicaria esta
diferencia.

5.- Ensayos con suspensiones de esporas de B. cereus

5.1.- Tratamientos con diferentes germinantes

El estudio del proceso de germinacion en las especies del “grupo B.
cereus” se abordd a partir del protocolo descrito en la bibliografia
para cepas de B. cereus por Clements y Moir (1998), que consistia
en una activacion térmica (70 °C, 30 min) seguida de una incubacién
a 37 °C durante 30 min con soluciones de germinacion de diferente
concentracion de L-alanina. En la Figura 10 se muestra el
comportamiento de las seis especies estudiadas monitorizado por la
disminucién de la refringencia de las esporas como indicador del
inicio del proceso de germinacioén, frente a las diferentes soluciones
de germinadores seleccionadas y descritas por otros autores: a) 100
mM de L-alanina (Collado et al., 2006), b) 25 mM L-alanina'y 1 mM
inosina (De Vries et al., 2004) y c) 0,5 mM de L-alanina y 0,5 mM de
inosina (De Vries et al., 2005). Se puede observar que las diferentes
cepas han mostrado comportamientos particulares de germinacion.
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La cepa B. cereus CECT 148" se caracterizd por una germinacion
rapida alcanzando una reduccién de absorbancia hasta un valor del
45 % en los primeros 10 min con cualquiera de las soluciones de
germinadores empleadas. Sin embargo, la cepa B. cereus CECT 131
mostré una germinacion mas lenta y diferentes respuestas a los
tratamientos empleados, resultando la combinacién “c” la mas eficaz.
La solucion de germinacion “a” no tuvo efecto en la cepa B.
thuringiensis CECT 1977, ni en B. weihenstephanensis CECT 5894
En esta ultima especie, las combinaciones “b” y "c” mostraron ser las
mas eficaces. En B. thuringiensis CECT 1977, la combinacién “c”
mostré la mayor eficacia. B. mycoides CECT 4128 unicamente
presenté germinacion con la combinacion “c”. En B. pseudomycoides
CECT 7065', la influencia de las 3 soluciones en la germinacion fue

diferente, produciéndose un mayor efecto con la solucion “c”.

La mejor combinacion para el conjunto de cepas ensayadas resulto

ser la solucion “c” que produjo la mayor reduccién de absorbancia en
un tiempo menor.
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Figura 10.- Cinética de germinacion en las cepas B. cereus CECT 148"
(A), B. cereus CECT 131 (B), B. thuringiensis CECT 197'(C), B.
mycoides CECT 4128" (D), B. weihenstephanensis CECT 5894" (E) y B.
pseudomycoides CECT 7065" (F), para las condiciones ensayadas: m)
control (sin ningun tratamiento), o) activacion térmica (30 min a 70 °C),
A) act. térmica y germinacion con 100 mM de L-alanina, e) act. térmica
y 25 mM L-alanina y 1 mM inosina, y o) act. térmica y 0,5 mM L-alanina
y 0,5 mM inosina.
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5.2.- Aislamiento de DNA genémico

Con el fin de optimizar el aislamiento de DNA a partir de esporas, se
empled la cepa B. cereus CECT 148", de la que se prepararon
suspensiones calibradas de esporas que se sometieron a diferentes
combinaciones de tratamientos térmicos y de germinacion previos al
procedimiento de extraccion por Qiagen. En cuanto a la germinacién
se ensayo la solucidon “c” seleccionada segun los resultados del
apartado anterior, y se combind con 2 tratamientos térmicos: G-1) 70
°C durante 30 min, utilizado en el apartado de germinacion, y G-2) 80
°C durante 10 min, tratamiento utilizado en métodos tradicionales
para el recuento de esporulados. Como tratamientos térmicos se
ensayaron los utilizados en la activacion térmica de las esporas, 70
°C durante 30 min, (T-1) y 80 °C durante 10 min, (T-2) y tratamientos
térmicos drasticos para la ruptura de cubiertas de las esporas, 100
°C durante 10 min (T-3) y 121 °C (1 atm.), 20 min (T-4). En paralelo
se analizé una muestra control, sin ningun tipo de tratamiento previo
al aislamiento del DNA, siguiendo el protocolo de Qiagen.

Para estimar con mayor precision la cantidad de DNA obtenido a
partir de las suspensiones de esporas se empleé el método
espectrofluorimétrico comercial “Quant-iT PicoGreen® dsDNA Assay
Kit” (Molecular Probes), y Q-PCR con SYBR Green |, utilizando los
cebadores PCER-F/PCER-R3.

En la Figura 11 se muestra el resultado del ensayo de amplificacion
por PCR convencional a partir del DNA obtenido con diferentes
tratamientos térmicos. Como se observa, el producto de
amplificacion de 144 pb aparecia en todos los casos, aunque se
aprecia una menor amplificacion en el T-4, indicando probablemente
dano fisico por rotura del DNA como consecuencia del drastico
tratamiento térmico.
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Figura 11.- Productos de la amplificacién por PCR convencional,
utilizando los cebadores PCER-F/PCER-R3, y como molde el DNA
obtenido mediante extraccién con Qiagen (A), y una dilucién 10 del
mismo (B), para los tratamientos ensayados: T-2) 80 °C, 10 min; T-3)
100 °C, 10 min y T-4) 121 °C (1 atm.), 20 min. M, marcador de pesos
moleculares (escalera de 100 pb).

En la Figura 12 se muestran los resultados de cuantificacion
obtenidos con los 2 métodos ensayados. Sorprendentemente,
observamos un buen nivel de recuperacion de DNA en la muestra
control, es decir, a partir de suspensiones de esporas siguiendo el
protocolo de extraccion de Qiagen. Cabe destacar que este
procedimiento incluye una incubacion de 30 min a 37 °C con lisozima
(descrita en la bibliografia como posible germinante) y 30 min a 70
°C con proteinasa K, combinando un tratamiento térmico con una
lisis proteica. Ambos pasos favorecen, como se observa en la
muestra control, la recuperaciéon de DNA de esporas.
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Figura 12.- Rendimiento de la extraccion de DNA (%) respecto a la
muestra control, estimado mediante “PicoGreen” (A) y SYBR Green Q-
PCR utilizando los cebadores PCER-F/PCER-R3 (B) para los
tratamientos ensayados: Control, sin tratamiento; T-1) tratamiento
térmico, 70 °C, 30 min; T-2) 80 °C, 10 min; T-3) 100 °C, 10 min; T-4) 121
°C (1 atm.), 20 min, G-1) activacion 70 °C, 30 min previo a la
germinacion y G-2) activacion 80 °C, 10 min y germinacion. Los
resultados corresponden a los valores medios de tres ensayos
independientes.

No obstante, al comparar los resultados obtenidos con los dos
métodos de cuantificaciéon del DNA, se observa que ambos coinciden
en que de los tratamientos ensayados el de mayor rendimiento fue el
G-1. El resto de tratamientos mostraron un rendimiento relativo
similar, excepto en el caso de los T-3 y T-4, en que la diferencia
entre ellos fue inferior al 5 % por “Picogreen” y fue de un 70 % por Q-
PCR. Los resultados de la PCR convencional y Q-PCR para estos
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tratamientos son coincidentes, y sugieren que la calidad del DNA
para PCR en la muestras del tratamiento T-4 es peor que en el resto
de muestras analizadas.

Los resultados de la cuantificaciéon por Q-PCR se sometieron a
analisis de la varianza (ANOVA), para la comparaciéon de medias
entre los tratamientos. Para un nivel de confianza del 95 % se
observa que existen diferencias significativas entre los tratamientos
T-4, que resulté el menos eficiente, y G-1 que presentdé mayor
rendimiento en la recuperacion de DNA (Figura 13). Aunque no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos de
activacion térmica T-1, T-2 y T-3, el T-1 presentdé valores mas
elevados, con ambos métodos de cuantificacion.

Means and 95,0 Percent LSD Intervals
(X 10000,

-
o2

response
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-
]
%]
-
x|
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Control T1 T2 T3 T4 Gl @2
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Figura 13.- Representacion grafica LSD (“Least Significant Difference”)
del analisis de la varianza para los diferentes tratamientos analizados:
Control, sin tratamiento; T-1) tratamiento térmico, 70 °C, 30 min; T-2)
80 °C, 10 min; T-3) 100 °C, 10 min; T-4) 121 °C (1 atm.), G-1)
activacion 70 °C, 30 min previo a la germinacién y G-2) activacion 80 °C
10 min y germinacion.

Se ensayaron a continuacion en las otras especies los tratamientos
que habian presentado mayor rendimiento en la extraccion de DNA
en la cepa B. cereus CECT 148", T-1 (activacién térmica) y G-1
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(activacion térmica mas germinacion), para evaluar su efectividad a
nivel de “grupo B. cereus”. Los resultados aparecen en la Figura 14.

Leyenda en pagina siguiente.

112

B. cereus CECT 1487

B. cereus CECT 131

180 - 180 +
160 - 160 -
< 140 | 1327 < 140 |
s Z
a 120 A o 120 A 109,0
® 100,0 %.8 © 100,0 96,1
© 100 A © 100 -
[%2] [%2]
o o
S 80 S 80
= p
60 4 60
40 ; 40 ;
Control T1 G-1 Control T-1 G-1
— T - o
C) 180 - B. thuringiensis CECT 197 D) 180 - B. mycoides CECT 4128
159,3
160 - 160 -
X X
:(/ 140 1254 :(/ 140
& 120 | Z 120 |
® 100,0 © 100,0
© 100 - © 100 A
3 3
% 80 % 80 - 67,3 s
~ 60 | ~ 601
40 40
Control T-1 G-1 Control T1 G-1
- - - - -
E) 180 - B. weihenstephanensis CECT 5894 F) 180 - B. pseudomycoides CECT 7065
160 - 160 -
X X
~ 140 - =~ 140 -
s s
o 120 o 120 A 108,3
© 100,0 1055 © 100,0 104.4
© 100 - © 100 A
172] 1]
1<) 77,4 1<)
S 80 - S 80 -
S p
60 60
40 40
Control T-1 G-1 Control T1 G-1




Figura 14.- Rendimiento de los procedimientos ensayados en la
extraccion de DNA (%) respecto a la muestra control, estimado
mediante SYBR Green Q-PCR para distintas especies del “grupo B.
cereus”. Control, sin tratamiento; T-1) activacién térmica, 70 °C, 30 min;
G-1) activacion 70 °C, 30 min y germinacién con 0.5 mM de L-alanina y
0.5 mM inosina a 37 °C durante 30 min.

El tratamiento G-1 (activacién térmica, 70 °C durante 30 min, y
germinacion con 0.5 mM de L-alanina y 0.5 mM inosina a 37 °C
durante 30 min) fue el mas eficiente en B. thuringiensis CECT 1977,
B. cereus CECT 148" y B. cereus CECT 131, en este orden, y
practicamente igual que el control en B. weihenstephanensis CECT
5894 y B. pseudomycoides CECT 7065'.

5.3.- Aplicacioén en alimentos inoculados artificialmente

Con el fin de establecer un procedimiento adaptado al analisis
rutinario de alimentos y, dado que el método de Qiagen resulté eficaz
para la extraccion de DNA, incluso sin tratamiento previo adicional,
se valoré la posibilidad de su utilizacion directamente. Para ello se
prepararon diluciones decimales seriadas de esporas en SST y se
extrajo el DNA tanto mediante Qiagen directamente, como aplicando
previamente el tratamiento G-1. La cuantificacion se realizé mediante
SYBR Green Q-PCR. A continuacion se analizaron muestras de
huevo liquido y leche en polvo infantil contaminadas artificialmente
en paralelo, a partir de suspensiones de esporas conteniendo entre 1
y 10° esporas/ml. La extraccion del DNA se realizé igualmente por el
método de Qiagen, con y sin el tratamiento previo G-1.

En las Tablas 15 y 16 se muestran los valores medios de Cr
obtenidos para dos ensayos independientes. Los resultados indican
la deteccidon de hasta 3-4 esporas por reaccién. En el ensayo con
SST se observé que la cuantificacion por interpolacion en la curva
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patron de DNA para los diferentes niveles ensayados, en general era
superior al valor estimado por recuento en placa. Este resultado se
explica porque el recuento en placa sélo cuantifica las esporas que
han conseguido germinar y crecer, o por la infravaloracion producida
debido a la formacion de agregados de esporas en el alimento.

Tabla 15.- Cuantificacion de B. cereus por SYBR Green Q-PCR a partir
de suspensiones de esporas, utilizando el método Qiagen para la
extraccion del DNA, con y sin el tratamiento previo G-1.

Approx. N° Qiagen G-1 + Qiagen
of spores Ratioe Cr+S.D. Cuantificationc Ratio Cr+S.D. Cuantification
2,6 x10* 4/4 21,85+0,08 22257 4/4 21,67 +0,35 24933
26x10° 4/4 24,77 +0,08 3344 4/4 24,75+0,16 3388
2,6 x 10° 4/4 28,89 +0,92 231 4/4 28,38 +0,35 321
26 4/4 31,39 +0,53 46 4/4 30,85 +0,59 65
3 4/4 32,05+0,58 30 4/4 33,34 +1,25 13

Positive signals/ total reactions.

PStandar Desviation.

“Cuantificacion obtenida por interpolacion en la recta patron de DNA.
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Tabla 16.- Cuantificacion de B. cereus por SYBR Green Q-PCR a partir
de alimentos inoculados con esporas, utilizando el método Qiagen para
la extraccion del DNA, con y sin el tratamiento previo G-1.

N° aprox. Qiagen G-1 + Qiagen
o de esporas " Rafis Cr £ DEP Ratio Cr +DE
-g 2,9x 10 4/4 21,49 + 0,20 4/4 30,92 +1,17
2 2,9x10° 4/4 25,69+ 0,11 4/4 27,96 + 1,00
% 2,9x10° 4/4 29,99 + 1,14 4/4 26,92 + 0,30
2 29 4/4 31,45+ 0,56 4/4 37,75 £ 0,63
3 4/4 32,19+ 0,53 4/4 30,43 £ 0,48
N° aprox. Qiagen G-1 + Qiagen
o de esporas  Ratio Cr +DE Ratio Cr +DE
% 3,4 x 10 4/4 22,51+0,17 4/4 23,58+ 0,19
2’ 3,4 x 10° 4/4 25,80+ 0,26 4/4 26,14+ 0,36
g 3,4 x 10 4/4 29,28+ 0,28 4/4 29,52+0,73
§ 34 4/4 32,56 + 0,53 4/4 32,33+0,54
4 4/4 33,79+ 0,63 4/4 33,96+ 1,85

:Reacciones positivas frente al total de reacciones realizadas.
Desviacién estandar.

La Tabla 17 muestra la comparacion de los resultados de los analisis
de regresion obtenidos de los ensayos con suspensiones de esporas
y con esporas inoculadas en huevo liquido y leche en polvo infantil,
en cuanto a la extraccion de DNA a partir de las esporas, con Qiagen
directamente o con el tratamiento previo G-1.

En el ensayo con suspensiones de esporas se observaron valores de
pendiente similares con Qiagen y G1+Qiagen: -3,27 y -3,12,
respectivamente, y proximos al optimo teorico -3,32. Estos valores
muestran buena correlacion con los del recuento en placa y, como se
observa por los valores de E, una elevada eficacia en la
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amplificacion, siendo ligeramente mejor en el caso de la extraccion
directamente con Qiagen. En los ensayos con alimentos inoculados,
huevo liquido y leche en polvo infantil, se observaron valores mas
proximos al éptimo tedrico con el método de Qiagen (-3,42 y -3,36,
respectivamente) que empleando el tratamiento G-1 previamente. En
todos los casos se obtuvo una R? = 0,99, lo que indica una buena
linealidad de amplificacion para el intervalo en estudio, excepto en el
ensayo con huevo liquido utilizando el tratamiento previo G-1, en el
que los valores de R? (0,26) y s (-1,95) indican que no hay
correspondencia entre el numero de esporas inoculado y el valor de
Cr, en el intervalo de concentraciones ensayadas.

Tabla 17.- Resultados de los analisis de regresion correspondientes a
los ensayos con suspensiones de esporas, esporas inoculadas en hue-
vo liquido y en leche en polvo infantil recogidos en las Tablas 15y 16.

Ensayo Qiagen G-1 + Qiagen

s? EP R? s E R?

Susp. esporas -3,27 1,02 0,992 -3,12 1,09 0,995
Leche en polvo -3,36 0,98 0,999 -2,96 1,17 0,997

3s, pendiente obtenida en el intervalo de 10* a 10" esporas por reaccion.
®E, eficiencia de amplificacion (E = 107 -1).

El método Qiagen para la extraccion de DNA ha funcionado
satisfactoriamente sin necesidad de tratamiento previo en los
alimentos analizados, huevo liquido y leche en polvo infantil, para los
niveles de contaminacién ensayados. Probablemente esto se debe a
que incluye una incubacion de 30 min a 37 °C en presencia de
lisozima que facilita la ruptura de la pared celular y permite iniciar la
germinacion.
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6.- PCR cuantitativa a tiempo real con transcripcion inversa
6.1.- Aislamiento de RNA total

De los tres métodos comerciales ensayados para la recuperacion del
RNA a partir de células de B. cereus CECT 148", el denominado
“Total Quick RNA Cells & Tissues” (Talent) recuperé6 mayor
proporcion de RNA de pequefio tamano (RNA mensajero) y menor
DNA gendémico, como se observa en la Figura 15. A continuacion, y
tras comprobar la presencia de DNA, mediante amplificaciéon por
PCR convencional, se procedio a realizar un tratamiento con DNasa |
(Takara).

23130 pb » [
2322pb »

C
-
~——
——

564 pb »

Figura 15.- Electroforesis de RNA total aislado con tres métodos
comerciales: A) Marcador de peso molecular, DNA del fago lambda
digerido con Hindlll (Gibco); B) “UltraClean® Microbial RNA Kit” (Mo Bio,
Laboratories); C) “RNeasy® Mini kit” (Qiagen); D) “Total Quick RNA Cells
& Tissues kit” (Talent).

6.2.- Optimizacion del tratamiento con DNAsa |

Con el fin de establecer un procedimiento para la eliminacion del
DNA residual de las muestras de RNA, se ensayaron los

117



tratamientos descritos en el apartado 9.1 de Material y Métodos (pag.
65), y a continuacién se sometieron a analisis por PCR convencional
y Q-PCR para evaluar la eficacia de eliminacion del DNA. Con el
tratamiento “b” (0,5 U/0,5 ug de RNA, 30 min a 37 °C), se obtuvo
amplificacion por Q-PCR por lo que fue descartado. Con los
tratamientos “a”, “c” y “d” (0,5 U /0,5 ug de RNA, 60 min, a 37 °C; 1
U/0,5 ng de RNA, 30 min a 37 °C y 2 U/0,5 ng de RNA, 30 min a 37
°C, respectivamente), no se obtuvo amplificacion. Se seleccion6 el

tratamiento “a”, ya que aseguraba la ausencia de DNA utilizando una
menor concentracion de DNAsa .

6.3.- Q-RT-PCR: Sistema SYBR Green

Tal y como se ha especificado en el apartado 9.2 de Material y
Métodos (pag. 65), para desarrollar el sistema de Q-RT-PCR en
modo “one-step”, en primer lugar se emplearon las condiciones
optimizadas para la Q-PCR (SYBR Green MasterMix y 300 nM de
cada cebador), incorporando 6 U de “MultiScribe® Reverse
Transcriptase enzyme” (Applied Biosystems) para un volumen final
de 25 ul, y como molde 20 ng de RNA previamente sometidos al
tratamiento con DNasa |. El andlisis de la curva de disociacion
mostro la presencia de un pico (T, = 82,0 °C) que no correspondia
con lo esperado segun lo obtenido por Q-PCR, por lo que fue
secuenciado. La secuencia obtenida se analiz6 con la herramienta
informatica BLAST del NCBI. Dicha secuencia presentd un alto grado
de similitud con la secuencia del gen de RNAr 16S de diferentes
cepas de B. cereus. Se comprob6 con el programa Primer Express,
que la longitud total de la secuencia del amplificado era de 90 pb y
que presentaba una T,, = 81° C. Ademas, el analisis de la secuencia
reveld las coincidencias con los 5 primeros nucledtidos del extremo
3’ del cebador PCER-R3 y de los 6 primeros nucledtidos del extremo
3’ del cebador PECER-F (Figura 16). Ello permitia la hibridacion del
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cebador reverso en el RNA ribosémico 16S y del directo en el cDNA,
llevando a la amplificacion del fragmento inespecifico. Esta situacion
podria explicarse debido a la mayor proporcién de RNA ribosémico
frente al RNA mensajero y a las condiciones poco restrictivas de la
reaccion: una temperatura para la transcripcion inversa de 48 °C y
una alta concentracion de MgCl, (MasterMix).

Secuencia dagion del gen de RNA ribosémico 16S de B. cereus

A
— —
5[GGATTCATGGAGCGgcagtalc GGAATCTTCC GCAATGGACG AAAGTCTGAC GGAGCAACGC CGCGTGAGTG Aflgaag TTACACCAATGACAGGTAAGC] 3
PCER-F PCER-R3

Figura 16.- Secuencia del producto de amplificacién de T, = 82 °C
obtenido por Q-RT-PCR. Se indican los nucledtidos que coinciden con
los cebadores PCER-F y PCER-R, especificos de B. cereus y dirigidos
al gen pc-plc.

Para evitar esta amplificacion inespecifica se procedidé a una
optimizacién en RT-PCR y Q-RT-PCR, ensayandose diferentes con-
centraciones de MgCl,. El analisis de la curva de disociacion permitié
establecer las condiciones mas favorables (2,5 mM MgCl,) para
obtener mayor especificidad de amplificacién para el producto
deseado (T, = 79,8 °C) y menor formacion de dimeros de cebadores
(Figura 17). Una vez fijada la concentracion de MgCl,, se realizé de
nuevo la titulacion de los cebadores confirmandose que 300 nM era
la éptima, presentando el valor de C+ mas bajo para el nivel de DNA
molde utilizado, lo que indica mayor eficiencia en la amplificacién.
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Figura 17.- Optimizacion de la reaccion de Q-RT-PCR en modo SYBR
Green, curvas de disociacion de los amplificados obtenidos a diferentes
concentraciones de MgCl; (representacion grafica de la derivada de la
ARn frente a la temperatura en °C).

6.4.- Q-RT-PCR: Sistema TagMan

Dado que, incluso tras la optimizacién de las concentraciones de
MgCl, y cebadores en el analisis de disociacion, aparecia el pico de
Tm de la amplificacién inespecifica, se optd por el sistema TagMan
utilizandose la sonda MGB previamente disefiada para este gen. De
este modo se pretendia aumentar la especificidad y evitar
interferencias en la cuantificacion final debidas a la fluorescencia
emitida por amplificaciones inespecificas. La titulacion de la sonda
para ser utilizada en Q-RT-PCR mostré que los valores de Ct mas
bajos se obtenian con la concentracion de 50 mM y la concentracion
de cebadores de 300 nM.

La recta patron de cuantificacion se obtuvo representando
graficamente la media de los valores de Cr correspondientes a dos

ensayos independientes, frente a la cantidad de células utilizadas en
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cada reaccion de Q-RT-PCR, estimada por recuento en placa (Figura
18). Los valores cubrian un rango de 5 unidades logaritmicas (2,9 x
10% 2,9 x 10% 2,9 x 10% 298 y 30 ufc por reaccién). También se
estimé la cantidad de RNA total a partir de la cuantificacidon
espectrofluorimétrica con “Ribogreen” de la muestra mas
concentrada (Tabla 18).

El analisis de regresion lineal de los datos de la recta patrén para la
Q-RT-PCR ofrece un valor s = -3,66 cercano al valor éptimo, que
corresponde a una eficiencia E = 0,88 y un valor de R? = 0,99. Estos
resultados indican que la Q-RT-PCR desarrollada muestra una
buena linealidad de amplificacion para 5 6rdenes de magnitud,
obteniéndose un nivel de deteccion de aproximadamente 30 células
viables de B. cereus por reaccion (Figura 18 y Tabla 18).

0,01

Fluorescencia (Rn)

0,001 1 3 &8 7 8 11 13159 17 19 21 &3 25 27 20 31 33 35 37 39 41 43 45

Numero de ciclos

Figura 18.- Curvas de amplificacion obtenidas mediante TagMan Q-RT-
PCR para las diferentes concentraciones de células ensayadas
(ufc/reaccién). De izquierda a derecha: 2,98 x 10°; 2,98 x 10% 2,98 x 10°;
2,98 x 10% 2,98 x 10. En el grafico insertado se muestra el analisis de
regresion lineal entre el nUmero de células (expresado en logqo) y el Cr
(media de dos replicados).
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Tabla 18.- Curva patron para cuantificacién de células viables de B.
cereus mediante TagMan Q-RT-PCR. Se indica el numero de células
por reaccién y la cantidad de RNA total correspondiente, estimada por
cuantificacion espectrofluorimétrica con Ribogreen a partir de la muestra
mas concentrada.

, Intervalo de
RNA total N° de células . a ) o/ b Valores Cr
(pg/reaccion) (ufc/reaccion) Ratio”__confianza al 95 %

Inferior  superior Media + DE®

3,9 x 10* 2,98 x 10° 4/4 297012 299146 19,89 +0,19
3,9 x 10° 2,98 x 10* 4/4 29470 30147 24,01 £0,36
390 2,98 x 10° 4/4 2875 3088 28,13 +0,37
39 298 4/4 265 332 31,11+0,43
3,9 30 4/4 20 41 34,63 £ 0,57

@Reacciones positivas frente al total de reacciones realizadas.
®Intervalo de confianza al 95 % obtenidos obtenido mediante Simulacion Montecarlo.
“Media de dos determinaciones + desviacion estandar.

6.5.- Aplicacion en huevo liquido inoculado artificialmente

Con el fin de comprobar la aplicabilidad en alimentos del sistema de
Q-RT-PCR en la deteccion de formas viables de B. cereus, se
ensayo en huevo liquido inoculado artificialmente. EI RNA obtenido a
partir de alicuotas de 1 ml del alimento inoculado fue cuantificado
espectrofluorimétricamente con “Ribogreen” y sometido al trata-
miento con DNasa establecido en este estudio. En las muestras
donde no era posible obtener una cuantificaciéon espectrofotométrica
para ajustar el tratamiento a 5 U/0,5 ug de RNA (lo que indicaba una
concentracién de RNA por debajo de las ensayadas), se establecid
como tratamiento estandar la utilizacion de 0,25 U de DNasa | para
asegurar la eliminacién de trazas de DNA.

En la Figura 19 se presenta una tabla con los valores medios de Cr
correspondientes a dos replicados, en dos ensayos independientes,
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cubriendo un rango de 4 unidades logaritmicas. Los valores medios
de los Ct obtenidos mostraron correspondencia con los resultados
del recuento en placa. Se obtuvo una linealidad aceptable entre los
valores medios de Cry los valores del recuento en placa (R?= 0,98).
Sin embargo el nivel de deteccion en este caso, esta en 847 células
viables por reaccién, lo que corresponde a 1,1 x 10* ufc/ml de la
muestra en origen. Ello supone una disminucion en el nivel de
sensibilidad de la Q-RT-PCR al ser aplicada en el alimento.

A)
3
© o4 /,
E .01 \ / /_\’/——\
o.001 XR /\\ :M
1 2 5 7 2 11115 17N1L]Qm2e1r02?(;e2ii§|7029 31 33 35 FF 39 41 43 45
B)
N° aprox. de células  Ratio® Valores CTD
Media £ DE
8,5x 10* 4/4 22,26+ 0,13
8,5x10° 4/4 29,53+ 0,17
847 4/4 34,25 + 0,35
85 4/4 >40°

#Reacciones positivas frente al total de reacciones realizadas.
®Valores de Cr, media + desviacidn estandar.
°Cr> 40, resultado negativo.

Figura 19.- A) Curvas de amplificacién obtenidas por TagMan Q-RT-
PCR para 8,5 x 10%; 8,5 x 10* 8,5 x 10? y 8,5 x 10 ufc/reaccion de B.
cereus inoculadas en huevo liquido. B) Valores de C+ correspondientes

a 4 repeticiones (dos replicados en ensayos independientes), media +
desviacion estandar.
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IV.- RESULTADOS

1.- Caracterizacion fenotipica

La morfologia colonial tipica de B. cereus en agar PEMBA se
observa en la Figura 3 y corresponde a colonias de 2 a 5 mm de
didmetro, planas o ligeramente convexas, de borde ondulado o
irregular, en forma circular o elipsoide, de color azulado por el pH
basico debido a la no asimilacién del manitol, y con halo de
precipitaciéon debido a la capacidad lecitinasa. En la misma figura
también se muestra la respuesta a las pruebas de confirmacion de
los aislados con morfologia tipica como son: la fermentacion de la
glucosa, la produccion de butanodiol y la asimilacion de nitratos, o
bien la B-hemdlisis. Los resultados de la caracterizacion fenotipica
quedan recogidos en la Tabla 5.

Respuestas a las pruebas de
Aspecto tipico de confirmacion
B. cereus en agar selectivo
(PEMBA)

Voges-Proskauer

A
|:> Nitratos
g Fermentacion de glucosa en

anaerobiosis.
Morfologia colonial, \3
no asimilacion del manitol, B
actividad lecitinasa pB-hemolisis

Figura 3.- Aspecto tipico de las colonias de B. cereus en agar selectivo
PEMBA y respuestas a las pruebas de confirmaciéon empleadas segun
la Norma ISO 7932, A) 1993/Cor.1:1997 y B) 2004.
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Las cepas de referencia de las especies B. cereus, B. thuringiensis y
B. weihenstephanensis, presentaron la morfologia tipica descrita
para B. cereus en agar PEMBA. Las cepas de referencia de B.
mycoides y B. pseudomycoides presentaron crecimiento rizoidal. Las
cepas de referencia de otras especies del género Bacillus
presentaron aspecto colonial bien diferenciable del “grupo B. cereus”
(color amarillo, sin halo de precipitacién). De las ambientales, las
cepas B72 y B74 presentaron crecimiento rizoidal y solo una, la cepa
B44, mostro un aspecto colonial no tipico de “grupo B. cereus”.

De las pruebas confirmatorias, en las cepas de referencia, la mayor
variacion en el resultado esperado se observd en la prueba de
fermentacion de la glucosa que resulté negativa para las cepas B.
cereus CECT 131 y CECT 4014, y B. thuringiensis CECT 4495,
CECT 4496 y CECT 4497. Todas las cepas fueron positivas para el
Voges-Proskauer, la B-hemdlisis y la prueba de asimilacion de
nitratos, excepto B. mycoides CECT 4128" que presentd resultado
negativo en la asimilacién de nitratos. En el caso de las cepas
ambientales, las cepas B40 y B45 fueron negativas para la
asimilacion de la glucosa, la cepa B72 resulté negativa en la prueba
del Voges-Proskauer, y las cepas B66 y B70 resultaron negativas
para la asimilacion de nitratos.

A continuacion, todas ellas fueron sometidas a identificacion por
API® 50CH y 20E. Los perfiles obtenidos se analizaron y los
resultados aparecen en la Tabla 5. La adscripcion a especie, grupo o
geénero se realizdé segun los siguientes criterios:

- Si el porcentaje de identificacion (% ID) era = 80,0 y
presentaba un unico taxon significativo, se acepto la identificacion a
nivel de especie o biotipo de API. Si el resultado de identificacién
correspondia a biotipo B. cereus 1 o B. cereus 2, y dado que los
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perfiles de APl no permiten identificar B. thuringiensis, su
diferenciacion se realizd en base a la presencia de cristal parasporal.

- Si el resultado presentaba varios taxones significativos, inde-
pendientemente del valor del % ID, y todos ellos correspondian a
especies del “grupo B. cereus”, se considero identificacion a nivel de
grupo. Dentro de las adscritas a “grupo B. cereus” si presentaba
crecimiento rizoidal se consideré perteneciente a la especie B.
mycoides.

- Si los taxones significativos incluian especies no pertene-
cientes al “grupo B. cereus” se considero la identificacion a nivel de
geénero.

De las 13 cepas de referencia de la especie B. cereus, 3 fueron
identificadas correctamente como pertenecientes a dicha especie.
De las 8 cepas de referencia de B. thuringiensis, la cepa CECT 4495
presentd el perfil de B. cereus biotipo 1 y las cepas CECT 197" y
CECT 4454 el perfil de “grupo B. cereus”, pero todas ellas
presentaron cristal parasporal, lo que confirmd su pertenencia a la
especie B. thuringiensis. La cepa de referencia de B. weihens-
tephanensis fue identificada segun APl como B. mycoides con un 90
%, pero segun el esquema propuesto quedaria identificada a nivel de
“grupo B. cereus” debido a que no presenta crecimiento rizoidal. De
las 6 cepas de referencia de B. mycoides 4 presentaron el perfil de
API de la especie, con ID > 80 %, las otras 2 (CECT 4123 y CECT
4125) presentaban el perfil de “grupo B. cereus” con morfologia
rizoidal, lo que sugeria también su pertenencia a la especie de B.
mycoides. La cepa de referencia de B. pseudomycoides mostré un
perfil de “grupo B. cereus”, pero por su crecimiento rizoidal fue
asignada a B. mycoides.
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Finalmente, en el conjunto de cepas de referencia del “grupo B.
cereus”, y tomando como criterio la presencia de cristal paraesporal
y el crecimiento rizoidal antes mencionados, un total de 13 cepas
fueron identificadas en este trabajo a nivel de especie. De ellas, soélo
3 correspondian a la especie B. cereus, 3 a B. thuringiensis y 7 a B.
mycoides (incluyendo a B. pseudomycoides, especie muy préoxima a
B. mycoides). El resto de cepas de referencia quedaron identificadas
a nivel de “grupo B. cereus” y una a nivel de género Bacillus (CECT
40).

Aplicando los mismos criterios para las cepas de origen ambiental,
s6lo 3 (B40, B47 y B77) se identificaron como pertenecientes a la
especie B. cereus por el perfil de API; 2 (B40 y B48) a la especie B.
thuringiensis por la presencia del cristal parasporal, 2 (B72 y B74) a
B. mycoides por el crecimiento rizoidal y el resto quedaron
identificadas a nivel de género o grupo (ver Tabla 5).

El resultado de la identificacion en las especies del “género Bacillus”
no pertenecientes al “grupo B. cereus” segun el sistema API fue mas
satisfactorio: 11 de las 16 especies fueron identificadas a nivel de
especie; 4 cepas fueron identificadas a nivel de “grupo B. subtilis”; la
cepa de referencia de B. sphaericus, como Bacillus non-reactive (no
asimila ninguno de los sustratos de la tira APl 50CH) y B. lentus
CECT 18" fue identificada a nivel de género.

La figura 4 muestra el dendrograma del agrupamiento UPGMA
(“Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean”), obtenido a
partir de la matriz de similitud calculada con el coeficiente de
Jaccard, sobre los perfiles fenotipicos de API. Al 58 % se forman 3
fenones que contienen el total de cepas ensayadas excepto las
cepas tipo de las especies B. lentus, B. firmus y B. sphaericus. El
fenon | contiene 29 cepas de referencia y 30 aislados de alimentos
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del “grupo B. cereus”. Dentro de éste se observa un subgrupo de
cepas que se diferencia del resto en la no asimilacion del almidén y
del glicogeno, junto a la no asimilacion del gluconato e incluye a la
cepa de referencia B. cereus CECT 4387 y a 7 aislados identificados
como B. cereus biotipo 2, “grupo B. cereus” y género Bacillus. El
fenon Il comprende cepas tipo de diferentes especies, B.
megaterium, B. subtilus, B. lichenimormis, B. circulans y aislados
procedentes del INRA de las especies B. subtilis, B. licheniformis y
P. polimyxa. El fenon Ill comprende a la cepa tipo de B. pumilusy a 5
aislados ambientales de esta especie.
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Tabla 5.- (Continuacion).

T cepa tipo. CECT, Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo. INRA, Instituto Nacional de
Investigaciones Agrarias, Francia.

"GT, genotipado, identificacién derivada del genotipado con ISR y RAPDs (Ocio et al.,
2002 y Martinez-Blanch et al., 2003): grupo | y II) B. mycoides / B. pseudomycoides / B.
weihenstephanensis, grupo lll y IV) B. cereus y grupo V y IV) Bacillus cereus / B.
thuringiensis.

(Z)MC, morfologia colonial tipica de B. cereus, sobre agar PEMBA, “+” si mostraba el
total de caracteristicas tipicas o “-” si presentaba alguna de las caracteristicas
siguientes: a) crecimiento rizoidal, b) asimilacién del manitol (colonia color amarillento) y
c) lecitinasa negativa. ND, no determinado. D, débil.

®Pruebas de confirmacion: RF, rojo fenol; VP, Voges-Proskauer modificado; Nit, nitratos
y B-H, hemodlisis .

(4)ID, Identificacion. % ID, proximidad relativa a los diferentes taxones de la base de
datos (porcentajes de positividad). T*, indice de Tipicidad, proximidad al perfil mas tipico
en cada taxén (0-1). Nota: ¢) posibilidad de B. thuringiensis, ®) posibilidad de B.
megaterium, X) la prueba 27 (celobiosa) determina que sea Brevibacillus laterosporus y
%) especie altamente patdégena. *No es posible discriminar entre B. subtilis y B.
amyloliquefaciens.

(S)Interpretaci()n segun este trabajo del resultado de API, se considerd identificacion a
nivel de “grupo B. cereus” cuando aparecia mas de un taxdén significativo
correspondiente a las especies del “grupo B. cereus”. Se considero identificacion a nivel
género Bacillus cuando aparecian otras especies. (Midentificacion como B. thuringiensis,
presencia del cristal parasporal (3-toxina). ®dentificacion como  B. mycoides,
crecimiento rizoidal.
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50
60
70
80
90
100

B41 vV Grupo B.cereus
. B45 m Grupo B. cereus
B. weihenstephanensis CECT5894" |  Grupo B.cereus
B. mycoides CECT 4124 | B. mycoides

B40 v B. thuringi ensis
B69 1 Grupo B. cereus
B73 v Grupo B. cereus
B. thuringiensis CECT7034 'V  Grupo B.cereus
B. thuringiensis CECT197T vV  B.thuringiensis
B. cereus CECT 5314 Il Grupo B.cereus
B. cereus CECT 4% Il Grupo B. cereus
B. cereus CECT 131 Il Grupo B. cereus
INRA P218 n Grupo B. cereus
B49 v Grupo B. cereus
INRAP2101 1l Grupo B. cereus
B. thuringiensis CECT 4454 vV  B.thuringiensis
B74 u B. mycoides
B. mycoides CECT 4123 | B. mycoides
B. mycoides CECT 4128™ | B. mycoides
B. mycoides CECT 4126 | B. mycoides
B. mycoides CECT 4127 | B. mycoides
B. thuringiensis CECT 4497 V  Grupo B.cereus
B42 v Grupo B. cereus
INRATZ415 1l Grupo B. cereus
B43 V. Grupo B. cereus
B67 mn Grupo B. cereus
B48 v B. thuringi ensis
B. thuringlensis CECT4494 V  Grupo B.cereus
B60 VI Grupo B.cereus
BSO mn Grupo B. cereus
B66 n Grupo B. cereus
B. mycoides CECT4125 |  B. mycoides
B. pseudomyc oides CECT7065" | B. mycoides
B. cereus CECT4014 1l Grupo B. cereus
B. cereus CECT4989 Il Grupo B.cereus
B. thuringlensis CECT99% Il Grupo B.cereus
B. thuringlensis CECT4496 V  Grupo B.cereus
B. cereus CECT5148 V  Grupo B.cereus
B. cereus CECT 4094 1l B.cereus 1
B. cereus CECT 5144 1l Grupo B. cereus
B. cereus CECT 1487 mn B.cereus 1
B70 V. Grupo B.cereus
B. cereus CECT193  V  Grupo B.cereus
B44 n Grupo B. cereus
B62 Il Grupo B.cereus
B63 vV Grupo B. cereus
B. thuringiensis CECT 4495 v B. thuringi ensis
B. cereus CECT 495 Il Grupo B.cereus
B47 m B. cereus 1
B72 n B. mycoides
B46 VI B.cereus 1
B. cereus CECT 4387 1l B.cereus 2
B64 VI Bacillus sp.
CECT40 IV  Bacillussp.
B68 IV Grupo B.cereus
B77 mn B. cereus 2
BS54 n Bacillus sp.
B55 n Bacillus sp.
B65 IV Grupo B. cereus
s INRA B2186 B. liche nifor mis
B. megaterium CECT 4313 B. megaterium
B. polnyxa INRA Z1186 B. subtilis/ B. amyloliquefac
B. subtilis CECT 397 B. subtilis/ B. amyl oliquefac
f INRAK21101 B. subtilis/ B. anyloliquefac
B. lichenifor mis CECT 20" B. liche nifor mis
B. circulans CECT 10" B. circulans
BS1 B. pumilus
B52 B. pumilus
BS3 B. pumilus

' INRA P1198 B. pumilus

' INRA 22166 B. punmilus

' B. pumilus CECT 297 B. punmilus
B. lentus CECT 187 . Bacillus sp..

B. firmus CECT 147 . B. firmus
* B. sphaericus CECT33" .  B.nonreactive

Figura 4.- Dendograma UPGMA, obtenido utilizando el coeficiente de
similitud de Jaccard, donde se muestra el agrupamiento de los perfiles
fenotipicos de API para las cepas en estudio (mas detalle en Anexo V).
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2.- Deteccioén de genes de virulencia por PCR convencional

Con el fin de seleccionar la diana para el disefio de cebadores se
investigd la presencia de genes de virulencia en las cepas en estudio
mediante  PCR convencional con cebadores especificos. Los
resultados de la amplificacion se muestran en la Figura 5 y la Tabla
8, e indican que de las 59 cepas del “grupo B. cereus” analizadas 44
(75 %) poseen el gen entFM (enterotoxina FM), 45 (76 %) el gen sph
(esfingomielinasa), 56 (95 %) el gen pc-plc (fosfolipasa C especifica
de fosfatidilcolina) y que el gen clo (cereolisina O) esta presente en
todas ellas pero también en otras especies del género Bacillus, tales
como B. circulans, B. pumilus, B. subtilis y B. firmus.

Estos resultados confirman que el gen pc-plc es adecuado como
diana para el disefio de los cebadores para Q-PCR, por su presencia
mayoritaria en las cepas del “grupo B. cereus” y su ausencia en las
cepas de otras especies estudiadas. Ademas, se trata de un gen de
copia unica como demuestran los genomas del “grupo B. cereus”
accesibles en bases de datos publicas.

En cuanto al resto de los factores de virulencia ensayados por su
relacion con intoxicaciones alimentarias (Tabla 8), el gen hbl
(hemolisina BL) esta presente en 48 (81 %) de las cepas del “grupo
B. cereus”, el gen nhe (enterotoxina no hemolitica) en 45 (76 %), el
gen ces (cereulida sintetasa) en 2 (3 %) y el gen cytK (citotoxina) en
33 (56 %), aunque también se encontré en cepas de otras especies
del genero Bacillus, tales como B. pumilus y B. subtilis.

Considerando los 8 genes estudiados se distinguen hasta 26 perfiles
toxigénicos (Tabla 8). De ellos, 22 (perfiles A-V) corresponden a las
59 cepas del “grupo B. cereus” y 4 (perfiles W-Z) a las 16 cepas de
otras especies del género Bacillus ensayadas, siendo el perfil Z
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ausencia de amplificacion para todos los genes. El 66 % de las
cepas del “grupo B. cereus” presentaron de 6 a 7 factores de
virulencia, el 29 % de las cepas de 5 a 3 genes y el 5 % sdlo dos. Se
observd la existencia de perfiles toxigénicos similares para las
diferentes especies del “grupo B. cereus”. Los perfiles mas
frecuentes fueron el “D” con 13/59 cepas (hbl, nhe, cytK, pc-plc, sph,
clo, entFM), el “L” con 9/59 (hbl, nhe, pc-plc, sph, clo, entFM) y el “A”
con 8/59 (hbl, cytK, pc-plc, sph, clo, entFM). Las cepas B. mycoides
CECT 4125 y B. pseudomycoides CECT 7065' que presentaron el
perfil “U” fueron las unicas cepas del “grupo B. cereus” que no
poseian ninguno de los genes de toxinas relacionadas con
toxiinfecciones alimentarias (hbl, nhe, cytK o ces) (ver Figura 6).

1400 pb )

600 pb )

100 pbd

Figura. 5.- Productos de amplificacion por PCR correspondientes a los
distintos cebadores especificos de genes de virulencia ensayados: A)
HD2 F/HA4 R, 1091 pb, (gen hblA-D), B) NA2 F/NB1 R, 766 pb, (gen
nheA-B) C) CK F2/CK R5, 421 pb, (gen cytK), D) CesF1/CesR2, 1271
pb, (gen ces) E) Pf/Pr, 411 pb (gen pc-plc), F), Pf/Cr, 1461 pb, (gen pc-
plc y sph), G) BC-1/BC-2, 185 pb (gen clo) y H) EntA/EntB, 1269 pb
(gen entFM). M, marcador de peso molecular (escalera de 100 pb,
Invitrogen).
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B.cereus CECT 496 A
B.cereus CECT 4094
B. thuringensis CECT 4497
B43
B48
B&0
B67
B42 B
B40
_‘ B50
BX
B. cereus CECT 131 D
B.cereus CECT 148T
B.cereus CECT 193
B. thuringensis CECT197T
B.cereus INRAP21S
B.cereus INRATZ415
B46
B49
B.cereus CECT 5314
B.cereus CECT 4989
B66
B B73
B. thuringensis CECT 7034
B. thuringensis CECT 44% E
B. thuringensis CECT44%
B.cereus CECT 514
B70 F
B. thuringie nsis CECT 4454
B.cereus CECT 4387 H
B. thuringensis CECT 996
B77 1
B% J
B64 K
B6&
B. mycoides CECT 4126 L
B. mycoides CECT 4128T
1 B.cereus INRAP2101
B. thuringie nsis CECT 449
B4
B4
B.cereus CECT 5148
B62
CECT 40
B.cereus CECT 495 M
| B. mycades CECT4123 N
B. mycoides CECT4124
B.cereus CECT 4014 o)
B. mycoides CECT#127
B. weihenstephanensis CECT 5894
B63
B72 P
B63 Q
B&9 R
B47 T
B. mycoides CECT4125 U
B. pseudomyc oide's CECT 7065
B41 v
B.circulans CECT 10T W
B. frmus CECT 14T
B51 X
B&2
B%3
B. subtis CECT39T Y
B. pumilus CECT29T

Figura 6.- Dendograma UPGMA, obtenido utilizando el coeficiente de
similitud de Jaccard, donde se muestra el agrupamiento de las cepas en
estudio en funcién de los perfiles de factores de virulencia.

85



3- Especificidad de los oligonucleétidos disefiados para PCR
cuantitativa

Se disefiaron un total de 5 oligonucledtidos (uno directo y 3 reversos,
y una sonda TagMan MGB) para Q-PCR (Tabla 6). La sonda lleva
incorporado el fluoréforo FAM (6-carboxi-fluoresceina) en el extremo
5’, un silenciador no fluorescente ("Dark Quencher”) en el extremo 3’,
que permite una monitorizacion mas precisa de las variaciones de
fluorescencia, y un péptido MGB (“Minor Groove Binder”) que
aumenta la temperatura de hibridacién sin aumentar el tamafio de la
sonda y sirve de anclaje uniéndose al surco menor del DNA.

Tabla 6.- Oligonucleodtidos disefiados en este estudio para su utilizacion
en PCR cuantitativa.

Nombre Posicion? Secuencia (5-3) T (°C)b
PCER F 838 GGATTC ATG GAG CGG CAG TA 60
BCER-MGB 862 CGA AAC AAG ATT ACICT 70
PCER R1 888 TCT TAC GAACCAATCTTT CGT ATT ATC ATT 60
PCER R2 905 GAT ACA GCT GCT CTT ACG AAC CAA 60
PCER R3 956 GCTTACCTGTCATTG GTG TAACTT CA 60

Posicién en la secuencia del gen pc-plc (n° de acceso M24149, NCBI), correspondiente
a la cepa B. cereus GP-4.
®Temperatura de hibridacion.

La especificidad de los cebadores disefiados se ensayé mediante
PCR convencional. La combinacion PCER-F y PCER-R1 mostré que
en algunas cepas se obtenia un producto de amplificacion de tamafio
mucho mayor al esperado (900 pb), por lo que fue descartada. Con
la combinacion PCER-F y PCER-R2 se obtuvo el amplificado en
todas las cepas del “grupo B. cereus” excepto en B. mycoides CECT
4124. Con la combinacion PCER-F y PCER-R3, el total de cepas del
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“grupo B. cereus” presentaron amplificado mientras que no aparecia
en otras especies.

Ademas, se realizé un analisis pormenorizado de las zonas diana de
los cebadores a partir de las secuencias obtenidas en este estudio.
Los resultados se muestran en la Tabla 7 y revelan un menor
numero de desapareamientos en la secuencia de los cebadores
PCER-F y PCER-R3, por lo que fueron seleccionados para Q-PCR.

Tabla 7.- Homologia de los cebadores disefiados con las secuencias
diana en diferentes cepas del “grupo B. cereus”, a partir de los
amplificados obtenidos con los cebadores Pf/Cr y Pf/PCER-R3.

Especie Cepa Cebadores
F R1 R2 R3
CECT 193 y B68 - 1 2 -
B. cereus
CECT 495 y CECT 496 1 1 2 1
B. thuringiensis CECT 197", CECT 4494, ) ) ) )
' 9 CECT 4495
CECT 4123, CECT 4127 y > 2 1
CECT 4128'
B. mycoides CECT 4125 - 2 2 ND?
CECT4124 y B74 2 6 3 1
B69 1 1 1 1
B. weihenstephanensis CECT 5894 - 2 2 1
B. pseudomycoides CECT 7065" - 2 1 ND

"Combinacién de cebadores: F (PCER-F); R1 (PCER-R1); R2 (PCER-R2); R3 (PCER-R3).
®ND, no determinado.
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Tabla 8.- (Continuacion).

T cepa tipo. CECT, Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo. INRA, Instituto Nacional de
Investigaciones Agrarias, Francia.

MaT, genotipado, identificacion derivada del genotipado con ISR y RAPDs (Ocio et al.,
2002 y Martinez-Blanch et al., 2003): grupo | y II) B. mycoides/B. pseudomycoides/B.
weihenstephanensis, grupo Ill y IV) B. cereus y grupo V y IV) Bacillus cereus/B.
thuringiensisis .

@Amplificacion correspondiente a los cebadores (pb): hbl (HD2 F/HA4 R, 1091); nhe
(NA2 F/NB1 R, 766); ces (CesF1/CesR2, 1271); cytK (CK F2/CK R5, 421); pc-plc
(Pf/Pr, 411); pc-plc y sph (Pf/Cr, 1461); clo, (BC-1/BC-2, 185) y entFM (EntA/EntB,
1269).

CPperfil toxigénico segun agrupamiento UPGMA (Figura 4) resultado de las diferentes
combinaciones de la presencia de los diferentes factores de virulencia ensayados.

“”Especificidad de los cebadores ensayados por PCR convencional: R1) PCER-F y
PCER-R1, R2) PCER-F y PCER-R2 y R3) PCER-F y PCER-R3.

@Amplificacion inespecifica de un fragmento de 900 pb.
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4.- PCR cuantitativa a Tiempo Real
4.1.- Puesta a punto de la Q-PCR: Sistema SYBR Green

Con el fin de optimizar la reaccion de Q-PCR se compararon los
valores de Ct obtenidos con las diferentes concentraciones de
cebadores ensayadas para 1 ng de DNA molde por reaccion (Figura
7), y se comprobd la ausencia de formacién de dimeros de
cebadores y de amplificaciones inespecificas mediante el analisis de
la curva de disociacion. La concentraciéon de 300 nM para cada
cebador correspondia al valor de Cr mas bajo, por lo que fue
seleccionada.

0.1

0,001
1 2 5 7 9 11 13 45 47 19 21 23 26 27 20 31 323 35 3T 0 41 42 45

Fluorescencia (Rn)

Numero de ciclos

Figura. 7.- Curvas de amplificacion obtenidas mediante SYBR Green Q-
PCR, utilizando 1 ng de DNA molde, correspondientes a las distintas
concentraciones de cebadores ensayadas. De izquierda a derecha,
PCER-F/PCER-R3 (Ct correspondiente): 300 nM (26,1); 50 nM/300 nM
(27,3); 300 nM/50 nM (28,4) y 50 nM (29,6).

Los ensayos de especificidad se realizaron mediante Q-PCR
utilizando como molde 10 ng de DNA y 300 nM de los cebadores
PCER-F/PCER-R3. De las 59 cepas del “grupo B. cereus” ensaya-
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das, el 93 % presentaron valores de Cty de 19.5 £ 1.5, lo que
confirma la validez de los cebadores para la deteccion de cepas de
B. cereus. Las cepas de referencia B. mycoides CECT 4124, CECT
4125y CECT 7065', y la cepa B74 mostraron valores de Cr fuera del
intervalo establecido (30,6, 23,5, 30,0 y 29,6, respectivamente). El
analisis de sus secuencias mostro diferencias en la diana de los
cebadores, lo que explica los valores mas altos de Ct debido a la
menor eficacia en la hibridacion. Las cepas de otras especies, asi
como los controles negativos sin DNA molde, presentaron valores de
Ct = 40, por lo que se establecio este Ct como resultado negativo
para la presencia de B. cereus. Los resultados del analisis de la
curva de disociacién de los productos de PCR presentaron valores
de Ty, entre 77,7 °C y 79,2 °C (Figura 8), lo que confirma la
amplificacion del fragmento esperado, pero indica ligeras variaciones
en la secuencia del amplificado entre cepas. Estos resultados ponen
de manifiesto que existe una elevada diversidad en la secuencia del
gen pc-plc.

Fluorescencia (berivada ARn)

= u] 53] 70 75 20 25 a0 95

Numero de ciclos

Figura 8.- Analisis de las curvas de disociacion (representacion grafica
de la derivada de la ARn frente a la temperatura en °C) de los
amplificados obtenidos para las cepas de B. cereus (T.,): CECT 148"
(78,8 °C), CECT 131 (78,6 °C), CECT 495 (77,7 °C), CECT 4014 (79,2
°C) y CECT 5148 (78,4 °C), que muestra el rango de T, de las especies
del “grupo B. cereus”.
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4.2.- Puesta a punto de la Q-PCR: Sistema TagMan

Se ensayaron diferentes concentraciones de la sonda TagMan
BCER-MGB (50,100, 200 y 300 nM) en presencia de 300 nM de los
cebadores PCER-F y PCER-R3, concentracion optima en modo
SYBR Green, y 1 ng de DNA molde por reaccién. El Cr mas bajo con
una menor concentracion de sonda, correspondié a 200 nM, por lo
que fue seleccionada como concentracion optima.

A continuacién se realizaron los ensayos de especificidad utilizando
dichas concentraciones de sonda y cebadores, y 10 ng de DNA
molde. El 85 % de las cepas del “grupo B. cereus” ensayadas,
presentaron un valor de Ct de 21,9 + 2. En el caso de las cepas de
referencia B. mycoides CECT 4124, CECT 4125 y B.
pseudomycoides CECT 7065' y la cepa B74, los valores de Cr
fueron de 30,7, 36,9, 28,6 y 30,6, respectivamente, algo mayores
que la media como ya se observé en el ensayo con SYBR Green,
probablemente debido a diferencias en la secuencia de los
cebadores. Sin embargo, no se obtuvo sefal de fluorescencia en las
cepas de referencia B. thuringiensis CECT 4494, CECT 4495 y
CECT 7034 y los aislados ambientales B63 y B73 (8 %). En las
cepas B. thuringiensis CECT 4494 y CECT 4495 se secuenci6 el
amplificado de 1461 pb delimitado por los cebadores Pf/Cr (Tabla 2),
que contiene las dianas de los cebadores y la sonda de Q-PCR, y se
observd la existencia de, al menos, dos desapareamientos en la
secuencia diana de la sonda, lo que explica este resultado. Las
cepas de otras especies del género y de otros géneros presentaron
valores de Cr = 40,0 al igual que los controles negativos sin DNA
molde, estableciéndose este Ct como resultado negativo para la
presencia de miembros del “grupo B. cereus”.
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4.3.-Recta patrén de cuantificacion: SYBR Green y TagMan

Los resultados de las rectas patréon de cuantificacion obtenidas
realizadas a partir de DNA purificado, se muestran en la Tabla 9,
donde se recoge la media de los valores de Ct para 7 unidades
logaritmicas analizadas, cubriendo un rango entre 1,8 x 10° y 2
equivalentes gendmicos por reaccion. Las rectas patron de células
se muestran en la Tabla 10, y corresponden a 6 unidades
logaritmicas en el caso del sistema SYBR Green para el rango entre
4,4 x 10° y 5 células por reaccion, y de 7 unidades logaritmicas en el
sistema TagMan entre 3,9 x 10° y 4 células por reaccion. Los
resultados de cada sistema de Q-PCR de forma independiente,
SYBR Green y TagMan, corresponden a un total de nueve
reacciones analizadas en tres ensayos independientes (tres
replicados por reaccion).

La concentracion de DNA o de células se calculé por
espectrofluorometria o recuento en placa, respectivamente. Dado
que se realizan diluciones decimales seriadas para conseguir los
distintos niveles de genomas/células y que se analiza una alicuota
de cada una de ellas, se calcularon los niveles de confianza al 95 %
mediante Simulacién Montecarlo (10° repeticiones).

En la Figura 9 se muestran las rectas patron de cuantificacion
obtenidas mediante la representacion de la media de los valores de
Cr, frente a la cantidad de equivalentes genémicos o células
utilizadas en cada reacciéon de Q-PCR para los sistemas SYBR
Green y TagMan.
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Figura. 9.- Analisis de regresion para los valores de las rectas patrén, a
partir de DNA (M,[1) y de células (®,0) mediante el sistema SYBR
Green (A)y TagMan (B). A Valor de Ct no utilizado en el analisis.
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El analisis de regresion lineal de los datos obtenidos para las rectas
patron de DNA y células, muestra valores de R? cercanos a 1 (0,997
y 0,981 en los ensayos de SYBR Green Q-PCR, y 0,998 y 0,994 en
los ensayos TagMan Q-PCR, respectivamente). Estos resultados
indican que las reacciones de amplificacion ofrecen una buena
linealidad en el intervalo de 10° a 1 genomas/células por reaccion.
Sdlo en el ensayo TagMan con células, el intervalo analizado fue
entre 10° a 10" células por reaccion, pues como se observa en la
Tabla 10 y en la Figura 9B, el valor medio de Ct obtenido para el
nivel de 4 células (35,3) no mantiene la relacién lineal respecto del
anterior (34,0), por lo que no se tuvo en cuenta para el analisis.

Los valores de las pendientes (s) para las rectas de DNA y células
fueron de -3,40 y -3,42 en los ensayos con SYBR Green, y de -3,46 y
-3,45 en los ensayos con la sonda TagMan, valores muy proximos al
optimo tedrico de -3,32 (Higuchi et al. 1993). La eficiencia de la
reaccion de PCR (E) fue calculada segun describen Knutsson et al.
(2002) aplicando la formula, E = 10" -1. Para las rectas de DNA y
células por SYBR Green se obtuvieron eficiencias de 0,97 y 0,96, y
en TagMan Q-PCR de 0,94 y 0,95, respectivamente, valores que
demuestran una elevada eficiencia de amplificacion y una buena
optimizacién de las condiciones de PCR.

El limite de cuantificacion se estableci6 considerando: i) las
concentraciones en las que se mantiene la linealidad de la recta
patrén, ii) que el total de replicados analizados fueran positivos v iii)
que la desviacion estandar fuera inferior a 1. En el caso de DNA
correspondié a 18 equivalentes gendmicos por reaccion tanto para
SYBR Green como TagMan, y en el caso de células a 44 y 39 ufc
por reaccion, respectivamente. Ademas, se comprobd que no existia
solapamiento entre los intervalos de confianza al 95 % para los
valores establecidos como limite de cuantificacion, como se observa
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en la Tabla 11. Por ejemplo, en el caso del DNA, al valor de
deteccidén de 18 genomas /reaccion, se asocia el intervalo entre 11y
27, que se solapa con el intervalo de 4-16 del valor justo inferior de la
recta patrén (9), pero no con el intervalo del valor superior (90), el
cual comprende entre 74 y 112.

Tabla 11.- Valores obtenidos para establecer el limite de cuantificacion
utilizando los intervalos al 95 % obtenidos por Simulacion Montecarlo.

Recta Patron DNA

SYBR Green
Recta Patrén Células

TaqMan
Recta Patron Células

Genomas/reaccion Intervalo 95 %

Células/reaccion Intervalo 95 %

Células/reaccion

Intervalo 95 %

90 74-112 220 194-252 195 171-226

18° 11-27 44° 32-58 39° 28-53
9 4-16 22 14-32 20 12-29
2 0-5 5 1-9 4 1-8

#Valor establecido como limite de cuantificacion.

En cuanto a los niveles de sensibilidad, en los ensayos con SYBR
Green y TagMan fueron de 5 y 4 células en el 100 % de los
replicados, y 2 equivalentes gendmicos en el 45 % y en el 67 % de
los replicados, respectivamente. En base a estos resultados, la
deteccion por Q-PCR es diez veces mas sensible que por PCR
convencional.

Los resultados de ambos sistemas SYBR Green y TagMan,
muestran una buena correlacion entre las cantidades de DNA molde
o células y los valores de Ct obtenidos después de la amplificacion.
El sistema TagMan Q-PCR presentd valores mas bajos de
desviacion estandar (DE), lo que indica una mayor precision en la
cuantificacion. Asi mismo, ambos sistemas han mostrado resultados
similares en cuanto a sensibilidad y cuantificacion. Sin embargo,
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debido a la alta diversidad encontrada en la secuencia del gen pc-
plc, y con el fin de que el sistema de Q-PCR permita la deteccion del
mayor numero posible de especies del “grupo B. cereus’,
seleccionamos el sistema SYBR Green para los ensayos en
alimentos inoculados artificialmente.

4.4.- Aplicacién en alimentos

4.4.1.- Ensayos en alimentos contaminados artificialmente: huevo
liquido y leche en polvo infantil.

Huevo liquido

En la Tabla 12 quedan recogidos los resultados de cuantificacion
obtenidos respecto a la recta patron de DNA y a la recta de células
para las muestras de huevo liquido analizadas. Los valores
obtenidos a partir de ambas rectas fueron muy similares a los
obtenidos en el recuento en placa. Para analizar el grado de
coincidencia entre la cuantificacion por Q-PCR frente al método de
recuento en placa se calculd la exactitud relativa (ER (%) = (valor del
recuento/valor Q-PCR) x 100), expresada en porcentaje (ISO
14160:2003). Una ER del 100 % entre los valores del método
alternativo (Q-PCR) frente al método de referencia (recuento en
placa) indica una total coincidencia. Los valores de exactitud relativa
obtenidos para la recta de cuantificacion de DNA mostraban valores
entre 86 % y 113 %, y en el caso de la recta de células entre 90 % y
116 %, en ambos casos para un intervalo entre 10" a 10° células o
genomas por reaccion. Estos valores se consideran aceptables para
cuantificacion por Q-PCR, y por tanto ambas aproximaciones son
adecuadas para estimar la cantidad de B. cereus presente en huevo
liquido.
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El analisis de regresién de los valores de Cy frente al logaritmo
decimal de la concentracién de células revel6 un valor de pendiente
de -3,40, correspondiendo a una eficiencia de la reaccion de PCR de
0,96 y una R? de 0,999. Estos valores muestran una eficiencia igual
a la obtenida en ausencia de la matriz alimentaria, llegandose a
detectar 4 células en el 89 % de los replicados (8 de 9 reacciones,
Tabla 12). No obstante, la desviacion estandar de los valores de Cy
correspondientes a este nivel de células era superior a 1 (Tabla 12).
Este resultado confirma que el limite de cuantificacion de la reaccion
de Q-PCR en el alimento también es de un orden logaritmico (40
células en este caso, 50 células en el ensayo sin matriz alimentaria).

Tabla 12.- Cuantificacion de B. cereus por SYBR Green Q-PCR en
huevo liquido contaminado artificialmente.

N° aprox. Ratio® Valores Cr Recta de DNA Recta de células

de celulas Media + DE’ | cuantificacion ER°(%)] cuantificacion  ER (%)

4x10° 9/9 19,34 +0,48 39x10° 96,92 | 3,8x10° 95,96
4x10* 9/9 22,70+0,26 40x10* 99,72 | 4,0x10* 99,99
4x10° 9/9 26,13+0,23 39x10° 9784 | 40x10° 99,40
4 x10° 9/9 29,32+0,28 45x10° 112,94 | 4,6 x10° 116,12

40 9/9 33,12+0,52 36 86,27 36 89,98

4 8/9 36,26 + 1,45 B d d d

@Reacciones positivas frente al total de reacciones realizadas.

®Desviacién estandar.

°Exactitud relativa, ER (%) = (valor del recuento/valor Q-PCR) x 100.
dalores por debajo del limite de cuantificacién establecido para la reaccion.

Leche en polvo infantil

Los resultados de Q-PCR obtenidos a partir de las muestras de leche
en polvo infantil inoculadas con diferentes concentraciones de
células se presentan en la Tabla 13. Los niveles de células obtenidos
a partir de ambas rectas fueron muy similares entre ellos y, aunque
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se aproximaban a los del recuento en placa, los valores de exactitud
relativa diferian entre un 59 % y un 12 % del valor 6ptimo tedrico del
100 %. Estos resultados indican que en la leche en polvo infantil
existe interferencia en la cuantificacion debida a la matriz, a
diferencia del ensayo en huevo liquido.

En el analisis de regresion se obtuvo un valor de pendiente de -3,61
correspondiente a una eficiencia de la reaccién de PCR (E) de 0,89 y
una R? de 0,989. En este caso se llegaron a detectar 2 células en el
100 % de los replicados, aunque se observo una elevada desviacidon
estandar entre los valores de C; correspondientes a esta
concentracion. Al igual que en el ensayo en huevo liquido no se
consideré para cuantificacion y, de nuevo, confirma el limite de
cuantificacion establecido, siendo en este caso 16 células (Tabla 13).
No obstante, el valor de la pendiente ligeramente inferior indica la
interferencia de la matriz en la cuantificacion.

Tabla 13.- Cuantificacién de B. cereus por SYBR Green Q-PCR en
leche en polvo infantil contaminada artificialmente.

N° aprox. Ratio® Valores Ct Recta de DNA Recta de células

de células Media + DE° | cuantificacion ER°(%)| cuantificacion _ ER (%)

1,5x10°  4/4 16,62 +0,36 24x10° 15395 24x10° 155,01
1,5x10° 4/4 20,00+ 0,68 24x10° 155,73| 2,5x10° 158,82
1,5x10*  4/4  23,89+0,80 1,7x10* 111,74 1,8x10* 115,64
1,5x10° 4/4 2865+0,75 6,9 x 10° 4464 7,3x10° 47,04

155 4/4 31,77 £ 0,63 84 54,03 90 57,61
16 4/4 33,80 £ 0,97 23 137,22 23 147,43
2 4/4 34,56 + 1,53 - - R R

@Reacciones positivas frente al total de reacciones realizadas.

PDesviacién estandar.

°Exactitud relativa, ER (%) = (valor del recuento/valor Q-PCR) x100.
YValores por debajo del limite de cuantificacién establecido para la reaccion.
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4.4.2.-Analisis de alimentos con contaminacion natural

El sistema de PCR desarrollado se aplicd6 en alimentos con
contaminacion natural que se analizaron, bien directamente o tras un
enriquecimiento, por PCR convencional y Q-PCR. En la Tabla 14 se
muestran los resultados de la deteccion por PCR convencional,
Q-PCR SYBR Green, recuento en placa y/o aislamiento e
identificacion.

Tabla 14.- Deteccion de B. cereus en alimentos con contaminacion
natural, directamente o con enriquecimiento, por PCR convencional,
Q-PCR y métodos tradicionales.

PCR SYBR Green Q-PCR Métodos

Alimento convencional?  (genomas/g)° tradicionales \dentificacion API
.- Sin enriquecimiento
Papilla 8 cereales ++ 209 30 ufclg B. cereus 1
Crema de Arroz +++ 3,5x10° 210 ufclg B. cereus 1
Harina de trigo + +© <10 ufclg .
I1.- Con enriquecimiento
Arroz con leche +H++ ND¢ Presencia B. cereus 2
Arroz con leche +H++ ND Presencia  “grupo B. cereus”
Arroz con leche +H++ Aprox. 10’ Presencia  “grupo B. cereus”
Canela en polvo +++ Aprox. 10* Presencia B. cereus 2

Intensidad del producto de amplificacién detectado por electroforesis en gel de agarosa.
®Cuantificacion a partir de la recta patrén de DNA.

Fuera del rango de cuantificacion.

“No determinado.

Todas las muestras analizadas fueron positivas por PCR
convencional y en todos los casos se confirmo la presencia de B.
cereus mediante aislamiento e identificacion de colonia, excepto en
la harina de trigo. Cabe destacar que, en este caso, por PCR
convencional se obtuvo una banda de amplificacion muy débil, y por
Q-PCR un Cy fuera del rango de cuantificacion, lo que explicaria su
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presencia en un nivel por debajo del limite de deteccidn por recuento
en placa.

En la muestra “Papilla de 8 cereales” y “Crema de arroz” los valores
de cuantificacion de SYBR Green fueron un orden logaritmico
superior que los obtenidos por recuento en placa. Cabe sefalar que
son alimentos con espesantes y compuestos bacteriostaticos que
reducen la a, del medio y pueden incluso impedir el crecimiento
bacteriano o la germinacion de esporas, lo que explicaria esta
diferencia.

5.- Ensayos con suspensiones de esporas de B. cereus

5.1.- Tratamientos con diferentes germinantes

El estudio del proceso de germinacion en las especies del “grupo B.
cereus” se abordd a partir del protocolo descrito en la bibliografia
para cepas de B. cereus por Clements y Moir (1998), que consistia
en una activacion térmica (70 °C, 30 min) seguida de una incubacién
a 37 °C durante 30 min con soluciones de germinacion de diferente
concentracion de L-alanina. En la Figura 10 se muestra el
comportamiento de las seis especies estudiadas monitorizado por la
disminucién de la refringencia de las esporas como indicador del
inicio del proceso de germinacioén, frente a las diferentes soluciones
de germinadores seleccionadas y descritas por otros autores: a) 100
mM de L-alanina (Collado et al., 2006), b) 25 mM L-alanina'y 1 mM
inosina (De Vries et al., 2004) y c) 0,5 mM de L-alanina y 0,5 mM de
inosina (De Vries et al., 2005). Se puede observar que las diferentes
cepas han mostrado comportamientos particulares de germinacion.
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La cepa B. cereus CECT 148" se caracterizd por una germinacion
rapida alcanzando una reduccién de absorbancia hasta un valor del
45 % en los primeros 10 min con cualquiera de las soluciones de
germinadores empleadas. Sin embargo, la cepa B. cereus CECT 131
mostré una germinacion mas lenta y diferentes respuestas a los
tratamientos empleados, resultando la combinacién “c” la mas eficaz.
La solucion de germinacion “a” no tuvo efecto en la cepa B.
thuringiensis CECT 1977, ni en B. weihenstephanensis CECT 5894
En esta ultima especie, las combinaciones “b” y "c” mostraron ser las
mas eficaces. En B. thuringiensis CECT 1977, la combinacién “c”
mostré la mayor eficacia. B. mycoides CECT 4128 unicamente
presenté germinacion con la combinacion “c”. En B. pseudomycoides
CECT 7065', la influencia de las 3 soluciones en la germinacion fue

diferente, produciéndose un mayor efecto con la solucion “c”.

La mejor combinacion para el conjunto de cepas ensayadas resulto

ser la solucion “c” que produjo la mayor reduccién de absorbancia en
un tiempo menor.
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Figura 10.- Cinética de germinacion en las cepas B. cereus CECT 148"
(A), B. cereus CECT 131 (B), B. thuringiensis CECT 197'(C), B.
mycoides CECT 4128" (D), B. weihenstephanensis CECT 5894" (E) y B.
pseudomycoides CECT 7065" (F), para las condiciones ensayadas: m)
control (sin ningun tratamiento), o) activacion térmica (30 min a 70 °C),
A) act. térmica y germinacion con 100 mM de L-alanina, e) act. térmica
y 25 mM L-alanina y 1 mM inosina, y o) act. térmica y 0,5 mM L-alanina
y 0,5 mM inosina.
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5.2.- Aislamiento de DNA genémico

Con el fin de optimizar el aislamiento de DNA a partir de esporas, se
empled la cepa B. cereus CECT 148", de la que se prepararon
suspensiones calibradas de esporas que se sometieron a diferentes
combinaciones de tratamientos térmicos y de germinacion previos al
procedimiento de extraccion por Qiagen. En cuanto a la germinacién
se ensayo la solucidon “c” seleccionada segun los resultados del
apartado anterior, y se combind con 2 tratamientos térmicos: G-1) 70
°C durante 30 min, utilizado en el apartado de germinacion, y G-2) 80
°C durante 10 min, tratamiento utilizado en métodos tradicionales
para el recuento de esporulados. Como tratamientos térmicos se
ensayaron los utilizados en la activacion térmica de las esporas, 70
°C durante 30 min, (T-1) y 80 °C durante 10 min, (T-2) y tratamientos
térmicos drasticos para la ruptura de cubiertas de las esporas, 100
°C durante 10 min (T-3) y 121 °C (1 atm.), 20 min (T-4). En paralelo
se analizé una muestra control, sin ningun tipo de tratamiento previo
al aislamiento del DNA, siguiendo el protocolo de Qiagen.

Para estimar con mayor precision la cantidad de DNA obtenido a
partir de las suspensiones de esporas se empleé el método
espectrofluorimétrico comercial “Quant-iT PicoGreen® dsDNA Assay
Kit” (Molecular Probes), y Q-PCR con SYBR Green |, utilizando los
cebadores PCER-F/PCER-R3.

En la Figura 11 se muestra el resultado del ensayo de amplificacion
por PCR convencional a partir del DNA obtenido con diferentes
tratamientos térmicos. Como se observa, el producto de
amplificacion de 144 pb aparecia en todos los casos, aunque se
aprecia una menor amplificacion en el T-4, indicando probablemente
dano fisico por rotura del DNA como consecuencia del drastico
tratamiento térmico.
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Figura 11.- Productos de la amplificacién por PCR convencional,
utilizando los cebadores PCER-F/PCER-R3, y como molde el DNA
obtenido mediante extraccién con Qiagen (A), y una dilucién 10 del
mismo (B), para los tratamientos ensayados: T-2) 80 °C, 10 min; T-3)
100 °C, 10 min y T-4) 121 °C (1 atm.), 20 min. M, marcador de pesos
moleculares (escalera de 100 pb).

En la Figura 12 se muestran los resultados de cuantificacion
obtenidos con los 2 métodos ensayados. Sorprendentemente,
observamos un buen nivel de recuperacion de DNA en la muestra
control, es decir, a partir de suspensiones de esporas siguiendo el
protocolo de extraccion de Qiagen. Cabe destacar que este
procedimiento incluye una incubacion de 30 min a 37 °C con lisozima
(descrita en la bibliografia como posible germinante) y 30 min a 70
°C con proteinasa K, combinando un tratamiento térmico con una
lisis proteica. Ambos pasos favorecen, como se observa en la
muestra control, la recuperaciéon de DNA de esporas.
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Figura 12.- Rendimiento de la extraccion de DNA (%) respecto a la
muestra control, estimado mediante “PicoGreen” (A) y SYBR Green Q-
PCR utilizando los cebadores PCER-F/PCER-R3 (B) para los
tratamientos ensayados: Control, sin tratamiento; T-1) tratamiento
térmico, 70 °C, 30 min; T-2) 80 °C, 10 min; T-3) 100 °C, 10 min; T-4) 121
°C (1 atm.), 20 min, G-1) activacion 70 °C, 30 min previo a la
germinacion y G-2) activacion 80 °C, 10 min y germinacion. Los
resultados corresponden a los valores medios de tres ensayos
independientes.

No obstante, al comparar los resultados obtenidos con los dos
métodos de cuantificaciéon del DNA, se observa que ambos coinciden
en que de los tratamientos ensayados el de mayor rendimiento fue el
G-1. El resto de tratamientos mostraron un rendimiento relativo
similar, excepto en el caso de los T-3 y T-4, en que la diferencia
entre ellos fue inferior al 5 % por “Picogreen” y fue de un 70 % por Q-
PCR. Los resultados de la PCR convencional y Q-PCR para estos
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tratamientos son coincidentes, y sugieren que la calidad del DNA
para PCR en la muestras del tratamiento T-4 es peor que en el resto
de muestras analizadas.

Los resultados de la cuantificaciéon por Q-PCR se sometieron a
analisis de la varianza (ANOVA), para la comparaciéon de medias
entre los tratamientos. Para un nivel de confianza del 95 % se
observa que existen diferencias significativas entre los tratamientos
T-4, que resulté el menos eficiente, y G-1 que presentdé mayor
rendimiento en la recuperacion de DNA (Figura 13). Aunque no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos de
activacion térmica T-1, T-2 y T-3, el T-1 presentdé valores mas
elevados, con ambos métodos de cuantificacion.

Means and 95,0 Percent LSD Intervals
(X 10000,

-
o2

response

RRAN RRRI LA AR LAY
-
]
%]
-
x|
Lol b

o [N N ©

Control T1 T2 T3 T4 Gl @2
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Figura 13.- Representacion grafica LSD (“Least Significant Difference”)
del analisis de la varianza para los diferentes tratamientos analizados:
Control, sin tratamiento; T-1) tratamiento térmico, 70 °C, 30 min; T-2)
80 °C, 10 min; T-3) 100 °C, 10 min; T-4) 121 °C (1 atm.), G-1)
activacion 70 °C, 30 min previo a la germinacién y G-2) activacion 80 °C
10 min y germinacion.

Se ensayaron a continuacion en las otras especies los tratamientos
que habian presentado mayor rendimiento en la extraccion de DNA
en la cepa B. cereus CECT 148", T-1 (activacién térmica) y G-1
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(activacion térmica mas germinacion), para evaluar su efectividad a
nivel de “grupo B. cereus”. Los resultados aparecen en la Figura 14.

Leyenda en pagina siguiente.
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Figura 14.- Rendimiento de los procedimientos ensayados en la
extraccion de DNA (%) respecto a la muestra control, estimado
mediante SYBR Green Q-PCR para distintas especies del “grupo B.
cereus”. Control, sin tratamiento; T-1) activacién térmica, 70 °C, 30 min;
G-1) activacion 70 °C, 30 min y germinacién con 0.5 mM de L-alanina y
0.5 mM inosina a 37 °C durante 30 min.

El tratamiento G-1 (activacién térmica, 70 °C durante 30 min, y
germinacion con 0.5 mM de L-alanina y 0.5 mM inosina a 37 °C
durante 30 min) fue el mas eficiente en B. thuringiensis CECT 1977,
B. cereus CECT 148" y B. cereus CECT 131, en este orden, y
practicamente igual que el control en B. weihenstephanensis CECT
5894 y B. pseudomycoides CECT 7065'.

5.3.- Aplicacioén en alimentos inoculados artificialmente

Con el fin de establecer un procedimiento adaptado al analisis
rutinario de alimentos y, dado que el método de Qiagen resulté eficaz
para la extraccion de DNA, incluso sin tratamiento previo adicional,
se valoré la posibilidad de su utilizacion directamente. Para ello se
prepararon diluciones decimales seriadas de esporas en SST y se
extrajo el DNA tanto mediante Qiagen directamente, como aplicando
previamente el tratamiento G-1. La cuantificacion se realizé mediante
SYBR Green Q-PCR. A continuacion se analizaron muestras de
huevo liquido y leche en polvo infantil contaminadas artificialmente
en paralelo, a partir de suspensiones de esporas conteniendo entre 1
y 10° esporas/ml. La extraccion del DNA se realizé igualmente por el
método de Qiagen, con y sin el tratamiento previo G-1.

En las Tablas 15 y 16 se muestran los valores medios de Cr
obtenidos para dos ensayos independientes. Los resultados indican
la deteccidon de hasta 3-4 esporas por reaccién. En el ensayo con
SST se observé que la cuantificacion por interpolacion en la curva
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patron de DNA para los diferentes niveles ensayados, en general era
superior al valor estimado por recuento en placa. Este resultado se
explica porque el recuento en placa sélo cuantifica las esporas que
han conseguido germinar y crecer, o por la infravaloracion producida
debido a la formacion de agregados de esporas en el alimento.

Tabla 15.- Cuantificacion de B. cereus por SYBR Green Q-PCR a partir
de suspensiones de esporas, utilizando el método Qiagen para la
extraccion del DNA, con y sin el tratamiento previo G-1.

Approx. N° Qiagen G-1 + Qiagen
of spores Ratioe Cr+S.D. Cuantificationc Ratio Cr+S.D. Cuantification
2,6 x10* 4/4 21,85+0,08 22257 4/4 21,67 +0,35 24933
26x10° 4/4 24,77 +0,08 3344 4/4 24,75+0,16 3388
2,6 x 10° 4/4 28,89 +0,92 231 4/4 28,38 +0,35 321
26 4/4 31,39 +0,53 46 4/4 30,85 +0,59 65
3 4/4 32,05+0,58 30 4/4 33,34 +1,25 13

Positive signals/ total reactions.

PStandar Desviation.

“Cuantificacion obtenida por interpolacion en la recta patron de DNA.
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Tabla 16.- Cuantificacion de B. cereus por SYBR Green Q-PCR a partir
de alimentos inoculados con esporas, utilizando el método Qiagen para
la extraccion del DNA, con y sin el tratamiento previo G-1.

N° aprox. Qiagen G-1 + Qiagen
o de esporas " Rafis Cr £ DEP Ratio Cr +DE
-g 2,9x 10 4/4 21,49 + 0,20 4/4 30,92 +1,17
2 2,9x10° 4/4 25,69+ 0,11 4/4 27,96 + 1,00
% 2,9x10° 4/4 29,99 + 1,14 4/4 26,92 + 0,30
2 29 4/4 31,45+ 0,56 4/4 37,75 £ 0,63
3 4/4 32,19+ 0,53 4/4 30,43 £ 0,48
N° aprox. Qiagen G-1 + Qiagen
o de esporas  Ratio Cr +DE Ratio Cr +DE
% 3,4 x 10 4/4 22,51+0,17 4/4 23,58+ 0,19
2’ 3,4 x 10° 4/4 25,80+ 0,26 4/4 26,14+ 0,36
g 3,4 x 10 4/4 29,28+ 0,28 4/4 29,52+0,73
§ 34 4/4 32,56 + 0,53 4/4 32,33+0,54
4 4/4 33,79+ 0,63 4/4 33,96+ 1,85

:Reacciones positivas frente al total de reacciones realizadas.
Desviacién estandar.

La Tabla 17 muestra la comparacion de los resultados de los analisis
de regresion obtenidos de los ensayos con suspensiones de esporas
y con esporas inoculadas en huevo liquido y leche en polvo infantil,
en cuanto a la extraccion de DNA a partir de las esporas, con Qiagen
directamente o con el tratamiento previo G-1.

En el ensayo con suspensiones de esporas se observaron valores de
pendiente similares con Qiagen y G1+Qiagen: -3,27 y -3,12,
respectivamente, y proximos al optimo teorico -3,32. Estos valores
muestran buena correlacion con los del recuento en placa y, como se
observa por los valores de E, una elevada eficacia en la
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amplificacion, siendo ligeramente mejor en el caso de la extraccion
directamente con Qiagen. En los ensayos con alimentos inoculados,
huevo liquido y leche en polvo infantil, se observaron valores mas
proximos al éptimo tedrico con el método de Qiagen (-3,42 y -3,36,
respectivamente) que empleando el tratamiento G-1 previamente. En
todos los casos se obtuvo una R? = 0,99, lo que indica una buena
linealidad de amplificacion para el intervalo en estudio, excepto en el
ensayo con huevo liquido utilizando el tratamiento previo G-1, en el
que los valores de R? (0,26) y s (-1,95) indican que no hay
correspondencia entre el numero de esporas inoculado y el valor de
Cr, en el intervalo de concentraciones ensayadas.

Tabla 17.- Resultados de los analisis de regresion correspondientes a
los ensayos con suspensiones de esporas, esporas inoculadas en hue-
vo liquido y en leche en polvo infantil recogidos en las Tablas 15y 16.

Ensayo Qiagen G-1 + Qiagen

s? EP R? s E R?

Susp. esporas -3,27 1,02 0,992 -3,12 1,09 0,995
Leche en polvo -3,36 0,98 0,999 -2,96 1,17 0,997

3s, pendiente obtenida en el intervalo de 10* a 10" esporas por reaccion.
®E, eficiencia de amplificacion (E = 107 -1).

El método Qiagen para la extraccion de DNA ha funcionado
satisfactoriamente sin necesidad de tratamiento previo en los
alimentos analizados, huevo liquido y leche en polvo infantil, para los
niveles de contaminacién ensayados. Probablemente esto se debe a
que incluye una incubacion de 30 min a 37 °C en presencia de
lisozima que facilita la ruptura de la pared celular y permite iniciar la
germinacion.
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6.- PCR cuantitativa a tiempo real con transcripcion inversa
6.1.- Aislamiento de RNA total

De los tres métodos comerciales ensayados para la recuperacion del
RNA a partir de células de B. cereus CECT 148", el denominado
“Total Quick RNA Cells & Tissues” (Talent) recuperé6 mayor
proporcion de RNA de pequefio tamano (RNA mensajero) y menor
DNA gendémico, como se observa en la Figura 15. A continuacion, y
tras comprobar la presencia de DNA, mediante amplificaciéon por
PCR convencional, se procedio a realizar un tratamiento con DNasa |
(Takara).
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Figura 15.- Electroforesis de RNA total aislado con tres métodos
comerciales: A) Marcador de peso molecular, DNA del fago lambda
digerido con Hindlll (Gibco); B) “UltraClean® Microbial RNA Kit” (Mo Bio,
Laboratories); C) “RNeasy® Mini kit” (Qiagen); D) “Total Quick RNA Cells
& Tissues kit” (Talent).

6.2.- Optimizacion del tratamiento con DNAsa |

Con el fin de establecer un procedimiento para la eliminacion del
DNA residual de las muestras de RNA, se ensayaron los
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tratamientos descritos en el apartado 9.1 de Material y Métodos (pag.
65), y a continuacién se sometieron a analisis por PCR convencional
y Q-PCR para evaluar la eficacia de eliminacion del DNA. Con el
tratamiento “b” (0,5 U/0,5 ug de RNA, 30 min a 37 °C), se obtuvo
amplificacion por Q-PCR por lo que fue descartado. Con los
tratamientos “a”, “c” y “d” (0,5 U /0,5 ug de RNA, 60 min, a 37 °C; 1
U/0,5 ng de RNA, 30 min a 37 °C y 2 U/0,5 ng de RNA, 30 min a 37
°C, respectivamente), no se obtuvo amplificacion. Se seleccion6 el

tratamiento “a”, ya que aseguraba la ausencia de DNA utilizando una
menor concentracion de DNAsa .

6.3.- Q-RT-PCR: Sistema SYBR Green

Tal y como se ha especificado en el apartado 9.2 de Material y
Métodos (pag. 65), para desarrollar el sistema de Q-RT-PCR en
modo “one-step”, en primer lugar se emplearon las condiciones
optimizadas para la Q-PCR (SYBR Green MasterMix y 300 nM de
cada cebador), incorporando 6 U de “MultiScribe® Reverse
Transcriptase enzyme” (Applied Biosystems) para un volumen final
de 25 ul, y como molde 20 ng de RNA previamente sometidos al
tratamiento con DNasa |. El andlisis de la curva de disociacion
mostro la presencia de un pico (T, = 82,0 °C) que no correspondia
con lo esperado segun lo obtenido por Q-PCR, por lo que fue
secuenciado. La secuencia obtenida se analiz6 con la herramienta
informatica BLAST del NCBI. Dicha secuencia presentd un alto grado
de similitud con la secuencia del gen de RNAr 16S de diferentes
cepas de B. cereus. Se comprob6 con el programa Primer Express,
que la longitud total de la secuencia del amplificado era de 90 pb y
que presentaba una T,, = 81° C. Ademas, el analisis de la secuencia
reveld las coincidencias con los 5 primeros nucledtidos del extremo
3’ del cebador PCER-R3 y de los 6 primeros nucledtidos del extremo
3’ del cebador PECER-F (Figura 16). Ello permitia la hibridacion del
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cebador reverso en el RNA ribosémico 16S y del directo en el cDNA,
llevando a la amplificacion del fragmento inespecifico. Esta situacion
podria explicarse debido a la mayor proporcién de RNA ribosémico
frente al RNA mensajero y a las condiciones poco restrictivas de la
reaccion: una temperatura para la transcripcion inversa de 48 °C y
una alta concentracion de MgCl, (MasterMix).

Secuencia dagion del gen de RNA ribosémico 16S de B. cereus

A
— —
5[GGATTCATGGAGCGgcagtalc GGAATCTTCC GCAATGGACG AAAGTCTGAC GGAGCAACGC CGCGTGAGTG Aflgaag TTACACCAATGACAGGTAAGC] 3
PCER-F PCER-R3

Figura 16.- Secuencia del producto de amplificacién de T, = 82 °C
obtenido por Q-RT-PCR. Se indican los nucledtidos que coinciden con
los cebadores PCER-F y PCER-R, especificos de B. cereus y dirigidos
al gen pc-plc.

Para evitar esta amplificacion inespecifica se procedidé a una
optimizacién en RT-PCR y Q-RT-PCR, ensayandose diferentes con-
centraciones de MgCl,. El analisis de la curva de disociacion permitié
establecer las condiciones mas favorables (2,5 mM MgCl,) para
obtener mayor especificidad de amplificacién para el producto
deseado (T, = 79,8 °C) y menor formacion de dimeros de cebadores
(Figura 17). Una vez fijada la concentracion de MgCl,, se realizé de
nuevo la titulacion de los cebadores confirmandose que 300 nM era
la éptima, presentando el valor de C+ mas bajo para el nivel de DNA
molde utilizado, lo que indica mayor eficiencia en la amplificacién.
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Figura 17.- Optimizacion de la reaccion de Q-RT-PCR en modo SYBR
Green, curvas de disociacion de los amplificados obtenidos a diferentes
concentraciones de MgCl; (representacion grafica de la derivada de la
ARn frente a la temperatura en °C).

6.4.- Q-RT-PCR: Sistema TagMan

Dado que, incluso tras la optimizacién de las concentraciones de
MgCl, y cebadores en el analisis de disociacion, aparecia el pico de
Tm de la amplificacién inespecifica, se optd por el sistema TagMan
utilizandose la sonda MGB previamente disefiada para este gen. De
este modo se pretendia aumentar la especificidad y evitar
interferencias en la cuantificacion final debidas a la fluorescencia
emitida por amplificaciones inespecificas. La titulacion de la sonda
para ser utilizada en Q-RT-PCR mostré que los valores de Ct mas
bajos se obtenian con la concentracion de 50 mM y la concentracion
de cebadores de 300 nM.

La recta patron de cuantificacion se obtuvo representando
graficamente la media de los valores de Cr correspondientes a dos

ensayos independientes, frente a la cantidad de células utilizadas en
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cada reaccion de Q-RT-PCR, estimada por recuento en placa (Figura
18). Los valores cubrian un rango de 5 unidades logaritmicas (2,9 x
10% 2,9 x 10% 2,9 x 10% 298 y 30 ufc por reaccién). También se
estimé la cantidad de RNA total a partir de la cuantificacidon
espectrofluorimétrica con “Ribogreen” de la muestra mas
concentrada (Tabla 18).

El analisis de regresion lineal de los datos de la recta patrén para la
Q-RT-PCR ofrece un valor s = -3,66 cercano al valor éptimo, que
corresponde a una eficiencia E = 0,88 y un valor de R? = 0,99. Estos
resultados indican que la Q-RT-PCR desarrollada muestra una
buena linealidad de amplificacion para 5 6rdenes de magnitud,
obteniéndose un nivel de deteccion de aproximadamente 30 células
viables de B. cereus por reaccion (Figura 18 y Tabla 18).

0,01

Fluorescencia (Rn)

0,001 1 3 &8 7 8 11 13159 17 19 21 &3 25 27 20 31 33 35 37 39 41 43 45

Numero de ciclos

Figura 18.- Curvas de amplificacion obtenidas mediante TagMan Q-RT-
PCR para las diferentes concentraciones de células ensayadas
(ufc/reaccién). De izquierda a derecha: 2,98 x 10°; 2,98 x 10% 2,98 x 10°;
2,98 x 10% 2,98 x 10. En el grafico insertado se muestra el analisis de
regresion lineal entre el nUmero de células (expresado en logqo) y el Cr
(media de dos replicados).
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Tabla 18.- Curva patron para cuantificacién de células viables de B.
cereus mediante TagMan Q-RT-PCR. Se indica el numero de células
por reaccién y la cantidad de RNA total correspondiente, estimada por
cuantificacion espectrofluorimétrica con Ribogreen a partir de la muestra
mas concentrada.

, Intervalo de
RNA total N° de células . a ) o/ b Valores Cr
(pg/reaccion) (ufc/reaccion) Ratio”__confianza al 95 %

Inferior  superior Media + DE®

3,9 x 10* 2,98 x 10° 4/4 297012 299146 19,89 +0,19
3,9 x 10° 2,98 x 10* 4/4 29470 30147 24,01 £0,36
390 2,98 x 10° 4/4 2875 3088 28,13 +0,37
39 298 4/4 265 332 31,11+0,43
3,9 30 4/4 20 41 34,63 £ 0,57

@Reacciones positivas frente al total de reacciones realizadas.
®Intervalo de confianza al 95 % obtenidos obtenido mediante Simulacion Montecarlo.
“Media de dos determinaciones + desviacion estandar.

6.5.- Aplicacion en huevo liquido inoculado artificialmente

Con el fin de comprobar la aplicabilidad en alimentos del sistema de
Q-RT-PCR en la deteccion de formas viables de B. cereus, se
ensayo en huevo liquido inoculado artificialmente. EI RNA obtenido a
partir de alicuotas de 1 ml del alimento inoculado fue cuantificado
espectrofluorimétricamente con “Ribogreen” y sometido al trata-
miento con DNasa establecido en este estudio. En las muestras
donde no era posible obtener una cuantificaciéon espectrofotométrica
para ajustar el tratamiento a 5 U/0,5 ug de RNA (lo que indicaba una
concentracién de RNA por debajo de las ensayadas), se establecid
como tratamiento estandar la utilizacion de 0,25 U de DNasa | para
asegurar la eliminacién de trazas de DNA.

En la Figura 19 se presenta una tabla con los valores medios de Cr
correspondientes a dos replicados, en dos ensayos independientes,

122



cubriendo un rango de 4 unidades logaritmicas. Los valores medios
de los Ct obtenidos mostraron correspondencia con los resultados
del recuento en placa. Se obtuvo una linealidad aceptable entre los
valores medios de Cry los valores del recuento en placa (R?= 0,98).
Sin embargo el nivel de deteccion en este caso, esta en 847 células
viables por reaccién, lo que corresponde a 1,1 x 10* ufc/ml de la
muestra en origen. Ello supone una disminucion en el nivel de
sensibilidad de la Q-RT-PCR al ser aplicada en el alimento.

A)
3
© o4 /,
E .01 \ / /_\’/——\
o.001 XR /\\ :M
1 2 5 7 2 11115 17N1L]Qm2e1r02?(;e2ii§|7029 31 33 35 FF 39 41 43 45
B)
N° aprox. de células  Ratio® Valores CTD
Media £ DE
8,5x 10* 4/4 22,26+ 0,13
8,5x10° 4/4 29,53+ 0,17
847 4/4 34,25 + 0,35
85 4/4 >40°

#Reacciones positivas frente al total de reacciones realizadas.
®Valores de Cr, media + desviacidn estandar.
°Cr> 40, resultado negativo.

Figura 19.- A) Curvas de amplificacién obtenidas por TagMan Q-RT-
PCR para 8,5 x 10%; 8,5 x 10* 8,5 x 10? y 8,5 x 10 ufc/reaccion de B.
cereus inoculadas en huevo liquido. B) Valores de C+ correspondientes

a 4 repeticiones (dos replicados en ensayos independientes), media +
desviacion estandar.
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V.- DISCUSION






VI.- DISCUSION

La deteccion e identificacion de microorganismos patdgenos en
alimentos constituyen un objetivo de interés permanente dentro de la
microbiologia de los alimentos. En el caso de las bacterias, los
métodos microbiolégicos clasicos se basan en el aislamiento a partir
de los alimentos hasta obtener un cultivo puro, y en la posterior
identificacibn  mediante  pruebas morfologicas, bioquimicas,
seroldgicas, etc. Ello requiere tanto la utilizacion de numerosos
medios de cultivo con la consiguiente inversion en tiempo y personal
dedicado a ello, como el uso de diferentes metodologias. Ademas,
en ocasiones, la identificacion requiere de la realizacion de pruebas
adicionales que no siempre proporcionan un resultado concluyente.
Como principal alternativa a los métodos basados en el cultivo estan
las técnicas moleculares, entre las que destaca la PCR que presenta
como principales ventajas la rapidez y la precision en la deteccion de
microorganismos (Steffan y Atlas, 1991; Olsen et al., 1995; Hill,
1996; Mackay, 2004). Los ultimos avances tecnologicos han llevado
al desarrollo de equipos de PCR a tiempo real que permiten la
deteccion cuantitativa y automatizada de la diana elegida. La PCR a
tiempo real (Q-PCR) presenta mayor sensibilidad y menor tiempo de
deteccion que la PCR convencional, y ademéas permite la
cuantificaciébn del microorganismo de forma automatizada, evitando
las contaminaciones post-PCR. Dada la importancia de B. cereus
como contaminante de alimentos y como responsable de
toxiinfecciones alimentarias, y debido a su compleja posicién
taxonémica que dificulta en gran medida su identificacion mediante
los métodos basados en el cultivo, en este trabajo se ha desarrollado
un procedimiento para su deteccion e identificacion rapida y
cuantitativa a partir de alimentos mediante la tecnologia de PCR a
tiempo real como alternativa a los métodos tradicionales.
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1.- Diversidad fenotipica

En primer lugar se ha abordado la problematica de la identificacion
de B. cereus y el conjunto de especies relacionadas, utilizando
métodos tradicionales basados en el cultivo. Para ello se ha
empleado una coleccion de cepas de referencia del “grupo B.
cereus” y de otras especies proximas, asi como aislados de
alimentos caracterizados genotipicamente (mediante ISR-PCR y
RAPDs) en nuestro laboratorio y adscritos a dicho grupo. Se
comenzo con la caracterizacion e identificacion fenotipica utilizando
las pruebas bioquimicas habituales en el analisis microbiolégico de
alimentos.

El agar PEMBA, utilizado de forma generalizada y recomendado en
las normas internacionales como medio selectivo para B. cereus, ha
demostrado su eficacia en la diferenciacion de la mayoria de cepas
pertenecientes al “grupo B. cereus” del resto de especies de los
géneros Bacillus y Paenibacillus. En cuanto a las pruebas de
confirmacién consideradas en la normativa anterior (ISO 7932:1993
/Cor.1:1997), la B-hemodlisis, proporciona mayor numero de cepas
positivas pertenecientes al “grupo B. cereus” comparado con la
fermentacion de la glucosa, produccién de butanodiol y la
asimilacion de nitratos. Este resultado apoya su inclusion en la
normativa 1ISO vigente. Como excepcion, la cepa B44 mostré un
fenotipo atipico, siendo negativa para la actividad lecitinasa y para
la asimilacion del manitol. La ausencia o disminucion de la actividad
lecitinasa se asocia a posibles mutaciones en el gen del factor de
regulacion pleiotrépico PICR o en la secuencia de unién para PIcR
en los genes que son controlados a nivel de la transcripcion (Ehling-
Schulz et al., 2004). En este sentido, Slanti et al. (2004)
describieron la presencia de distintas mutaciones en el factor de
regulacion PIcR en algunas cepas pertenecientes al “grupo B.
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cereus”, que ocasionaban fenotipos lecitinasa negativo e incluso no
hemoliticos. La no asimilacién del manitol es poco frecuente, v,
segun el sistema de identificacién de API (Biomerieux), se presenta
en un porcentaje del 1 % en las cepas con un perfil de B. cereus
biotipo 1.

La identificacion a nivel de especie se realiza habitualmente
utilizando sistemas multiprueba miniaturizados. Uno de los mas
empleados, el sistema API, no permite la diferenciacion entre todas
las especies del “grupo B. cereus” debido al elevado numero de
caracteres que comparten. En este estudio, el 3 % de los aislados de
alimentos y la cepa CECT 40, identificados con técnicas moleculares
como “grupo B. cereus”, fueron identificados por API Unicamente
hasta nivel de género Bacillus. Este hecho ha sido constatado por
otros autores en la identificacion de cepas aisladas de puré de
calabacin (Guinebretiere et al., 2001), de arroz (Sarrias et al., 2002)
y de envases de papel y carton (Priha et al., 2004). Concretamente
Guinebretiere et al. (2001) comprobaron que en un 23 % de los
casos habia discrepancias entre el sistema APl y los métodos
moleculares (secuenciacion de RNAr 16S). El propio manual API
especifica que se debe asumir un error del 13 %, que incluye tanto
cepas no identificadas (8 %) como cepas erroneamente identificadas
(4 %) (sobre un total de 863 cepas estudiadas).

No obstante, el analisis de agrupamiento de los perfiles bioquimicos
obtenidos mediante el sistema de API para las cepas en estudio, ha
permitido distinguir un subgrupo de cepas dentro del Fenon I, que se
agrupan al 73 % de similitud y que comparten la incapacidad de
hidrolizar el almidén y de fermentar la salicina. Este patron fenotipico
habia sido descrito previamente y, ademas, relacionado con la
capacidad de producir la toxina emética (Logan et al., 1979, Agata et
al., 1996, Te Giffel et al., 1997, Ehling-Schulz et al., 2004). Cabe
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destacar que dicho grupo incluye la cepa de referencia de B. cereus
CECT 4387 y los aislados identificados s6lo a nivel de género
Bacillus, indicando que este tipo de aislados son de dificil
identificacién mediante pruebas bioquimicas.

2.- Perfiles genéticos de virulencia

Una vez terminada la identificacién fenotipica se analiz6 mediante
PCR la presencia de genes relacionados con la virulencia en B.
cereus con el fin de seleccionar la diana para Q-PCR. De los
diferentes genes de virulencia estudiados, como pc-plc, sph, clo o
entFM, el gen pc-plc se encontré en mayor porcentaje en las cepas
del “grupo B. cereus” (95 %) y no aparecia en cepas de otras
especies. La presencia del gen pc-plc en un alto porcentaje de
cepas coincide con los estudios de Schraft y Griffiths (1995),
Guttmann y Ellar (2000), Radhika et al. (2002) y Hendriksen et al.
(2006). Los genes sph y entFM se presentaron en menor porcentaje
(76 y 74 %, respectivamente). En el caso del gen sph, existen
estudios donde se describe una alta prevalencia (Hsieh et al. 1999;
Ghelardi et al., 2002; Zahner et al., 2005). Por otro lado, el gen
entFM descrito principalmente en cepas de B. thuringiensis (Asano
et al.,, 1997; Hsieh et al., 1999; Ghelardi et al., 2002), en nuestro
estudio ha sido detectado, ademas, en cepas de B. cereus y B.
mycoides. El gen clo ha aparecido en todas las cepas del “grupo B.
cereus” y también se ha encontrado en otras especies del género
Bacillus (B. subtilis y B. pumilus). La presencia de genes de las
toxinas de B. cereus como HBL, NHE, EntFM, PI-PLC y SPH en
otras especies del género Bacillus (B. subtilis, B. pumilus, B. lentus,
B licheniformis B. pasteurii y B. smithii B. circulans, B. megaterium y
B. sphaericus) ha sido descrita en estudios basados en la PCR
(Méantynen y Lindstrén, 1998; McKillip, 2000; Rowan et al., 2001,
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2003; Gore et al., 2003; Phelps et al., 2003; From et al., 2005;
Taylor et al., 2005; Sergeev et al., 2006). Sin embargo, la presencia
del gen clo en otras especies del género Bacillus, asi como la
presencia del gen cytK en cepas de B. pumilus y B. subtilis, no se
habia descrito hasta ahora. De los diferentes genes de virulencia
especificamente relacionados con casos de toxiinfecciones
alimentarias, hbl y nhe, se han encontrado en el 81 % y 76 % de las
cepas, respectivamente. Entre las cepas positivas se encontraban
representantes de todas las especies analizadas, excepto B.
pseudomycoides, lo que indica su amplia distribucion a nivel de
grupo. Hasta el momento, la distribucion de nhe se consideraba
mas extendida que la de hbl: para nhe entre un 92 y 100 % y para
hbl entre un 34 a 84 % de los aislados de B. cereus (ver revision,
Schoeni y Wong, 2005). En cuanto al gen cytK el 56 % de las cepas
del “grupo B. cereus” ensayadas han resultado positivas, dato que
se aproxima al porcentaje del 45 % obtenido por Fagerlund et al.
(2004) en cepas aisladas de alimentos y de casos de
toxiinfecciones alimentarias. Guinebretiere et al. (2002) encontraron
un porcentaje mayor, entre el 70 % y el 73 %, destacando la
asociacion  hbl/nhe/cytK en las cepas procedentes de
toxiinfecciones. Sin embargo, también existen estudios que
describen la ausencia o una baja incidencia del gen cytK en cepas
aisladas de toxiinfecciones (Lund et al., 2000; Ghelardi et al., 2002).
Es posible que la no concordancia con nuestros resultados para hbl,
nhe o cytK se deba precisamente a la utilizacion de los cebadores
degenerados diseflados recientemente considerando la alta
diversidad genética de estos genes, junto a otros factores tales
como el diferente origen del aislamiento. Asi mismo, nuestros
resultados por PCR con cebadores para el gen ces, relacionado con
el sindrome emético, muestran una baja presencia en las cepas
analizadas en este estudio (4 %). Este resultado concuerda con
estudios previamente publicados y basados en la caracterizacion
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por bioensayos o por técnicas de cromatografia de cepas
procedentes de suelo, vegetales, industrias de productos lacteos y
granjas (Yang et al., 2005; Taylor, 2005; Altayar y Sutherland, 2006;
Svensson et al., 2006; Ehling-Schulz et al., 2006). Svensson et al.
(2006) describieron que en un 3 % de muestras de vegetales como
lechuga, zanahoria y patata, se encontraron cepas eméticas pero el
porcentaje aumentaba hasta el 16 % si se consideraban Unicamente
las muestras de patata. Estos autores sugirieron que ciertos tipos
de alimentos ofrecerian una ventaja selectiva para las cepas
eméticas. En apoyo de esta hipotesis, Ueda y Kuwabara (1993)
encontraron mayores porcentajes (44 %) en cepas aisladas de
arrozales y de la zona de procesado del arroz, mostrando una fuerte
influencia debido al alimento en estudio. La cepa B77 de nuestro
estudio, fue el Unico aislado de alimento que mostré un perfil
bioguimico caracteristico de cepas eméticas junto a un resultado
positivo para la PCR del gen ces. Fue aislada de aros de cebolla,
alimento muy en contacto con el suelo, al igual que la patata y el
arroz. Puede por tanto ser un vehiculo de cepas eméticas, siendo
necesaria su investigacion y comprobacion en futuros estudios.
Entre los alimentos de los que se han aislado cepas de B. cereus
eméticos, se encuentran los preparados infantiles y los alimentos a
base de leche en polvo. Ehling-Schulz et al. (2006) encontraron que
la incidencia de cepas eméticas, identificadas como positivas por
PCR, fue del 11 % en el propio alimento y del 1 % en los depdsitos
de almacenamiento de leche.

Todas la cepas ensayadas del “grupo B. cereus” en este estudio
poseen algun factor de virulencia. De los 8 genes ensayados, el 66
% de las cepas del estudio han presentado de 6 a 7 factores de
virulencia. El 29 % de las cepas poseen de 5 a 3 genes 'y el 5 % sélo
dos. Las cepas de referencia B. mycoides CECT 4125 y B.
pseudomycoides CECT 7065’ no poseen ninguno de los genes
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relacionados con toxiinfecciones alimentarias (hbl, nhe, cytK y ces).
Ademas, como resultado de este estudio se ha evidenciado la
existencia de perfiles toxigénicos similares para especies distintas
pero pertenecientes al “grupo B. cereus”. Estos resultados han sido
previamente descritos en B. cereus, B. thuringiensis y B. mycoides
(Hsieh et al., 1999; Hansen y Hendriksen, 2001), asi como en B.
weihenstephanensis y B. pseudomycoides (Hendriksen et al., 2006;
Ehling-Schulz, et al. 2006a), demostrando la necesidad de disponer
de un método de deteccion no sélo a nivel de especie sino para el
conjunto de cepas toxigénicas en el “grupo B. cereus”.

3.- Desarrollo de la PCR cuantitativa

El gen pc-plc fue seleccionado como diana para el diseiio de
cebadores para Q-PCR debido a que se encontr6 en un mayor
porcentaje en las cepas del “grupo B. cereus” (95 %) y a que no
aparecia en cepas de otras especies. Se disefiaron 5
oligonucledtidos, un cebador directo (PCER-F), tres cebadores
reversos (PCER-R1, PCER-R2 y PCER-R3) y una sonda TagMan
MGB, basandose en zonas previamente descritas y establecidas
como especificas para B. cereus por Kim et al. (2000). Los ensayos
de especificidad por PCR convencional mostraron que los cebadores
disefiados podian ser utilizados para la deteccion del conjunto de
especies del “grupo B. cereus”. Por otro lado, el andlisis
pormenorizado de las secuencias del gen pc-plc revelo valores altos
de similitud entre cepas de diferentes especies, asi como la
presencia de multiples diferencias entre cepas de la misma especie.
En concreto, los cebadores PCER-F y PCER-R3 presentaban un 100
% de especificidad para la totalidad de cepas en estudio del “grupo
B. cereus” y mostraron un menor niumero de desapareamientos, por
lo que fueron seleccionados para Q-PCR. Con el sistema SYBR
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Green presentaron una especificidad del 93 % debido a la desviacion
en valores de Ct de algunas cepas y apoyado por un amplio rango
de T, para las cepas del “grupo B. cereus”. Con el sistema TagMan,
la especificidad fue del 85 %, lo que indica que en la region interna
del gen pc-plc amplificada existe una gran variabilidad.

Estos resultados coinciden con otros estudios donde se ha puesto de
manifiesto la existencia de hasta 9 perfiles de RFLPs para este gen
en 28 cepas de la especie B. cereus (Shangkuan et al., 2000).
También se ha descrito en B. cereus una elevada variabilidad
intraespecifica para otros genes de virulencia, como hbl y nhe.
Guinebretiére et al. (2002) en un estudio de los genes que componen
los operones hbl y nhe (hblC, hbID, hblA, hbiB, nheA, nheB y nheC)
en cepas procedentes de toxiinfecciones y en cepas de alimentos,
demostraron que existia variabilidad en la secuencia de estos genes,
impidiendo su deteccion por PCR, mientras que demostraron su
presencia por hibridacion en Southern-blot. La alta variabilidad
descrita en estos genes de virulencia podria estar relacionada con la
existencia en B. cereus y B. anthracis de una DNA polimerasa 1V,
enzima productora de mutaciones, cuya transcripcion se encuentra
bajo el control del factor de regulacion PIcR (Ilvanova et al., 2003).

El gen seleccionado como diana para el desarrollo de la Q-PCR se
encuentra en una sola copia por genoma, lo que facilita una mejor
aproximacion a la cuantificacion. En estudios previos se han utilizado
procedimientos de Q-PCR dirigiendo los cebadores a genes de copia
multiple en el genoma, asumiendo el consiguiente error en la
cuantificacion debido al niamero variable de operones para distintas
especies del “grupo B. cereus”. Asi, por ejemplo, en el ensayo de Q-
PCR para el “grupo B. cereus” basado en el sistema SYBR Green
desarrollado por Priha et al. (2004), ademas de dirigir los cebadores
a la region de los genes del RNA ribosémico (entre 8 y 12 copias por
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genoma), la eficiencia de la cuantificacion se podria ver afectada si
coexistieran en la muestra cepas de las especies B. licheniformis, B.
pumilus o B. subtilis debido a amplificaciones inespecificas. El
sistema TagMan desarrollado por De Clerk et al. (2004) para el
“grupo B. cereus” utlizando los genes del RNAr, fallaba en la
deteccion de las especies B. mycoides y B. weihenstephanensis.
Otro de los genes de copia multiple utilizado en B. cereus es el gen
clo (Fukushima et al., 2003), el cual, ademas, no es especifico para
el “grupo B. cereus”, como se ha demostrado en el presente estudio.
Fykse et al., (2003) desarrollaron también, basandose en los mismos
cebadores dirigidos al gen clo, un sistema de SYBR Green Q-PCR
para B. cereus, observando los mismos inconvenientes mencionados
anteriormente. En el reciente estudio de Fricker et al. (2007) para la
deteccion de cepas de B. cereus eméticas por Q-PCR, el gen diana
se encuentra en un plasmido contenido en nimero de 1 a 3 copias
por célula, y presenta el inconveniente de no detectar aquellas cepas
gue pueden causar toxiinfeccion del tipo diarreico.

En este estudio, para el desarrollo de los procedimientos de Q-PCR,
SYBR Green y TagMan, se utilizaron tanto rectas patrén construidas
a partir de soluciones de DNA cuantificado como suspensiones
celulares calibradas. En ambos casos, el andlisis de regresion
mostré valores de R? cercanos a 1 para el intervalo de 10° a 10*
genomas/células por reaccion. También presentaron eficiencias
entre 0,97 y 0,94, respectivamente, valores que demuestran una
buena correlacion entre las cantidades de DNA molde o células y los
valores de Ct obtenidos después de la amplificacion. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos para rectas patron de DNA
y células en ensayos con sonda TagMan desarrollados para otros
patbgenos como Sta. aureus (Goto et al, 2007) y V.
parahaemolyticus (Rizvi et al. (2006).
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El nivel de sensibilidad estimado para la deteccion de B. cereus por
Q-PCR en los ensayos con SYBR Green y TagMan correspondio a
5y 4 células por reaccion, respectivamente. Aunque el nivel de
sensibilidad tedrico para Q-PCR es de un genoma/reaccion (Mckillip
y Drake, 2004), la desviacion estandar (SD) o la ratio de sefial en el
total de los replicados indican que, a tales niveles, la cuantificacion
no es muy precisa. Asi, Priha et al. (2004) consiguen detectar por
Q-PCR hasta 1 célula de B. cereus pero de forma poco
reproducible. Del mismo modo, en ensayos de Q-PCR para otros
patégenos de alimentos, como L. monocytogenes, se estima que la
probabilidad de deteccion de 1 célula es del 55 % para un total de 9
reacciones (Rodriguez-Lazaro et al., 2003), del 38 % para 10 fg de
DNA de M. avium subsp. paratuberculosis (Tasara et al., 2005), o
del 42 % y 16 % para la deteccion de una célula de S. enteritidis
utilizando una Q-PCR dirigida al gen Protée o al gen InvA
respectivamente (Malorny et al.,, 2007a). En nuestro estudio, la
deteccién de 2 equivalentes gendmicos por Q-PCR ha sido posible
por SYBR Green en el 45 %, y por TagMan en el 67 % de las
reacciones.

Limite de cuantificacion es el valor a partir del cual la cuantificacion
no se ve afectada por la probabilidad de obtener resultados que
comprometan el valor obtenido. Precisamente en el rango de 10 a 1
células es donde se prevé una distribucion aleatoria de particulas
por estar en concentraciones bajas (Tasara et al., 2005) y, por
tanto, los valores de desviacion estandar o los intervalos de
confianza correspondientes no permiten la misma precision que a
niveles superiores. A este respecto, el limite de cuantificacion de la
Q-PCR se ha establecido en 18 equivalentes gendémicos por
reaccion tanto para SYBR Green como para TagMan, y en 44 y 39
células por reaccion, respectivamente. Estos valores concuerdan
con los 10" genomal/reaccién establecidos para otros patdgenos,
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como Sta. aureus (Berrada et al., 2006) o L. monocytogenes
(Rodriguez-Lazaro et al.,, 2003, 2004a). Cabe sefalar que en
estudios en los que se ha conseguido llegar hasta 10°
genomas/reaccion en Campylobacter jejuni o Clostridium
tyrobutiricum, se han utilizado otras aproximaciones estadisticas
para establecer los limites de cuantificacion (Debretsion et al., 2007,
Lépez-Enriquez et al., 2007).

Comparando los dos sistemas de Q-PCR, los resultados obtenidos
en este estudio muestran una elevada equivalencia entre el sistema
SYBR Green y el TagMan. Estos resultados coinciden con estudios
recientes para la deteccidén de Sta. aureus (Horsmon et al., 2006) y
E. sakazakii (Liu et al., 2006), mientras que discrepan con los
resultados de un estudio similar en el que se obtiene una mayor
sensibilidad con el sistema TagMan desarrollado para Sta. aureus en
queso (Hein et al.,, 2001b). En cambio, Alarcon et al. (2006)
encuentran mas sensible el sistema de SYBR Green desarrollado
para Sta. aureus que el sistema TagMan. En este caso podria
deberse a la optimizacion de la reaccion puesto que el SYBR Green
emite mas fluorescencia por amplificado que las sondas TagMan, por
lo que el nivel umbral de fluorescencia se alcanza mucho antes
obteniendo valores de Ct menores. Asi mismo, el sistema SYBR
Green desarrollado por Fricker et al. (2007) para cepas eméticas de
B. cereus resultdé 10 veces mas sensible que el sistema TagMan, lo
gue podria explicarse por la influencia de utilizar diferentes
oligonucledtidos para cada sistema.

En general, e independientemente del sistema empleado, nuestros
valores son similares o incluso mejores que los previamente
publicados para B. cereus u otros patdgenos de alimentos: 2
equivalentes gendémicos/reacciéon frente a 100 y 10 por TagMan y
SYBR Green (Fricker et al., 2007) o aprox. 2000 equivalentes
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gendmicos por SYBR Green (Fykse et al., 2003) en B. cereus; 10 por
TagMan para Sta. aureus (Berrada et al., 2006) y S. enteritidis (Seo
et al., 2006) o un equivalente gendmico por reaccion por TagMan
para otros patdgenos (Rodriguez-Lazaro, 2004).

4.- Obtencion de DNA a partir de esporas

Los microorganismos esporulados, como es el caso de B. cereus,
presentan una dificultad afiadida para su deteccion, ya que pueden
estar presentes en alimentos tanto en forma vegetativa como
esporulada. Para la liberacion del DNA a partir de las esporas se han
empleado tratamientos térmicos y tratamientos con germinadores
previos a la obtencién de DNA por un método comercial. La cepa tipo
utilizada en este estudio ha mostrado una gran facilidad de
germinacion, incluso con las tres combinaciones de germinadores,
utilizadas (100 mM L-alanina, 25 mM L-alanina/ImM inosina y 0,5
mM L-alanina/inosina). Contiene 7 operones involucrados en la
germinacion incluyendo los operones presuntamente relacionados
con la germinacion con inosina (gerl) y con L-alanina (gerA)
(Hornstra et al., 2005). Sin embargo, otras cepas como B. cereus
CECT 131, poseen un numero menor de operones (4) y precisan del
aminoacido inosina para que transcurra la germinacion (Hornstra et
al., 2005). Los resultados obtenidos en el presente estudio para esta
cepa concuerdan con lo publicado y presentan el maximo nivel de
germinacion en presencia de inosina.

En los ensayos de germinacion se incluyeron las diferentes especies
del grupo B. cereus observandose una gran variabilidad de
respuesta ante las condiciones de germinaciébn empleadas. Sin
embargo, en presencia de cantidades traza de los germinadores L-
alanina e inosina, se obtuvieron los mejores resultados de
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germinacion para las distintas especies del “grupo B. cereus”
ensayadas. Esta combinacién habia sido previamente utilizada con
éxito para una coleccion de cepas de B. cereus (De Vries, 2006).

En lo que se refiere a la recuperacion de DNA, a partir de
suspensiones de 10% esporas/ml, el tratamiento incorporado y
optimizado en este estudio muestra ser en general superior que el
sistema comercial (Qiagen), aunque con mejor o peor resultado
dependiendo de la cepa estudiada. Sin embargo, el sistema
comercial por si solo ha funcionado satisfactoriamente en el caso de
la cepa CECT 148" y a niveles bajos, (10" esporas/ml e inferiores).
Esto puede ser debido a que incluye un tratamiento previo con
lisozima, cuyo empleo como germinador ha sido descrito en
diferentes especies del género Bacillus (Setlow, 2003). Produce
dafios en las cubiertas de la espora por permeabilizacion, y
desencadena el proceso de germinacion (Beharavan et al., 2000).
Asi mismo, nuestros resultados muestran que cualquier tratamiento
térmico previo a la obtencién del DNA reduce el rendimiento en la
extraccion a partir de esporas, aunque de forma menos drastica en
los tratamientos mas suaves. A este respecto existen resultados
contradictorios entre los trabajos publicados en la bibliografia.
Ellerbrok et al. (2002), aplicando en B. anthracis un paso de
calentamiento a 95 °C durante 10 min en la mezcla de reaccion para
Q-PCR, observaron una reducciéon de hasta el 40 % en la deteccion.
Sin embargo, Makino y Cheun (2003) demostraron que, calentando a
95-100 °C durante 15 min con posterior centrifugacion, conseguian la
misma sensibilidad que con el método comercial de “DNeasy tissue
kit” (Qiagen), detectando hasta 10 esporas de B. anthracis por Q-
PCR. Como alternativa al tratamiento térmico, Priha et al. (2004)
incluyeron un tratamiento de ruptura mecanica previo a la utilizacion
del método comercial “DNeasy tissue kit” (Qiagen) en diversas
especies del “grupo B. cereus”, consiguiendo la ruptura de la espora
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sin dafar el DNA de las células vegetativas. Estos datos podrian
indicar una gran dependencia de los resultados debida a la cepa
utilizada, lo que no es de extrafar ya que para la especie B. cereus
se ha observado una gran diversidad en cuanto a termoresistencia:
el tiempo de reduccién decimal a 95 °C (valor D: tiempo necesario
para conseguir una reduccién de un orden logaritmico) para una
coleccion de cepas de B. cereus fue de aproximadamente 5 min en
mas del 50 % de las cepas, incluyendo la cepa tipo de B. cereus, y
de aproximadamente 10, 20, 40 e incluso 80 min en las cepas
restantes, (De Vries, 2006). Los resultados obtenidos en las 6
especies ensayadas en nuestro estudio reflejan esta misma
tendencia dentro de las diferentes especies del “grupo B. cereus”.

Los resultados de cuantificacion obtenidos en este estudio mediante
Q-PCR y SYBR Green a partir de suspensiones de esporas
calibradas demuestran que en la cepa B. cereus CECT 148" no es
necesario realizar un tratamiento previo a la extraccion de DNA si se
utiliza el método “DNeasy tissue kit” (Qiagen), en un rango entre 10*
y 10° esporas/reaccion. El andlisis de regresién de la curva patrén
revel6 valores de R? y E muy préximos a 1, demostrando que es
posible la cuantificacion aunque los valores de Q-PCR fueron
ligeramente superiores al recuento en placa. Tratdndose de esporas,
este hecho puede deberse bien a que no todas las esporas germinan
dando lugar a la correspondiente colonia, o bien a que las esporas
de B. cereus presentan una gran hidrofobicidad pudiendo formar
agregados que llevarian a una subestimacion de los niveles en el
recuento en placa.
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5.- Desarrollo de la PCR cuantitativa con transcripcion inversa

Uno de los inconvenientes de la PCR, donde se utiliza DNA como
molécula diana, es que no discrimina entre células vivas y muertas.
Para abordar este problema y asegurar la deteccibn de formas
viables de “B. cereus”, se desarroll6 un procedimiento de PCR a
tiempo real con transcripcion inversa (Q-RT-PCR), empleando como
diana el RNA mensajero del gen pc-plc. Se hizo uso de los
cebadores seleccionados PCER-F y PCER-R3 y la sonda TagMan
MGB. Se realiz6 en modo “one-step”, es decir, que la transcripcion
inversa y la amplificacion tienen lugar en el mismo tubo. El cebador
PCER-R3 actua durante la transcripcion uniéndose a la cadena
codificante y genera copias de DNA gracias al enzima transcriptasa
inversa, y estas copias de DNA seran el molde para la reaccion de
amplificacién. Esto implica una menor manipulacion del RNA y una
mayor rapidez, pero presenta el problema de no poder optimizar
cada proceso por separado. El éxito en la cuantificacion de RNA
depende de la completa eliminacion del DNA del microorganismo
para que soélo se amplifique el DNA copia generado a partir del RNA.
Por ello, es de crucial importancia ajustar el tratamiento con DNasas
para que elimine el DNA, sin dafar el RNA (Bustin, 2002; Matthews
et al., 2002).

La utilizacién de RNA mensajero como indicador de viabilidad es una
de las opciones mas aceptadas, debido a su menor tiempo de vida
atil comparado con otros RNAs como los ribosémicos que son
estables al menos durante 48 h después de la muerte celular
(McKillip et al., 1998). En B. cereus, el gen pc-plc es controlado junto
a otros genes de factores de virulencia (hbl, nhe, pi-plc, sph, clo,
hlylV y una proteasa del tipo neutro) por el factor pleiotropico PICR,
presentando la maxima actividad toxigénica al final de la fase
exponencial e inicio de la fase estacionaria (Agaisse et al., 1999;
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Okstad et al., 1999; Slamti y Lereclus, 2002). Por ello, considerando
gue podria variar el nimero de copias de RNA para este gen segun
el estado fisiolégico de las células, para estandarizar el
procedimiento y con fines comparativos, se recogio el RNA de
células en fase exponencial y se expresaron los resultados como una
aproximacion al numero de células correspondiente al recuento en
placa. El analisis de regresion en el intervalo entre 39 ng y 3,9 pg de
RNA total, mostré unos resultados satisfactorios con E = 0,88 y una
R*> > 0,99, estableciéndose el nivel de deteccién en aproxi-
madamente 30 ufc/reaccion. Son escasos los estudios publicados a
este respecto a efectos comparativos. Hasta el momento, y segun
nuestros datos se trata del Unico estudio que aborda la cuantificacién
de células viables de B. cereus. Existen referencias para otras
especies, tales como S. enterica (Fey et al., 2004), en donde
mediante Q-RT-PCR obtuvieron un nivel de deteccién de 10° ufc en
muestras de agua, utilizando el gen RNAr 16S y el gen de virulencia
InvA, y determinando ademas el nimero de copias de transcritos por
célula. Gonzalez-Escalona et al. (2006) utilizaron la Q-RT-PCR para
la deteccion y cuantificacion de células de V. cholerae en estado
viable no cultivable, detectando de 1 a 1000 células dependiendo del
gen diana utilizado. Otras técnicas alternativas para la deteccion de
RNA, como el NASBA, presentan el mismo inconveniente en cuanto
al nivel de expresiéon particular del gen diana (Rodriguez-Lazaro et
al., 2006).

6.- Aplicacion de la PCR cuantitativa en alimentos

Para comprobar la eficacia de los procedimientos de Q-PCR
desarrollados tanto frente a células vegetativas como a esporas, se
seleccionaron alimentos donde es frecuente encontrar B. cereus o
las especies del “grupo B. cereus”. Las esporas de estos
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microorganismos son ubicuas, resisten los tratamientos térmicos de
pasteurizacién y pueden permanecer en las instalaciones de la
industria alimentaria formando biopeliculas que pueden constituir la
fuente de contaminacion de esta bacteria. También pueden
germinar y crecer durante el almacenamiento a bajas temperaturas
en alimentos pasteurizados y posteriormente refrigerados como la
leche y el huevo liquido. En el caso de la leche en polvo, su
presencia puede ser debida a contaminaciones posteriores 0 a una
supervivencia al tratamiento de desecacion. Multitud de alimentos
cuyos ingredientes corresponden a huevo liquido u ovoproductos,
asi como el propio huevo liquido comercial, se encuentran
implicados en toxiinfecciones causadas por B. cereus, lo que
subraya la importancia del control de este microorganismo, al
menos en este tipo de alimentos, aunque no exista legislacion
aplicable. Asi mismo, la presencia de B. cereus en productos como
leche en polvo o formulaciones infantiles constituye un factor de
riesgo importante para la salud teniendo en cuenta el sector de
poblacion al que estan dirigidos, principalmente, lactantes y nifios
de corta edad. Por todo ello se seleccionaron el huevo liquido y la
leche en polvo infantil como alimentos modelo, puesto que para
poder establecer procedimientos de control se requiere de métodos
rapidos de deteccion y cuantificacion que permitan conocer la
incidencia real de B. cereus en este tipo de alimentos.

El procedimiento de Q-PCR SYBR Green desarrollado en nuestro
estudio fue seleccionado para la aplicacion en alimentos por
presentar mayor especificidad, con el fin de asegurar la deteccién del
mayor numero posible de miembros del “grupo B. cereus”. Ademas,
esta aproximacion representa un menor coste economico, lo que
supone una ventaja en el analisis rutinario de un elevado nimero de
muestras. Por otro lado, gracias al andlisis de disociacion seria
posible apreciar la diversidad de cepas presentes en el alimento.

143



La presencia de inhibidores de la PCR en alimentos ha sido
constatada desde sus inicios (Rossen et al., 1992; Wilson, 1997) y
constituye unos de los principales inconvenientes en su aplicacion
para la deteccién de microorganismos patégenos. Como solucion se
ha propuesto la utilizacion de un control de amplificacion (Malorny et
al.,, 2003a, 2003b; Hoorfar et al.,, 2004a, 2004b) (IAC, Internal
Amplification Control). Se trata de llevar a cabo una reaccion de
PCR en formato duplex de modo que simultaneamente se
amplifiquen la diana del patdgeno investigado, si esta presente en la
muestra, y el DNA control. La ausencia de amplificacion de éste
ultimo indicaria la presencia de inhibidores de la reaccién y, por
tanto, de posibles falsos negativos. Como alternativa, en este
estudio se ha utilizado un control externo de amplificacién, EAC,
para cada matriz alimentaria analizada. Consiste en utilizar como
molde DNA purificado del patdgeno junto a DNA extraido del
alimento, y realizar la amplificacién, en tubo independiente pero
simultdneamente a las muestras problema. Soélo si se obtiene
amplificacion en el EAC se asume que no existen inhibidores de la
reaccion. Cabe destacar que en este trabajo, utilizando el método
de extracciobn de Qiagen, no se han observado problemas de
inhibicién de la PCR. Los ensayos de Q-PCR realizados en huevo
liguido inoculado artificialmente mostraron una buena corres-
pondencia entre los valores interpolados en las curvas de DNA o
células y los recuentos en placa. Ademas, la estimacion de la
exactitud relativa presenté una variacion del 16 %, valor que
coincide con los publicados por otros autores para la deteccién de
patégenos en alimentos por Q-PCR (Rodriguez-Lazaro et al.,
2004b, 2005a). Estos resultados nos confirman que con el
procedimiento de extraccion de DNA aplicado (DNeasy tissue Kit,
Qiagen), no hay interferencia del huevo liquido en el ensayo por
PCR, por lo que seria un método adecuado para la deteccién rapida
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y sensible de B. cereus en este alimento. La equivalencia entre los
resultados derivados de ambas curvas nos lleva a proponer la curva
de DNA para cuantificacion en su aplicacion para el analisis
rutinario de alimentos, por su mayor facilidad de estandarizacion.

La cuantificacion de B. cereus en la otra matriz alimentaria
analizada en este estudio, leche en polvo infantil, a partir de ambas
rectas patron, presento valores dentro del mismo orden logaritmico
gue el recuento en placa, igual que en el caso del huevo liquido,
pero con una mayor variacion de la exactitud relativa. En los
alimentos con contaminacion natural ensayados, la cuantificacion
fue un orden logaritmico superior a lo obtenido por recuento en
placa, lo que demuestra la necesidad de optimizar el proceso en
cada matriz alimentaria para validar el sistema con el método
tradicional. En el caso de la leche en polvo podria deberse a la
presencia de sustancias bacteriostéticas o bactericidas que podrian
impedir el crecimiento. En los otros alimentos analizados podria
deberse a la presencia de xantano u otros espesantes que influirian
en la viabilidad de los microorganismos presentes, o a la presencia
de esporas que, tras los procesos de liofilizacion, o pulverizacion
hubieran quedado en estado latente incapaces de germinar en el
medio de cultivo utilizado para el recuento.

Los valores de sensibilidad obtenidos en este estudio aplicando la
Q-PCR para la deteccion de B. cereus en alimentos, son de 3 0 4
células o esporas por reaccién, que corresponden a 60-80
células/ml de huevo liquido o leche reconstituida. Estos valores se
encuentran en el mismo rango que los publicados para otros
patdgenos de alimentos, en donde varian entre 1 y 10 ufc/reaccién
(Alarcon et al., 2006; Hein et al., 2001b; Campbell y Wright, 2003;
Vishnubhatla et al., 2001; Bosshard et al., 2006; Mckillip y Drake,
2004). Dependiendo del alimento o del procedimiento aplicado,
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corresponden a valores entre 10 y 10° ufc/g o ml (Wolffs et al., 2006;
Rudi et al., 2004; Yang et al., 2003; Rossmanith et al., 2006; Kimura
et al., 1999; ver Anexo IV). No obstante, y dado que para PCR se
emplean volimenes de muestra muy pequefios, la posibilidad de
gue al menos una célula esté presente en la mezcla de reaccion es
muy baja. Por ello, en algunos casos se utiliza la PCR combinada
con la técnica del Numero Mas Probable, con el fin de aumentar el
numero de replicados y por tanto la probabilidad de deteccion a
niveles bajos (Maurer, 2006).

Los niveles de deteccidon mas bajos corresponden a estudios en los
gue se ha realizado un enriquecimiento previo y se han alcanzado
sensibilidades de 1 ufc/600g de S. enteritidis en huevo (Seo et al.,
2004), 4-2 ufc/25 g en Salmonella sp. en pollo (Liming et al., 2004;
Patel et al., 2006), 1 ufc/g en E. sakazakii en leche infantil en polvo
(Derzelle y Dilasser, 2006) o 3 ufc/g para L. monocytogenes en
carne y longaniza (Wang et al., 2004). En el “grupo B. cereus”, De
Clerk et al. (2004), aplicando un paso de enriguecimiento,
consiguieron una sensibilidad de 1 ufc/g en gelatina. Esta
estrategia, aunque no permite cuantificar, si asegura la ausencia del
microorganismo en el alimento analizado y reduce la posible
interferencia de inhibidores de la PCR por el incremento del nimero
del microorganismo diana. En este caso, la Q-PCR aporta la rapidez
del ensayo y la confirmacién del patégeno en cuestion en la misma
reaccion. Representa por tanto, una alternativa muy conveniente
cuando se requiera la ausencia de contaminacion en el alimento
como es el caso de galletas simples, rellenas o recubiertas (RD
1142/82, BOE 4/6/82). En este estudio, el enriquecimiento previo en
TSPB facilité la deteccion por Q-PCR de B. cereus en alguno de los
alimentos de contaminacion natural analizados.
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7.- Deteccion de esporas en alimentos

La deteccion de esporas de B. cereus en el propio alimento se
abord6 partiendo de huevo liquido y leche en polvo inoculados
artificialmente. Los mejores resultados para la extraccion de DNA a
partir de esporas se obtuvieron con el método comercial, sin
variaciones, posiblemente debido a una menor manipulacion de la
muestra del alimento. Con el método DNeasy tissue kit, de Qiagen,
se ha conseguido detectar unas pocas esporas/reaccion (3 esporas
en el huevo liquido y 4 en la leche en polvo) en el propio alimento,
correspondiendo a 60 esporas/ml de huevo liquido o 600 esporas/g
de leche en polvo infantil. Estos resultados mejoran los limites de
deteccidon de esporulados por Q-PCR obtenidos en otros estudios
hasta la fecha. Asi, Rueckert et al. (2006) consiguieron limites de
deteccion de hasta 640 esporas/ml de leche en polvo reconstituida
por Q-PCR SYBR Green para especies de esporulados termofilicos;
De la Cruz et al. (2006) detectaron 10* esporas/ml de Clostridium
perfringens en homogenizados de agua, carne picada y heces.
Lopez-Enriquez et al. (2007), han conseguido mejores resultados
utilizando mayor cantidad de alimento en la obtencién del DNA,
llegando a detectar 25 esporas de C. tyrobutyricum en 25 ml de
leche UHT o cruda. En el caso de B. cereus, Priha et al. (2004)
ensayaron su deteccion en envases de papel y carton inoculados
artificialmente y detectaron 5 veces menos de lo esperado por
recuento en placa. También probaron tratamientos previos de
germinacién (15 min a 80 °C y germinaciéon 10 mM L-alanina
durante 1 h) sin demasiado éxito, lo que demuestra la dificultad de
la obtencion del DNA de esporas en funcion de la matriz en
cuestion.
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8.- Aplicacion de la PCR cuantitativa con transcripcion inversa
en alimentos

El procedimiento de Q-RT-PCR desarrollado para la deteccién de
formas viables fue aplicado en huevo liquido inoculado
artificialmente. El nivel de deteccion referido a RNAm correspondio a
847 células de B. cereus, siendo un orden de magnitud inferior al
resultado obtenido sin la matriz del alimento. A este respecto, existen
en la bibliografia pocos estudios sobre deteccion cuantitativa de
formas viables de patégenos en alimentos, y tanto las aproxi-
maciones seguidas como los resultados obtenidos son muy dispares.
Por ello resulta dificil comparar con los resultados de este estudio.
Entre los trabajos publicados estan los de Fey et al., (2004) donde
aplicaron la RT-Q-PCR a la deteccion de Salmonella en muestras de
agua obteniendo niveles de deteccion de hasta unas pocas células.
En el estudio realizado por Gonzélez-Escalona et al. (2006)
consiguieron detectar sefial en 0,01 fg debido a que utilizaron una Q-
RT-PCR en dos etapas, con cebadores aleatorios en la transcripcion
y, especificos posteriormente en la amplificacion. En general, se
considera la Q-RT-PCR en dos etapas mas sensible que en una
sola, (Bustin et al., 2000), esto podria explicar el menor nivel
encontrado en el presente trabajo, ademas de la posible influencia
del propio alimento. Siguiendo otras estrategias, como por ejemplo,
utilizando EMA-PCR en la cuantificacion de coliformes en canales de
cerdo y ternera, Guy et al. (2006) encontraron limites de deteccion
de aproximadamente 10° ufc/cm? incluyendo un pretratamiento de
fotoactivacion, lo que no asegura una buena estandarizacion del
procedimiento. Rodriguez-L4&zaro et al. (2004c), utilizando Q-NASBA
en leche y agua detectaron hasta unas pocas células de M. avium
subsp. paratuberculosis, mostrando que esta aproximacién si es
aplicable, aunque el coste es muy elevado como procedimiento de
rutina.
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VI.- CONCLUSIONES






VI.- CONCLUSIONES

1. Los resultados derivados de la identificacidn y caracterizacion
fenotipica y genotipica han permitido clarificar la situacion
taxondémica de los aislados y su inclusion en el grupo B.
cereus, lo que es fundamental para evaluar la especificidad
de un sistema de deteccion por Q-PCR.

2. El perfil toxigénico de las cepas estudiadas, tras su
identificacién, ha revelado la presencia del gen pc-plc en el 95
% de las cepas del grupo B. cereus analizadas y su ausencia
en cepas de otras especies del género. Este gen es
responsable de la actividad lecitinasa caracteristica del “grupo
B. cereus” y su presencia esta relacionada con su potencial
toxigénico, por lo que se ha seleccionado como diana para el
disefio de cebadores especificos.

3. El analisis de regresion lineal de los datos obtenidos por Q-
PCR para las rectas de DNA y células, muestra valores de R®
cercanos a 1 para el intervalo de 10°a 1 genomas/células por
reaccion. Para las rectas de DNA y células se obtuvieron
eficiencias entre 0,97 y 0,95, valores que demuestran una
buena correlacion entre las cantidades de DNA molde o
células y los valores de C; obtenidos después de la
amplificacién, asi como una buena optimizacion de las
condiciones de PCR.

4. Los dos sistemas desarrollados empleados para la
cuantificacion del DNA, SYBR Green y TagMan, ofrecen
niveles similares de cuantificacién y sensibilidad. No obstante,
para asegurar la deteccion amplia de los miembros del “grupo
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B. cereus”, se propone el sistema de SYBR Green Q-PCR,
aproximacién de menor coste econdémico, lo que representa
una ventaja en el andlisis rutinario de un elevado numero de
muestras.

El procedimiento de SYBR Green Q-PCR desarrollado
permite la deteccion cuantitativa rapida e inequivoca de cepas
toxigénicas del “grupo B. cereus” de forma automatizada,
mejorando los niveles de sensibilidad previamente descritos.

El método de Qiagen empleado para la extraccion de DNA ha
funcionado satisfactoriamente, sin necesidad de tratamientos
previos, en los alimentos analizados, huevo liquido y leche en
polvo infantil, para los niveles de contaminacién ensayados,
tanto con células vegetativas como con esporas.
Probablemente esto se debe a que incluye una incubacién de
30 min a 37 °C en presencia de lisozima que facilita la ruptura
de la pared celular y permite iniciar la germinacion.

El procedimiento de Q-RT-PCR desarrollado en este estudio,
utilizando el sistema TagMan MGB ha demostrado ser una
buena aproximacion para estimar la cantidad de células
viables de B. cereus, tomando como base los valores de Cty
el analisis de regresion lineal obtenidos. Su aplicacion en
alimentos ha sido validada para la deteccion de células
viables de B. cereus en huevo liquido contaminado
artificialmente, matriz alimentaria en la que es frecuente
encontrar a este microorganismo que representa un posible
riesgo para la salud del consumidor.
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VII.-APENDICE

1.-Medios de cultivo y reactivos

Agua de peptona tamponada (APT)

Peptona 10 g/L
NacCl 5g/L

Na,HPO,-12H,0 3,590/L
KH,PO, 159/l

pH= 7,2. Esterilizacion: 121°C, 20 min.

Caldo glucosa rojo fenol

Peptona 10 g/L
NaCl 59/L
Dextrosa 5g/L
Rojo fenol 0,018 g/L

pH= 7,0. Esterilizacion: 121°C, 20 min.

Caldo nitrato

Extracto de carne 3g/L
Peptona 5g/L
KNOj3 (libre de nitritos) 1g/L

pH= 7,0. Esterilizacion: 121°C, 20 min.

Reactivos Nitl y Nit 2 (Biomerieux) y zinc en polvo.
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Caldo triptona soja polimixina B (TSPB)

Triptona 17 g/L
Peptona de soja 3g/L
NaCl 5g/L
K;HPO, 2,59/L
Dextrosa 2,5¢/L

pH= 7,3. Esterilizacion: 121°C, 20 min. A continuacion, a cada tubo con
15 ml de caldo, se le afiade 0,1 ml de polimixina B al 0,15% (p/v).

Medio CCY

A.- Tampon del medio 20X

KH,PO, 0,26 M
K;HPO, 0,52 M
Esterilizacion: 121°C, 20 min.

B.- Fuente de carbono: solucion 100X

L-glutamina 200 mg
Caseina hidrolizada 10g
Triptona 10g
Extracto de levadura 49
Glicerina 6 ml
Agua destilada 100 ml

Esterilizacion: 121°C, 20 min.

C.- Solucion de sales 1000X

ZnCl, 0,05M
MgCl;-6H,0 05M
MnCl;-6H,0 0,01 M
CaCl,-2H,0 0,2M
FeCl;-6H,0 0,05 M

Esterilizacion: filtracion 0,2 pm.
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Medio Voges-Proskauer modificado

Peptona 79/l
KoHPO, 59/L
Glucosa 5g/L

pH= 6,5. Esterilizacion: 121°C, 20 min.

Reactivos para la prueba de VP
a) KOH al 40% (p/v) en agua.
b) alfa-naftol al 5% (p/v) en etanol.
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ANEXO |
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Dendrograma obtenido mediante agrupamiento UPGMA sobre los
valores de similitud calculados con el coeficiente de Pearson a partir de
los perfiles electroforéticos ISR de las cepas de referencia y aislados
ambientales utilizados en el estudio. Cluster I: “grupo B. cereus”.
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ANEXO | (Continuaci
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Agrupamiento UPGMA utilizando el coeficiente de Pearson, para los
perfiles electroforéticos de los RAPDs M13, T7 y T3 de las cepas de
referencia y aislados ambientales del “grupo B. cereus”.
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ANEXO Il

BROTES DE ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

Brotes de enfermedades transmitidas por alimentos

Numero de brotes notificados seglin agente causal y afio
Espafia. 1994-2003

Agente causal 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 1994-2003
Bacterias
Bacillus cereus 1 5 4 5 4 6 0 7 12 12 56
Brucella 6 16 9 4 10 4 16 5 7 7 84
Campylobacter 2 1 0 5 1 6 5 8 4 4 36
Clostridium botulinum 5 5 5 7 9 5 1 4 3 1 45
Clostridium (otros) 13 17 11 17 22 19 19 15 17 16 166
E. coli (enterohemorréagico) 0 0 0 0 1 2 1 0 0 2 6
Salmonella
- Salmonella sp. 214 263 249 215 261 230 248 249 228 302 2459
- S. enteritidis 141 153 188 214 272 281 280 310 318 411 2568
- S. tiphimurium 11 5 9 9 8 5 9 10 7 15 88
- S. typhi y paratyphi 2 2 1 4 3 0 1 1 0 1 15
- Otro serotipo 11 10 9 3 10 9 8 7 5 4 76
Shigella 6 1 0 1 3 3 0 1 1 3 19
Staphylococcus aureus 39 24 40 39 36 21 22 27 31 22 301
Vibrio parahaemolyticus 1 5 6 6 2 3 4 2 2 4 35
Otras bacterias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2
Parasitos
Trichinella 4 6 3 2 2 2 3 6 1 3 32
Virus
Virus hepatitis A 0 1 0 1 10 3 6 0 2 0 23
Norovirus 0 0 0 0 0 4 1 9 20 22 56
Otros virus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4
Sustancias toxicas
Animales téxicos 16 17 10 9 9 15 15 10 10 13 124
Plantas toxicas 0 4 7 4 7 7 2 6 14 6 57
Sustancias quimicas 15 12 5 2 2 7 4 2 2 0 51
Otras sustancias toxicas 26 19 11 7 19 16 8 17 10 3 136
Desconocido 456 338 320 317 251 279 307 293 277 364 3202
Total 969 904 837 671 942 927 960 969 971 1221 9641

Fuente: Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica.
Elaboracién: Centro Nacional de Epidemiologia
(http://www.isciii.es/htdocs/pdf/Informedebrotesalimentarios.pdf)
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ANEXO Il (Continuacion)

,1;3 MINISTERIO
" DESANIDAD
> Y CONSUMO
ot

Brotes de enfermedad por Bacillus cereus
notificados al Centro Nacional de Epidemiologia.

1. Sistema de Brotes

El Sistema de Brotes recoge todos los brotes epidémicos de cualquier etiologia
notificados por los epidemiologos de las diferentes Comunidades Auténomas.

En los dltimos 5 afios disponibles (2001-2005) se han notificado a este sistema
21 brotes confirmados causados por Bacillus cereus. EI nimero total de
enfermos fue de 660 con una media de 31 enfermos por brote. Durante este
periodo de estudio solo se notificaron 3 hospitalizaciones y ninguna defuncion.

No existe una estacionalidad en la aparicion de los brotes aunque el mayor
namero se produjo en el mes de noviembre (5 brotes) y ninguno durante los
meses de diciembre, enero y febrero.

La mayoria de los brotes son de tipo comunitario (17/21) destacando cémo
ambito el restaurante con 8 brotes seguido del colegio con 3.

El tipo de alimento asociado a los brotes es muy variado no predominando un
tipo de alimento.

Las caracteristicas de estos brotes se muestran en latabla 1y 2.

164



ANEXO Il (Continuacion)

Tabla 1. Brotes de transmision alimentaria por Bacillus cereus.
Espafia. 2001-2005.

Afios | Casos* Inicio Ambito Alimento
Sintomas

2001 6 | 22/04/2001 Restaurante Desconocido
17| 31/03/2002 Restaurante Cereales
60 | 24/11/2002 Restaurante Setas
12]17/10/2002 Restaurante Carne

2002 2 | 22/10/2002 Tienda Pastel
57 | 24/03/2002 Geridtrico Huevo/ovoproducto

2(2) | 02/11/2002 Hogar Queso

87| 21/11/2002 Colegio Desconocido
31|17/11/2003 Colegio Pasta
46 | 22/06/2003 Restaurante Pollo

2003 4 28/09/2003 Hogar Desconocido

24(1) | 20/08/2003 Geriatrico Mayonesa

20| 02/07/2003 Campamento Desconocido
3106/11/2003 Restaurante Hortaliza fresca
4 02/05/2004 Hogar Pollo
3(11/04/2004 Restaurante Otro

2004 232 | 12/03/2004 Colegio Huevo/ovoproducto
5|27/06/2004 Colectivo sin especificar Desconocido
36 | 27/04/2004 Colectivo sin especificar Desconocido
3108/09/2004 Hogar Cereales

2005 6 | 09/08/2005 Restaurante Desconocido

Fuente: Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica
Centro Nacional de Epidemiologia. ISCIII
* Entre paréntesis nimero de hospitalizaciones.

Tabla 2. Brotes de transmision alimentaria.
(Excluye brotes hidricos) Espafia. 2001-2005.

Afos N° Brotes NSErotes %
B. cereus

2001 989 1 0,10

2002 971 7 0,70

2003 1221 6 0,49

2004 1123 6 0,53

2005 956 1 0,10

Fuente: Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica

Centro Nacional de Epidemiologia. ISCIII
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ANEXO Il (Continuacion)

Anadlisis de los datos facilitados por la Red Valenciana de Vigilancia en Salud
Publica. Sistema Bésico. Brotes Epidémicos (Orden del 4 de marzo de 1997, de la
Consejeria de Sanidad [97/X6736])

Brotes de toxinfecciones alimentarias en la Comunidad Valenciana
segun el agente causal para el periodo 1999-2005 (en porcentaje).

65,3

15 25 14 37

m Salmonella sp m Clostridium perfringens @ Bacillus cereus
m Staphylococcus aureus m Escherichia coli @ Campylobacter jejuni
m Vibrio parahemoliticus @ Virus O Otros

0 Sin determinar

Brotes de transmision alimentaria por B. cereus.
Comunidad Valenciana, 1999-2005.

Afio | Enfermos Ambito Factores Alimento
1999 66* Restaurante 10 Otros
3 Restaurante oriental 1,2,8,10 Otros
2000 42 Residencia 3% Edad 1,2,5,7,8,10 Salsas / Huevo crudo
2001 11 Bar 1,2,6,7,8,9,10 | Desconocidos
2002 67* Colegio 1,2,345,8 Carnes
2 Restaurante oriental 2,3,4,8 Desconocidos
93* Ctro. Psiquiatrico 12,8 Carnes
2003 31* Colegio 1,4,8,9,10 Otros
2004 5 Restaurante oriental Desconocidos
4 Comidas preparadas 7 Carnes
2005 2* Restaurante oriental 1,2,3,45,7 Otros
4* Restaurante 2,7,9,10 Salsas / Huevo crudo

*Casos confirmados. 1=Conservacion del alimento a temperatura ambiente. 2=Refrigeracion insuficiente de
los alimentos. 3=Preparacion de alimentos con gran antelacion al consumo. 4=Grandes cantidades de
alimentos. 5=Coccion insuficiente alimentos o escaso recalentamiento de estos. 6=Utilizacion de restos de
alimentos en preparacion de nuevos platos. 7=Contaminacion cruzada. 8=Practicas de manipulacion
incorrectas. 9=limpieza o desinfeccion inadecuada de utensilios cocina. 10=Inadecuadas condiciones del local.
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ANEXO 1l

La legislacion espafiola contempla el control de la presencia de B.
cereus en los siguientes niveles dependiendo del alimento:

1.- En caldos, consomeés, sopas y cremas si llevan productos vegetales
desecados se exige <10? ufc de B. cereus por g o ml (se considera
aceptable, si solo 2 de las 5 unidades que componen la muestra
presentan un valor de entre 10° y 10° ufc/g o ml) (RD 2452/98-BOE
24/11/98, RD 2180 BOE 13/9/75).

2.- En cereales y copos expandidos, salsas de mesa (en el caso de
tomate frito) y en té y derivados, existen reglamentaciones técnico-
sanitarias donde se exigen niveles inferiores a 10" ufc/g (BOE 8/9/87;
RD 858/84, BOE 10/5/84 y RD 1354/83, BOE 27/5/83).

3.- En la Reglamentacion Técnico Sanitaria para la elaboracion,
fabricacion, circulacion y comercio de galletas (RD 1142/82, BOE
4/6/82), se exige la ausencia de B. cereus por gramo de alimento, tanto
en galletas simples como en rellenas o recubiertas. No es admisible la
presencia de este microorganismo nunca si se controlan las materias
primas y si las practicas de elaboracion y manipulacion son correctas.

4.- En la Reglamentaciéon (CE) N 1441/2007 sobre preparados
deshidratados para lactantes y alimentos dietéticos deshidratados,
destinados a usos médicos especiales para lactantes menores de seis
meses, se exigen niveles de B. cereus <5 x 10" ufc/g (se considera
aceptable, si s6lo 1 de las 5 unidades que componen la muestra
presentan un valor de entre 5 x 10' y 5 x 10? ufc/g).

5.- Ademas, en el caso de especias y condimentos, aunque no existe
una legislacion especifica para B. cereus, se ha considerado el
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seguimiento y andlisis por el riesgo que implica su presencia
(Recomendacién Comision UE, 2004/24/CE, D.O.U.E. 10/1/04).
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ANEXO IV

Recopilacién de ensayos de Q-PCR aplicados a alimentos

Sondas de hidrdlisis TagMan

B. cereus*
C. jejuni

C. jejuni

. jejuni

. jejuni

. jejuni

. jejuni

. jejuni

. jejuni

. sakazakii*

coli

mm Mmoo o0 o0 0 o0

coli

ces

381121-
381206

gyrA
ORF-C

VS1

VS1
ITS
flic-H21

StxA

pasta y arroz
Culture

Pollo

pescado, carne cruda
v leche

pollo, leche y agua

Pollo

Pollo

Pollo

formulacion infantil
Ternera

carne picada

10° ufclg y 10%+*
1 ufc/reaccion
12 ufc/reaccion
1 ufc/reaccién

2-25 ufc/reaccién

>1,1x10"
ufc/100a**

lufc/25g**
10 ufc/25g**

Microorganismo  Diana Matriz Sensibilidad  Referencia
SYBR Green
B. cereus ces pasta y arroz 10" ufc/g y 10+ Fricker et al., 2007
C. jejuni Pollo y agua 10 ufc/reaccion** ggggg y Griffiths,
E. sakazakii* ITS formulacion infantil zfi/igégl Liu et al., 2006
L. monocytogenes hly carne y longaniza 3 ufc/g** Wang et al., 2004
Sta. Aureus nuc Queso 1,5-6,4x10° ufc/2g  Hein et al., 2001b
Sta. Aureus nuc carne picada 10° ufc/ml Alarcon et al., 2006
S. enteritidis sefA Pollo 10° ufc/mi* De Medici et al.,2003
Salmonella spp. invA Pollo 6 ufc/ml** Eyigor y Carli, 2003
Salmonella spp. invA longaniza y carne 3 ufc/g** wang et al., 2004
Salmonella spp. invA leche,agua, pienso <10 ufc/ml** Nam et al., 2005
Salmonella sp. invA leche terneray alfalfa 1.5 ufc/25g g/loeorganoglu y Griffiths,
Salmonella spp. invA Agua 2 ufc/reaccion Wolffs et al., 2006
V. vulnificus Vvh marisco y agua 10° ufc/mi** Paniker et al., 2004
Y. enterocolitica 16S DNAr Carne 4.2 10° ufc/ml Wolffs et al., 2004

Fricker et al., 2007
Nogva et al., 2000a
Padungtod et al., 2002
Sails et al., 2003
Yang et al., 2003
Josefsen et al., 2004
Rudi et al., 2004
Krause et al., 2006
Debretsion et al., 2007
Liu et al., 2006
Auvray et al., 2007

Stefan et al., 2007
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Microorganismo  Diana Matriz Sensibilidad  Referencia
E. coli 0157 it:“j'StXZ Y terneray heces 1ufc/g Sharma et al., 1999
E. coli 0157 22((;[,stx2 y Agua 10 ufc/g** Ibekwe et al., 2002
E. coli 0157 zt;(;,stxz Y ternera y heces 1-10 ufc/g** Sharma, 2002
E. coli 0157 stxl,stxe ~ Pan terera, ensalada 5344 fc/q Heller et al., 2003
v salsas
E. coli 0157 carne ternera triturada - O'Hanlon et al., 2004
E. coli 0157 Ternera 1 ufc/g** Holicka et al., 2006
Grupo B.cereus 16S DNAr Gelatina 1 ufc/muestra** De Clerk et al., 2004
L. monocytogenes Hly agua, lache desnatada 6 ufc/reaccion Nogva et al., 2000b
v leche entera
L. monocytogenes lap Leche 6 ufc/reaccion Hein et al., 20012
L. monocytogenes hly Calabaza 9 ufc/reaccién Hough et al., 2002
longaniza, cerdo, R Rodriguez-Lazaro et
L. monocytogenes hly salmén ahumado. al.. 2004a
" £ Rodriguez-Lazaro et
L. monocytogenes hlyA Salmén 10 ufc/g al.. 2005b
" Leche, salmén, paté, -1 uf - Rossmanith et al.,
L. monocytogenes prfA queso 9-1 ufc/reacciéon 2006
M. avium subsp. 2 Rodriguez- et al.,
paratuberculosis® 1S900 aguay leche 10° ufc/20ml 20053
Sta. aureus nuc Queso 1,5-6,4 x10% ufc/2g Hein et al., 2001b
Sta. aureus nuc carne picada 10° ufc/ml Alarcon et al., 2006
Sta. aureus nuc leche de ovejayvaca - Hein et al., 2005
Sta. aureus Sa0836 Leche 10 ufc/ml Goto et al., 2007
S. enteritidis sefA Huevos 1ufc/600g** Seo et al., 2004
S. enteritidis* protée Helado 10® ufc/ml Seo et al., 2006
T 3 ufc/50 mix*y 3
S. enteritidis pollo y huevo Ufe/10mIr Malorny et al., 2007
Salmonella spp. invA Pollo 2 ufc/reaccién Chen et al., 1997
Salmonella spp. carne y gambas 3 ufc/reaccién Kimura et al., 1999
Salmonella spp. Carne Kawasaki et al., 2001
Salmonella spp. invA carne picada,pollo, 0-10 ufc/25g** Hein et al., 2006
salmon, leche cruda
Salmonella spp.* ttrRSBCA carne y pollo * Josefsen et al., 2007
V. cholerae hlyA Ostras 6-8 ufc/g** Lyon, 2001
" 0,8 ufc/reaccion, Blackstone et al.,
V. cholerae StxA ostras. 10 ufc/reaccion 2007
V. parahaemolyticus gyrB Marisco 6-8 ufc/reaccion Cai et al., 2006
V. parahaemolyticus tlh, ORF8 Ostras - Rizvi et al., 2006
V. vulnificus VVAP Ostras 102 ufclg Campbell y Wright,
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Microorganismo Diana Matriz Sensibilidad  Referencia

V. vulnificus VVhA Ostras 1 ufc/g** Paniker et al., 2006

Y. enterocolitica yst Cerdo 10° ufclg Vishnubhatla et al.,
2000

Y. enterocolitica ail Cerdo 1 ufc/g** Jourdan et al., 2000

Y. enterocolitica ail Cerdo 0,4 ufc/g** Boyapalle et al., 2001

Y. enterocolitica yst carne y tofu 10° ufclg Vishnubhatla et al.,

Y. enterocolitica

Sondas de hibridacién FRET

C. perfringens

E. sakazakii*

E. coli (EHEC)

L. monocytogenes

L. monocytogenes

M. avium subsp.

paratuberculosis*
M. avium subsp.

paratuberculosis*
Sta. Aureus

Salmonella spp.
Salmonella spp.
Salmonella spp.
Salmonella spp.*

Salmonella spp.*

plc, cpe
ISR

eae

hly, iap

F57
F57

invA

SipB, SipC

invA

invA

Sondas de hibridacién en bucle

E. coli 0157

E. coli 0157
Salmonella spp.
Salmonella sp.

Salmonella sp.

sltll

rfbE

Cerdo

agua, carne picada

formulacién infantil en

polvo
carne, leche y heces
de vaca

leche desnatada
Ensaladas

Leche

leche y heces ganado
comida restaurantes
Pollo

ready to eat

leche cruda

leche y carne

pollo, cerdo,
lechuaa...

Leche

leche cruda y zumo de
manzana

pollo
frutas y verduras

Pollo

1-10 ufc/ml**

0,01 ufc/g**

10" ufc/25 y
350a**

10° -10* ufc/ml

10-100 ufc/ml

100 ufc/mly 100
ufc/200ma

3 ufc/ml**
Lufc/mi**

10" ufc/ml

5 ufc/25g**
10° cfu/ml

1ufc

10 ufc/ml
lufc/ml**
5-500 ufc/ml
4 ufc/25g**
2 ufc/25g**

2001
Wu et al., 2004

Dela Cruz et al., 2006

Derzelle y Dilasser,
2006

Ellingson et al., 2005
koo y Jaykus, 2003
Berrada et al., 2006
Tasara et al., 2005
Bosshard et al., 2006
Berrada et al., 2006
Eyigor y Carli, 2003

Ellingson et al., 2003
Van Kessel et al.,

2003

Perelle et al., 2004
Bohaychuk et al.,
2007

Mckillip y Drake, 2000

Fortin et al., 2001

Uyttendaele et al.,
2003

Liming et al., 2004

Patel et al., 2006

*Incluye control interno de amplificacion (IAC).

**Q-PCR tras enriquecimiento.

Recopilacion actualizada a partir de Rodriguez- (2004).
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ANEXO V

Dendograma UPGMA, obtenido utilizando el coeficiente de similitud de
Jaccard, donde se muestra el agrupamiento de los perfiles fenotipicos
de API para las cepas en estudio.
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