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RESUMEN

La inocuidad de los alimentos es una cuestion fundamental de salud publica.
Staphylococcus aureus (S. aureus) es reconocido en todo el mundo como un importante
patdgeno de origen alimentario, la cuantificacion de rutina de S. aureus en alimentos se

suele llevar a cabo aplicando el método de cultivo tradicional.

En los ultimos afios, se han propuesto varios métodos moleculares basados en la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la deteccion y cuantificacion de
microorganismos en alimentos, los cuales a diferencia de las técnicas clasicas, se

caracterizan por ser procedimientos mas cortos y menos laboriosos.

El objetivo del presente trabajo fue el optimizar un método qPCR para la cuantificacion
de S. aureus en muestras de queso fresco, mismo que se realizé en tres fases; en la
primera se verifico el método de cultivo tradicional, aplicado en el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos del SELADIS basado en la Norma Boliviana NB32004.

En la segunda fase se optimizé el método gPCR, utilizando el marcador de fluorescencia
SYBR Green. Se establecieron las condiciones de reaccion y aplicaron primers
especificos dirigidos al gen Nuc, obteniéndose un metodo rapido que presenta resultados

en un solo dia, ademas de constituir una técnica especifica y sensible (desde 10 UFC/qg).

Con el método qPCR optimizado y el método de cultivo tradicional verificado, se
continud con la tercera fase, en la cual se analizaron por ambos métodos 17 muestras de
queso fresco llegando a cuantificarse S. aureus en un 94% de las muestras analizadas.
Comparando los resultados obtenidos por medio del andlisis T de Student, se concluyo
que ambos métodos, gPCR optimizado y el método de cultivo tradicional no presentan
diferencias estadisticas significativas, por lo cual, se puede asumir que estos se pueden

utilizar indistintamente para el analisis de recuento de S. aureus.

Palabras Clave: gPCR, cuantificacion, queso fresco, Staphylococcus aureus.



SUMMARY

The safety of food is a fundamental issue of public health. Staphylococcus aureus (S.
aureus) is recognized worldwide as an important food-borne pathogen, routine
quantification of S. aureus in food is usually carried out by applying the traditional

culture method.

In recent years, several molecular methods based on the Polymerase Chain Reaction
(PCR) have been proposed for the detection and quantification of microorganisms in
foods, which, unlike classical techniques, are characterized by being shorter and shorter

less laborious.

The objective of the present work was to optimize a gPCR method for the quantification
of S. aureus in samples of fresh cheese, which was carried out in three phases; in the
first, the traditional culture method was applied, applied in the Food Microbiology
Laboratory of SELADIS based on the Bolivian Standard NB32004.

In the second phase, the gPCR method was optimized, using the SYBR Green
fluorescence marker. The reaction conditions were established and specific primers were
applied to the Nuc gene, obtaining a rapid method that presents results in a single day, as

well as constituting a specific and sensitive technique (from 10 CFU / g).

With the optimized gPCR method and the verified traditional culture method, the third
phase was continued, in which 17 samples of fresh cheese were analyzed by both
methods and S. aureus was quantified in 94% of the samples analyzed. Comparing the
results obtained by Student's T-test, it was concluded that both methods, optimized
gPCR and the traditional culture method do not present significant statistical differences,
therefore, it can be assumed that these can be used interchangeably for the counting
analysis. of S. aureus.

Keywords: qPCR, quantification, fresh cheese, Staphylococcus aureus.






1. INTRODUCCION

Las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETAS) constituyen un problema de
salud publica en todo el mundo y una causa importante de morbilidad, mas de 250
enfermedades conocidas se transmiten a través del consumo de alimentos contaminados,
entre estas se encuentra la Intoxicacion Alimentaria Estafilocdcica (IAE). (Carolina

Palomino-Camargol, 2014)

La enumeracion de patdgenos transmitidos por alimentos es un aspecto principal del
diagnostico microbioldgico molecular. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es

la técnica de diagndstico molecular mas ampliamente utilizada para este fin.

La deteccion y cuantificacion de rutina de S. aureus en alimentos se lleva a cabo
normalmente por métodos microbioldgicos tradicionales, basados en el uso de medios
selectivos de cultivo, los cuales permiten la cuantificacion directa o la recuperacién de
los aislados después del enriquecimiento en caldo selectivo. Posteriormente, las colonias
sospechosas se confirman mediante las pruebas de DNasa y coagulasa; esta metodologia
convencional, demanda de tres a cuatro dias de trabajo en laboratorio (Pascual, 2000).

En contraste a las pruebas tradicionales de microbiologia, la ventaja que brindan los
procedimientos de biologia molecular, como ser las técnicas de PCR (Reaccién en
Cadena de la Polimerasa) y gPCR (PCR cuantitativa), es que se puede lograr resultados
en un tiempo corto (un dia), lo que disminuye el tiempo de almacenamiento de
productos en fabrica, permitiendo que estos salgan mas rapido al mercado y aminoran
costos. También permiten obtener resultados en tiempo corto en casos de relevancia

epidemioldgica como brotes.



Estas técnicas, son cada vez mas utilizadas en los laboratorios de microbiologia por su
alta sensibilidad y especificidad, ademas de brindar la posibilidad de procesar grandes

cantidades de muestras en poco tiempo. (P. Cremonesi, 2007)

Es importante que los métodos de analisis empleados para el andlisis de S. aureus en
alimentos, sean cuantitativos y permitan un recuento veraz y eficiente de este agente o
de sus enterotoxinas, ya que muchos estudios refieren que para producirse la IAE es
suficiente una concentracion de 10° a 108 Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de
S. aureus por gramo de alimento. Del mismo modo, una dosis de menos de 1 ug de
enterotoxinas en alimentos contaminados, que es producida por mas de 10° UFC/g

produciran los sintomas después de 1-6 horas en personas sensibles (FDA).

S. aureus es reconocido en todo el mundo como un importante patégeno de origen
alimentario (Duquenne, 2012), el cual puede causar desde intoxicaciones alimentarias

leves, hasta intoxicaciones graves que ponen en riesgo la vida. (Ochoa Coronel, 2017)

El queso fresco es un alimento lacteo de fabricacion muy sencilla y de alto valor
nutricional. (C.Ramirez-Lopez, 2012). Este alimento, constituye un ecosistema
microbiano complejo y dinamico, caracterizado por la presencia de una gran variedad de

bacterias, levaduras y mohos.

Algunos de estos microorganismos, contribuyen a la calidad organoléptica de los
quesos, mientras que la presencia de otros microorganismos como S. aureus pueden dar

lugar a un deterioro o constituir un riesgo para la salud.

Por las ventajas mencionadas y por la necesidad de implementar un procedimiento que
permita la cuantificacién de S. aureus en tiempos cortos a partir de muestras de
alimentos; el presente trabajo, tuvo por objetivo el optimizar un protocolo para la
cuantificacion de S. aureus por el ensayo de gPCR, como alternativa de deteccion y

cuantificacion al método tradicional.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El desarrollo y la optimizacion de metodologias alternativas para la deteccion y
cuantificacion de patdgenos en alimentos, es una de las necesidades sobre la cual trabaja

actualmente la microbiologia de alimentos. (Carrillo-Inungaray, 2014)

Esto debido a que los métodos microbioldgicos tradicionales utilizados para la
cuantificacion de S. aureus comdnmente son laboriosos y consumen demasiado tiempo
(3 a4 dias).

Sumando a esto la posibilidad que algunas células bacterianas puedan entrar en un
estado viable pero no cultivable (VPNC), debido al procesamiento al que se sujeta
algunas veces el alimento, vemos que se nos imposibilita el uso de estos métodos

basados en el cultivo como herramienta de deteccion y cuantificacion.

Estas variables, aunadas a la demanda por resultados inmediatos ha conducido al

desarrollo de una amplia gama de métodos rapidos en las ultimas décadas.

Aungue muchos laboratorios alrededor del mundo han implementado métodos de qPCR
para la cuantificacion de patdgenos, existen parametros como, la extraccion del ADN, la
eleccién de primers y el tipo de programa de la PCR, que afectan la eficiencia de la
reaccion, por lo que se hace necesario optimizar un protocolo qPCR adecuado que
permita realizar una sensible y especifica cuantificacion de S. aureus en matrices de

alimento como el queso fresco.

Observando esta necesidad el presente trabajo optimizo un protocolo basado en el
ensayo qPCR para la cuantificacion rapida de S. aureus en quesos frescos con una alta
sensibilidad, especificidad y que permitird analizar grandes cantidades de muestras al

mismo tiempo en una sola reaccion.



3. JUSTIFICACION

La IAE representa una grave amenaza para la salud de la poblacion en general y una

preocupacion constante para la industria alimentaria y la vigilancia epidemiologica.

Los métodos microbioldgicos utilizados cominmente en la deteccidén de patdgenos de
origen alimentario, son laboriosos y demandan mucho tiempo. El hecho de que se
requieren resultados en tiempos cortos ha conducido al desarrollo de métodos rapidos

para cubrir esta demanda.

Uno de los métodos que mejores resultados estd reportando es el método gPCR,
detectando y cuantificando microorganismo de interés a partir de diversas matrices de

alimentos en tiempos cortos. (Santos, Almeida, Correia da Costa, & Lourenco, 2015)

La deteccion y cuantificacion de patdgenos como S. aureus mediante métodos
moleculares se hace cada vez mas popular en aspectos de calidad y seguridad, y en la
produccion de alimentos, debido a que estas técnicas suelen ofrecer muchas ventajas.

La qPCR, es fiel exponente de tales alcances; se puede ejecutar en tiempo corto con un
buen limite de deteccion, especificidad y sensibilidad, facil automatizacion y capacidad

de procesamiento de grandes cantidades de muestras.

No requiere condiciones aerdbicas o anaerdbicas en comparacion con el método de
cultivo clasico, no se encuentra influenciada por la presencia de otros microorganismos,
puede ser monitoreada en tiempo real y la confirmacién de amplificacion especifica

puede observarse en las curvas de amplificacion.

El contar con una técnica gPCR, permitira al laboratorio de microbiologia de alimentos
ofrecer un servicio rapido (1 dia) y eficiente a la industria alimentaria, a la vigilancia

epidemioldgica y a la poblacion en general.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Optimizar el ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

(gPCR) para la cuantificacion de S. aureus en queso fresco.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar el Limite de deteccién, Limite de cuantificacion y Nivel critico del
método tradicional microbiolégico de recuento en placa NB 32004 para
cuantificacion de S. aureus.

e Correlacionar la cantidad de UFC de S. aureus con la concentracion de ADN de
S. aureus obtenida.

o Definir las condiciones de analisis qPCR para la cuantificacién de S. aureus.

e Elaborar curvas estandar de cuantificacion a partir de concentraciones conocidas
de ADN de S. aureus, extraido de cultivos puros y de queso fresco fortificado
con S. aureus.

e Cuantificar S. aureus en muestras de queso fresco, utilizando las técnicas de
qPCR y el método tradicional microbiol6gico de recuento en placa.

e Analizar estadisticamente los resultados obtenidos en los analisis de
cuantificacion de queso fresco por ambos métodos gPCR y microbioldgico.



5. MARCO TEORICO

5.1. Enfermedades Transmitidas por Alimentosy S. aureus

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) son originadas por consumir
alimentos contaminados con toxinas o con una o varias bacterias patogenas (Ministerio
de Salud, 2016). Dicha contaminacion generalmente se presenta por el contacto del
alimento con los manipuladores, es decir con las personas que estan en contacto directo

con los alimentos. (Alejo, 2011)

Respecto a la intoxicacion provocada por S. aureus, la IAE es relativamente comun, ya
que sus toxinas son termoresistentes. Asimismo, se ha sabido que existe una amplia
variedad de alimentos capaces de albergar al S. aureus, pero cabe destacar que los méas
susceptibles son aquellos que tienen contacto con la piel del animal, tal es el caso de la
leche, el huevo, los productos carnicos como el jamon y los quesos. (Zendejas-Manzo,
2014)

5.1.1 Portadores y manipuladores

Los manipuladores de mayor riesgo son aquellos cuyas practicas de trabajo o acciones
en ciertos procesos de produccién pueden ser determinantes en relacion con la seguridad
y la salubridad de los alimentos. En el caso del queso fresco son los encargados de
ordefiar a la vaca para obtener la leche, el personal encargado de preparan el queso y los
encargados del almacenaje y expendio del queso fresco como producto terminado.
(Zendejas-Manzo, 2014)



En nuestro medio, la mayor parte de quesos frescos de expendio en los mercados se
realizan de forma casera y la cadena de obtencion, procesamiento y comercio, puede ser
realizado por un solo manipulador o varios, los cuales generalmente prestan poca
atencion a los cuidados de salubridad necesarios. Razon por la cual, es frecuente que
estos productos sean portadores de S. aureus y otros patdgenos, causando ETAs y

poniendo en riesgo la salud de los consumidores.

5.1.2 Intoxicacion Alimentaria Estafilococica

La IAE se produce por la ingestion de alimentos contaminados que contienen las
enterotoxinas termoestables producidas por S. aureus. La aparicion de los sintomas de
esta intoxicacion son usualmente rapidas y en algunos casos son severas, dependiendo
de la susceptibilidad individual a la toxina, de la cantidad de alimentos contaminados
ingeridos, de la cantidad de toxinas presentes en los alimentos consumidos y de la salud

general del consumidor.

Con respecto a la dosis requerida, muchos estudios refieren que para producirse la IAE
es suficiente una concentracion de 10° hasta 108 UFC de S. aureus por gramo de
alimento. Del mismo modo, una dosis de menos de 1 x g de enterotoxinas en alimentos
contaminados, que es producida por méas de 10° UFC/g produciran los sintomas después
de 1-6 h en personas sensibles; siendo los sintomas mas comunes, las nauseas, vomitos,

diarrea, calambres abdominales y postracion. (Zendejas-Manzo, 2014)

La mortalidad por IAE es rara, pero pueden llegar a ocurrir en personas susceptibles a la

deshidratacion, como ser ancianos, nifios y personas inmunodeprimidas.



5.1.3 Epidemiologia de las IAE

Historicamente, el primer dato que se tiene sobre un brote de IAE fue descrito por
Vaughan y Sternberg, en Michigan en el afio 1884, y se relacion6 al consumo de queso
cheddar contaminado con Staphylococcus. En ese entonces los autores describieron al

agente causante como un Micrococcus. (Ovares, 2015)

La IAE puede constituir un alto porcentaje del total de los procesos de intoxicacion
alimentaria, su incidencia suele ser subestimada debido al caracter poco grave del
proceso y a la falta de confirmacion microbioldgica en la mayoria de los casos. Se
estima que solo del 1 al 5% de todos los casos de intoxicacion son reportados al
Departamento de Salud Pablica en EEUU, donde se estima que la IAE corresponde al
14% del total de las ETASs; en Francia, S. aureus es la segunda causa de ETAS, después

de Salmonella.

La IAE se caracteriza por ser autolimitante, sin embargo, se han reportado
hospitalizaciones e incluso muertes debido a ésta (Ministerio de Salud, 2016),
considerando que su distribucion es a nivel mundial. Estudios realizados en los Estados
Unidos por el Centers for Disease Control and Prevention (CDC), muestran a la IAE
como una de las principales causas de brotes de origen alimentario, encontrandose en el

tercer puesto junto a Escherichia coli productora de toxina Shiga.

En Inglaterra, el 1.5 % de los brotes de ETASs entre los afios 1992 y 2009 se relacionaron
a S. aureus; esto corresponde a un total de 2530 casos reportados. (Cervantes-Garcia,
2014); En Japdn, en el afio 2000, se reportd un importante brote, el cual se dio en el
distrito de Kansai y afectd cerca de 13400 personas, estudios posteriores indicaron que

la fuente de la intoxicacion fueron productos derivados de la leche.



En Latinoamérica también se han producido un gran numero de casos asociados a S.
aureus Yy sus enterotoxinas. En Brasil, en el afio 2004 se presentd un brote masivo que
afectd a mas de 4000 personas; en el 2007, se reportd un brote en Paraguay, el cual fue

asociado al consumo de leche.

5.1.4 Epidemiologia de IAE en Bolivia

En nuestro pais, segun la Red de Laboratorios Oficiales de Andlisis de Alimentos
Bolivia (RELOAA), se reportd que la contaminacion por S. aureus en alimentos, tanto
en las etapas de produccién, almacenamiento, distribucion y consumo fue superior al
30%. En esta vigilancia realizada a nivel nacional, los principales alimentos reportados
como frecuentemente contaminados fueron el queso fresco y los embutidos. (RELOAA,
2010).

Sin embargo, la mayoria de los casos de IAE e incluso brotes pasan desapercibidos o0 no
son documentados y reportados, esto debido principalmente al poco conocimiento de la

poblacion en general sobre las ETAS.

Los brotes por IAE en Bolivia estan presentes, pero muy pocos son reportados y
confirmados. Uno de los pocos brotes que fueron reportados, es el documentado por el
Ministerio de Salud en el colegio Antonio Vaca Diez de la ciudad Cobija - Pando en
fecha 20 de mayo de 2015, el cual estuvo asociado al consumo de pollo y que afectd a
500 personas, producto de los estudios de laboratorio, se aisl6 como agente causal a S.
aureus y Bacilluscereus, esto debido presumiblemente a la mala manipulaciéon de los

alimentos del desayuno escolar. (Opinion, 2015)
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5.2 Staphylococcus aureus

Desde su descubrimiento por el médico Alexander Ogston en 1880, S. aureus es
considerado un patégeno con gran potencial para causar multiples infecciones en el
humano y en los animales. Ogston introdujo el nombre de Staphylococcus, del

griego “staphyle” que significa racimo de uvas, para describirlo.

S. aureus es la especie tipo del grupoStaphylococcus, considerado el mas patdgeno y

responsable de un amplio espectro de enfermedades. (Cervantes-Garcia, 2014)

Staphylococcus aureus

Figura 1: De izquierda a derecha: Microfotografia electronica por barrido de S. aureus a nivel de um. Observacion
microscopica de S. aureus con tincion Gram. Colonias blancas de S. aureus sobre agar sangre. (Ecologia y Salud )

S. aureus es un coco, Gram positivo, perteneciente a la familia Staphylococcaceae,
anaerobio facultativo, inmdvil, no esporulado, meséfilo, de un tamafio aproximado de
0,5-1,5 um, que se agrupa en racimos, de colonia con pigmento dorado, amarillo y a

veces blanco.
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Es un patdgeno importante, ya que esta involucrado en intoxicaciones alimentarias leves

hasta intoxicaciones graves que ponen en riesgo la vida. (Ochoa Coronel, 2017)

Los parametros Optimos para el crecimiento de S. aureus son variables (Tabla 1), sin
embargo, en ocasiones incluso es resistente a la congelacién, sobreviviendo
perfectamente a temperaturas de —20°C, y aunque la viabilidad decrece notablemente
durante la conservacién en congelacién, a temperaturas de —10°C a 0°C, las SE son muy
estables y si sumamos la capacidad de este microorganismo de desarrollarse en
ambientes salinos de hasta un 10% de concentracién (Alejo, 2011), tenemos entonces

ante nosotros, una de las bacterias mas resistentes a condiciones ambientales.

Tabla 1: Parametros de crecimiento de S. aureus. (Alejo, 2011)

Parametros Optimo Rango
Temperatura (°C) 40 — 45 10 - 48

pH 7-—8 40-96

aw 0,98 0,85->099
NaCl (%) 0 0-10

Potencial redox (En) (mV) >+ 200 <-100->+ 200
Atmosfera Aerobia (5 — 20% oxigeno Aerobia - anaerobia
disuelto)

S. aureus es capaz de producir alrededor de 11 serotipos distintos de SE, ademas de otras
toxinas de gran virulencia para los mamiferos, denominadas Toxina del Sindrome del
Shock Toxico-1 (TSST-1) y toxinas exfoliativas (ETA y ETB). Siendo las enterotoxinas,
las responsables de producir las intoxicaciones alimentarias por la ingesta de productos

contaminados, principalmente las de origen carnico y lacteo (Ministerio de Salud, 2016)
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5.2.1 Patogenia y virulencia

Son muchos los factores que hacen a S. aureus un microrganismo virulento, pudiéndose
dividir estos en tres grandes grupos: componentes estructurales, componentes

estructurales, enzimas y toxinas, como se resume en la tabla 2.

Tabla 2: Factores de virulencia asociados a S. aureus. (Zendejas-Manzo, 2014)

Factores de virulencia asociados a
Staphyvlococcus aureus

Factores de virulencia de Sraphyviococcus aureus

Componentes de la Efecto biolagico
estructura

Capsula Es una adhesina; ademas. impide la
quimiotaxis v la fagocitosis | inhibe la
proliferacion de células mononucleares

Peptidoglicano Proporciona estabilidad osmotica y
estimula la produccidon de pirdgenos
endogenos v es quumioatrayente

leucocitario

Acido teicoico Regula la concentracion catiénica
de la membrana celular, se une a la
fibronectina

Proteina A Altera funcion ciliar, estimula respuesta

mflamatoria, media en el dafio tisular
con produccion de radicales toxicos de

oxigeno

Enzimas

Coagulasa Convierte el fibrindgeno en fibrina

Catalasa Cataliza la descomposicion del peroxido
de hidrégeno

Hialuronidasa Hidroliza los acidos hialuréonicos
en el tejido conectivo, facilitando la
disemunacion de los estafilococos en los
tejidos

Fibrolisina Disuelve los coagulos de fibrina

Lipasa Hidroliza los lipidos

Nucleasa Hidroliza el ADIN

Penicilinasa Hidroliza la penicilina
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5.2.1.1 Toxinas

S. aureus produce una gran variedad de toxinas, las cuales estan divididas de acuerdo a
los efectos bioldgicos que producen en las células, asi como con su localizacion dentro

de la célula bacteriana; presentando en resumen las siguientes toxinas (Tabla 3):

Tabla 3: Toxinas producidas por S. aureus y sus efectos bioldgicos. (Zendejas-Manzo, 2014)

Toxinas Efecto biolégico

Citotoxinas (a, B, & vy ¥ leucocidina) Mecanismo poro-perforador sobre las
membranas de leucocitos, eritrocitos,
macrofagos, plaquetas y fibroblastos

Toxina exfoliativa (ETA y ETB) Proteasas, que rompen los puentes
intercelulares en el estrato granuloso de
la epidermis
Enterotoxinas (A-E, G-1) Super antigenos (estimula la proliferacion

de células T y la liberacién de
citosinas): estimula la liberacién de
mediadores quimicos en los mastocitos,

aumentando el peristaltismo

Toxina del sindrome del choque Super antigenos (estimulan la proliferacién
toxico

TS5T-1

de células T y la liberacion
de citosinas); produce extravasion o la

destruccion de las celulas endoteliales

5.2.2 Caracteristicas moleculares y genéticas de S. aureus

El desarrollo de la genémica y la disponibilidad que se tiene de la secuencia completa de
nucledtidos de genoma de S. aureus, ha ayudado a generar técnicas nuevas para la

deteccion y cuantificacion de este patdgeno. (Cervantes-Garcia, 2014)
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El genoma de S. aureus es circular, compuesto de aproximadamente 2.8 kb, con un
contenido bajo de G-C (33%), ademas su genoma contiene 2,600 marcos de lectura

abierta representando un 84.5% de su genoma.

La comparacion del genoma indica que 50% de las proteinas codificadas en el
cromosoma de S. aureus presentan gran homologia con Bacillus subtilis, lo que sugiere
gue ambos organismos tuvieron un ancestro comun y divergieron mas tarde.

La mayoria de los genes homdlogos son un grupo de genes conocidos como
housekeeping que son necesarios para el crecimiento y division de la bacteria.
(Cervantes-Garcia, 2014)

Una caracteristica sobresaliente del genoma de S. aureus es la presencia de gran nimero
de elementos moviles (plasmidos, secuencias de insercidn y transposones bacteriofagos
e islas de patogenicidad), que contienen factores de virulencia y resistencia a diversos
antimicrobianos. El estudio de estos elementos ha permitido explicar los mecanismos de
conjugacién, transformacion y transduccion del material genético a través de plasmidos

moviles.

Los transposones pueden transportar uno 0 mas marcadores de resistencia antibiotica. Se
conocen varios tipos de transposones como el de la resistencia a eritromicina Tn551

codificado por el gen ermB.

La presencia de estos elementos mdviles confirma la capacidad que tiene S. aureus para
intercambiar genes por transferencia horizontal, tanto con los del mismo género como
con otros géneros. El intercambio de los genes es la clave de S. aureus en la evolucion,
la peculiar plasticidad genética es una explicacion del éxito de S. aureus para colonizar

como para el desarrollo de enfermedades en el humano. (Cervantes-Garcia, 2014)
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Los principales genes y elementos moviles se detallan en la siguiente Tabla 4.

Tabla 4: Ubicacién de los genes que codifican las SEs de S. aureus. (Ovares, 2015)

Enterotoxina Gen Elemento en el cual se ubica Regulacién
SEA seq Profago agr independiente
SEB seb Cromosomas, plasmidos, islas | agry sar dependiente

de patogenicidad

SEC (1,2, 3 sec Plasmidos agry sar dependiente
SED sed Plasmidos agr dependiente
SEE see Profagos agr independiente
SEG seg egc (enterotoxin gene -
cluster), cromosomas
SEH seh Transposon -
SEIl sei egc, Cromosomas -
SER ser Plasmidos -
SES ses Plasmidos -
SET set Plasmidos -
SEI(J,K, L, M, N, | sel (jk I, m, Islas de patogenicidad, -
0,P,Q,UyV) n o p, g, uyv) plasmidos, cromosomas,

profagos o egc

El gen de la Nucleasa termoestable (gen Nuc) es especifico del S. aureus (Brakstad
OG1, 1995), codifica para una proteina de la nucleasa termoestable con una masa
molecular de 17.000 DA, 1 ng de ADN equivale a 6x10° copias del genoma entero y el
gen Nuc es un gen de copia Unica (Ingeborg Hein, 2001), el cual permite la

identificacion molecular de S. aureus (Jaramillo-Garcia, 2016)

La nucleasa estafilococica, ha sido ampliamente caracterizada por muchos
investigadores, consta de una sola cadena polipeptidica, 149 aminoacidos de longitud,
esta proteina monomérica carece de puentes de disulfuro y se pliega y despliega
reversiblemente. (Lin David, 1985)
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5.3 Queso fresco

El queso es un alimento de amplio consumo a nivel mundial, cuyas caracteristicas
nutritivas, funcionales, de textura y sensoriales difieren entre cada tipo. Se estima la
existencia de mas de 2000 variedades de queso, entre madurados, semi-madurados y
frescos. No obstante, en nuestro pais predomina el consumo de quesos frescos, las cuales

presentan una humedad del 46 - 57%. (C.Ramirez-Lopez, 2012)

El queso es un producto obtenido por coagulacion de la leche cruda o pasteurizada
(entera, semidescremada y descremada), constituido esencialmente por caseing;
mediante este proceso se logra preservar el valor nutritivo de la mayoria de los
componentes de la leche, incluidas las grasas, proteinas y otros constituyentes menores,
generando un sabor especial y una consistencia solida o semisélida en el producto
obtenido (Law Jhonson, 2011).

5.3.1 Caracteristicas y propiedades de quesos frescos

El queso fresco presenta un color blanquecino, contextura blanda, aroma y sabor
caracteristico, ademas de compartir casi las mismas propiedades nutricionales de la
leche. A excepcion de la lactosa, los otros componentes se encuentran mas concentrados
en el queso a diferencia de la leche. Es un producto que brinda un excelente aporte de

proteinas, calcio y fésforo.

Entre sus caracteristicas, presenta en promedio una humedad entre 46 -57%; aw 0,96;
grasas 18-29%; proteinas 17-21%; sal 1-3%; pH 6.1; calcio 1,3-1,8%; fosforo 1,0-2,3;
kcal/100g 255+22. (C.Ramirez-Lopez, 2012). Estas propiedades nutricionales, hacen
que los quesos sean alimentos apetecibles y nutritivos, no solo para los consumidores,
sino también para los microorganismos que lo ven como un excelente sustrato en el que

pueden subsistir y reproducirse.
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5.3.2 Queso fresco como sustrato de S. aureus y alteraciones en el queso fresco

causadas por microorganismos

El queso fresco puede contaminarse de diferentes formas que pueden alterar o no sus
caracteristicas y dependiendo del agente contaminante se distinguen la contaminacion
fisica, la quimica y la bioldgica. (Delgado, 2003)

En la Norma Boliviana NB33009 de 2003, se tiene como limite microbiologico, la
cantidad maxima de 10 UFC/g de S. aureus en queso fresco, los productos que

sobrepasen este limite pueden llegar a ser nocivos para la salud.

Las bacterias que con mayor frecuencia se encuentran en el queso, son las bacterias
aerobias mesdfilas, coliformes totales y fecales, Escherichiacoli, S.aureus, Enterococcus

faecalis y Lactobacillus spp.

El queso es un alimento fermentado que durante su elaboracion alcanza recuentos de
bacterias fermentadoras de hasta 10 ® UFC/g, necesarias para la transformacion de la
leche en queso (Delgado, 2003). Sin embargo, una carga microbiana muy elevada puede
afectar a la calidad del producto, ya que la presencia de estos microorganismos se asocia

con el deterioro precoz de los quesos o con fermentaciones anormales. (Islas, 2006)

5.4 Caracterizacion de S. aureus

En los medios de cultivo tradicionales, el S. aureus crece después de incubarse por
aproximadamente 48 horas, formando colonias de 0.5 - 1.5 mm de diametro. Sus
colonias son de aspecto liso, elevado, brillante y de bordes enteros, presentan
consistencia cremosa y pigmentacion que va del amarillo a dorado debido a la
produccion de carotenoides, producen  hemolisis o hemdlisis total alrededor de sus

colonias cuando se cultivan en agar sangre.
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S. aureus crece bien en medios de cultivos no selectivos, como el agar sangre, agar
chocolate, caldo BHI (BraindHeart infusién) y medios liquidos para hemocultivo donde
se recupera facilmente. ElI medio recomendable y usado por la mayoria de los
laboratorios para su cuantificacion, es el agar Baird Parker, este medio permite realizar

la cuantificacidn caracterizada por una pigmentacion negra de las colonias.

El agar Sal Manitol o medio de Chapman también se usa por su elevado contenido de
sal, el cual inhibe el crecimiento de la mayoria de las bacterias Gram negativas, este
medio permite realizar la identificacion presuntiva de S. aureus por su pigmentacion

amarilla caracteristica.

En la actualidad, se han venido desarrollando medios de cultivo que contienen agar base
cromogénico especifico para la deteccion de S. aureus; en presencia de enzimas
especificas, los sustratos son modificados y los cromdgenos tifien especificamente las

colonias, permitiendo realizar su identificacion.

La identificacion de S. aureus se puede realizar con el empleo de técnicas como la
tincion de Gram y una variedad de pruebas bioguimicas, como ser la prueba de la
catalasa, prueba de la DNAsa y fermentacion de glucosa. En condiciones aerébicas
produce DNAsa, fosfatasa alcalina e hidrolasa (Camarena, 2014), cualidades junto con
otras, que permiten su diferenciacion de otras especies, como ser: S. epidermidis y S.

saprophyticus.
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Tabla 5: Caracteristicas que distinguen las tres especies principales del género Staphylococcus. (Hernandez, 2017)

Produccion de coagulasa (s)

Acido a partir de manitol
(anaerobio)

Produccion de toxina alfa
Proteina A en la pared celular

Fosfato de ribitol de tipo acido
teicoico en la pared celular

Fosfato de glicerol de tipo
acido teicoico en la pared
celular

Crecimiento anaerobio vy
fermentacion de glucosa

Sensibilidad a la novobiocina

8. aureus

+

+

5. epidermidis

S. saprophyticus

S. aureus también puede identificarse y cuantificarse a través de técnicas moleculares,

mediante la aplicacion de la PCR y gPCR, utilizando genes especificos de especie. En

ocasiones, también se requiere identificar cepas o grupos de cepas con fines

epidemioldgicos, para lo cual se pueden emplear técnicas fenotipicas y genotipicas.

(Cervantes-Garcia, 2014)

5.5 Método Microbioldgico de Recuento en Placa

El protocolo basado en la Norma 1SO (NB32004), el cual tiene como objeto, la

cuantificacion de S. aureus en alimentos, entre ellos el queso fresco. Esta técnica,

presenta en su procesamiento, los siguientes pasos:

1. Aislamiento selectivo, se utiliza un medio selectivo sélido, el cual inhibe el

desarrollo de microorganismos diferentes al Staphylococcus, pero ademas permite

reconocer el desarrollo caracteristico del microorganismo buscado.

2. Recuperacion de la cepa, este paso permite restaurar células de S. aureus.
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3. ldentificacion bioquimica, en este punto se identifica el género y especie de S.
aureus mediante el uso de pruebas bioquimicas que dan reaccion positiva para este

microorganismo (presencia de la enzima coagulasa y enzima termonucleasa).

La cuantificacion de S. aureus mediante extension del inoculo en superficie, es la méas
utilizada y catalogada como prueba Gold Estdndar para el analisis en muestras de
alimentos. (Esteban, 2016)

5.6 Reaccién en Cadena de la Polimerasa

A tres décadas de su aparicion, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una de
las herramientas tecnoldgicas mas innovadoras para el estudio de los acidos nucleicos.
Se caracteriza por ser una técnica de alta sensibilidad, reproducibilidad y eficiencia, que
genera resultados confiables en poco tiempo y faciles de analizar. Por ello, se ha
convertido en el método de eleccion de muchos investigadores para los estudios
genéticos y de biologia molecular. (Tamay-Dios, 2013)

Esta técnica utiliza gradientes de temperatura para la amplificacion de un segmento de
ADN en especifico, para lo cual, es imprescindible el uso de una serie de reactivos que
dan lugar al proceso de amplificacion del material genético, entre estos tenemos los
iniciadores o primers, la enzima polimerasa, un buffer, MgCI2, dNTPs y agua libre de

nucleasas.

Este proceso consta de tres etapas de cambios de temperatura que forman un ciclo de
amplificacion, el cual se repite por un nimero variable de veces; generalmente la PCR

posee entre 30 a 40 ciclos.

La primera de estas etapas, es la de Desnaturalizacion, donde se produce la ruptura de
los puentes de hidrégeno y ocasionando la separacién de las hebras de ADN, la

temperatura de reaccion para este efecto es de 94 a 95°C.
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La segunda etapa es la de Hibridacion o Annealing, en la cual los cebadores se unen al
ADN molde, reaccion que se produce usualmente entre los 45 a 65°C. Esta etapa, es la
gue determina la especificidad de la reaccion, ya que del disefio previo de los cebadores,

dependera la sintesis de productos inespecificos y resultados falsos positivos.

La tercera etapa se conoce como de Extension, en esta fase actia la enzima ADN
Polimerasa, la cual se encargara de sintetizar las nuevas hebras hijas a partir de la region
en la cual se produjo la union Cebador — ADN molde. Esta fase usualmente se produce a

una temperatura de 72 °C. (Chirinos-Arias)

Amplificacion de la PCR
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Figura 2: Ciclo de Amplificacion de la PCR
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Amplificacion de la PCR
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Figura 3: Amplificacion exponencial de los productos de PCR

5.7 PCR en Tiempo Real

Los primeros avances en el desarrollo de esta técnica, fueron los realizados por Higuchi
y colaboradores, en 1992, desde entonces y a la fecha, el objetivo de este procedimiento,
también llamado PCR cuantitativa (qQPCR), ha sido el de detectar y cuantificar las
secuencias especificas de acidos nucleicos mediante el uso de reporteros fluorescentes

en la reaccion.

La qPCR es una variante de la PCR convencional (Punto final), utilizada para amplificar
y simultaneamente cuantificar el producto de la amplificacion de ADN. Para ello, la
gPCR emplea los mismos componentes que una PCR convencional, sin embargo, a esta
mezcla ahora se le adiciona una sustancia marcada con un fluoréforo que, en un

termociclador que albergue sensores para medir fluorescencia tras excitar el fluor6foro a
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la longitud de onda apropiada, permita medir la tasa de generacion de uno o mas
productos especificos. Dicha medicion, se realiza luego de cada ciclo de amplificacion y
es por esto que también se le denomina como PCR inmediata o simultanea. (Life-

Technogies)

Mediante la gPCR, la manera en que se analizan sus resultados, es mediante la
observacion de sus curvas de amplificacién. Una curva tipica de gPCR debe tener las

siguientes partes:

* Linea base (Background): Son los niveles de sefal de fluorescencia durante los

primeros ciclos (lo que se conoce como ruido, pues no pasa el umbral).

* CT (threshold cycle): Es el primer incrementd significativo en la cantidad de producto
de PCR, medido por el aumento de fluorescencia. No significa que no exista

fluorescencia antes, solo que no es detectada por el termociclador.
* Fase exponencial: Incremento exponencial del producto de PCR.
* Fase lineal: Eficiencia de la amplificacion se hace constante.

* Fase estacionaria: Tope de la amplificacion, el producto obtenido permanecera

constante aunque se aumente el nimero de ciclos.
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Figura 4: Cinética de Amplificacion de la gPCR (Aguilera, Ruiz Tachiquin, Rocha , Pineda Olvera, & Chanez
Cardenas, 2014)

En comparacién a una curva de crecimiento microbiano, las curvas de amplificacion de

gPCR guardan mucha semejanza; ambas de forma sigmoidea. (Chirinos-Arias)

La manera en que se adquieren los datos cuando la amplificacion esta todavia en la fase
exponencial estd determinada, por la identificacion del nimero de ciclo al cual la
intensidad de emisién del fluoréforo aumenta con respecto al ruido de fondo
(background). Este nimero de ciclo se llama ciclo umbral (Ct: thresholdcycle); este Ct
es inversamente proporcional al nimero de copias del ADN target o blanco: a mayor
concentracion de templado, menor Ct medido.
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X, = X,(1 + E)

X, = producto de PCR luego del ciclon
X, = nimero inicial de copias
E = eficiencia de amplificacion
n = ndmero de copias

Nimero de
ciclos

Figura 5: Ecuacion de la PCR

5.7.1 Tipos de marcadores de fluorescencia

Existen distintos tipos de marcadores de fluorescencia para la qPCR, estos pueden ser
reversibles (se unen al ADN mas de una vez) o pueden ser irreversibles (una vez unidos
al ADN son hidrolizadas). Entre los tipos de marcaje de fluorescencia mas utilizados,

tenemos los siguientes:

5.7.2 SYBR Green

Este fluoroforo emite fluorescencia cuando se une al surco menor del ADN de doble
cadena. La intensidad de la fluorescencia se incrementa proporcionalmente a la
concentracion del ADN, mientras mads ADN de doble cadena haya en el tubo de
reaccion, mayores seran los sitios de union y la sefial de fluorescencia del SYBR Green.
Este sistema es muy econdémico y permite el empleo de un solo fluoréforo en diferentes
ensayos. Sin embargo, presenta varias desventajas, ya que no es posible hacer reacciones
multiples o multiplex (en donde se amplifican varios genes en la misma reaccion),
ademas de que la sefial emitida no es especifica, porque el fluoroforo se une a cualquier
amplicén del ADN.
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Por lo anterior, para un uso correcto del SYBR Green en la PCR cuantitativa es
obligatorio verificar la especificidad de la sefial, analizar la curva de disociacion y
comprobar que la sefial de fluorescencia obtenida se deba sélo a la amplificacion del
blanco (Aguilera, Ruiz Tachiquin, Rocha , Pineda Olvera, & Chanez Cardenas, 2014).

/3
N/.
-
S SYBR Green

Figura 6: Representacion del SYBR Green y su interaccion con el ADN de doble cadena. (Life-Technogies)

5.7.3 Sondas TagMan

También conocidas como sondas 5’ nucleasas (ya que utilizan la actividad 5’
exonucleasa de la ADN polimerasa). En este sistema, la sonda es oligonucledtido
especifico (~20 bases) para la secuencia del gen de interés marcado con dos fluoroforos,
un reportero unido al extremo 5’ y un apagador en el extremo 3’. La longitud de la sonda
es la distancia entre los dos fluoréforos, de manera que la fluorescencia del reportero

estd apagada por el fenomeno FRET (Transferencia de energia entre fluorocromos).

La actividad 5 exonucleasa de la ADN polimerasa corta los nucleotidos de la sonda
durante la amplificacion, los fluoréforos se separan y se observa la sefial de
fluorescencia. Es decir, la hidrdlisis de la sonda provoca un incremento en la sefial del
reportero y ésta aumenta proporcionalmente al incremento del amplicon. Algunos

ejemplos de fluoroforos reporteros son FAM , VIC y NED, entre los apagadores se
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encuentran TAMRA, DABCYL y BHQ (Aguilera, Ruiz Tachiquin, Rocha , Pineda
Olvera, & Chanez Cardenas, 2014).
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Productosde =
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Figura 7: Mecanismo de reaccidn de las sondas TagMan (Almansa, 2012)

Estas sondas permiten una reaccion de alta especificidad y brindan la opcion de realizar

ensayos multiplex, siendo una técnica ideal para pruebas de cuantificacion, sin embargo,

los costos de su optimizacion e implementacion, son una desventaja a momento de

implementar esta técnica en varios laboratorios de investigacion y diagnostico

molecular.
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5.8 Componentes y optimizacion de la reaccion gPCR

5.8.1 Muestra de ADN

Existen una serie de reglas sencillas para que el DNA molde no sea un problema en la

reaccion:

Integridad del ADN: no puede estar fragmentado en trozos mas pequefios de lo
que queremos amplificar.

Origen de la muestra y proceso de extraccion: La muestra no debe llevar agentes
quelantes (EDTA) que reducen la concentracion de iones de Mg. en la
disolucion.

Tampoco debe haber determinados factores que inhibirian la actividad de la
polimerasa.

Cantidad de la muestra: si se dispone de suficiente cantidad para la amplificacion

El minimo oscila entre 10-100 ng. y el maximo entre 400-500 ng.

5.8.2 Disefio de los cebadores

Para la eleccion de los primers, existen una serie de normas que nos pueden ayudar,

aunque hay que indicar también que existen programas que nos facilitan esta tarea

(DNAsis, Primer3, PrimerExpress etc.).

El contenido en G + C debe ser aproximadamente del 50%. La relacion maxima
de purinas/pirimidinas serd 60%/40%.

Deben evitarse zonas con largas secuencias de una sola base.

No seleccionar cebadores que en su extremo 3" tenga una importante estructura

secundaria.
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e Serecomienda que los extremos las Gltimas bases sean G o C.

e Se debe evitar la complementariedad entre la pareja de primers. Si ésta existe
entre los extremos 3°, se aumenta la posibilidad de que se creen dimeros de
cebadores.

e Normalmente deben tener un tamafio de 18-30 pb.

e La T2 de hibridacion de los cebadores ha de ser similar en ambos y sera variable
en funcion de la secuencia de los mismos. Generalmente oscila entre 45y 65°C.

e Siel primer es menor a 20 pb, la temperatura de fusion (Tm), se calcula en base a
la siguiente formula: Tm= 4 (G+C) + 2 (A+T)

e Siendo G, C, T y A el nimero de cada una de las bases que forman cada uno de
los oligos. La temperatura de hibridacion debe serd proximadamente 5°C menor

que la temperatura calculada.

5.8.3 DNA Polimerasa

Existen diferentes tipos de DNA polimerasa que llevan a cabo la replicacion del ADN,

siguiendo el mismo método de sintesis. Se pueden clasificar en:

e Termolabiles: T éptima de 37-42°C. Se desnaturalizan con el calor.

e Termoestables: T2 6ptima de 74 °C. Resiste durante 40-50"a 96°C.

Inicialmente se uso el fragmento Klenow de la DNA polimerasa de E. coli (Saiki y cols.,
1985) la cual posee actividad 3"-> 5" exonucleasica que le proporciona la capacidad de
cambiar el nucleétido que ha sido erréneamente incorporado. La importancia de esta
actividad radica en que aumenta la fidelidad de la replicacion del ADN original. Sin
embargo, se trata de una enzima termolabil por lo que no soporta los ciclos y

temperaturas utilizados en una PCR.

Actualmente la polimerasa que se utiliza es la Taq polimerasa (Estivil, 1991).
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Es una enzima termoestable aislada de Termus aquaticus (Taq), una bacteria que soporta
altas temperaturas. La Taq polimerasa ha simplificado enormemente la técnica de la

PCR, ya que ha permitido su automatizacion (desarrollo del termociclador).

Las polimerasas termoestables, como la Taq polimerasa, carecen de actividad 3"-> 5
exonucleasica, lo que las hace menos seguras a la hora de comparar las fidelidades. Por
ello hay que intentar conseguir las mejores condiciones para que ésta aumente. Podemos

citar:

e No usar un alto numero de ciclos, ya que la tasa de error es proporcional al
namero de estos. Normalmente el nimero de ciclos utilizado es de 25-30.

e La concentracion de los desoxinucle6tidos (ANTPs) debe ser igual para los 4 y
debe ser la mas baja posible para que nos permita conseguir la cantidad de ADN
necesaria.

e Disminuir en lo posible el tiempo de cada etapa.

e La concentracion de Mg++ en la reaccion oscila entre 0,50 y 2,5 mM. Se trata de

un ién necesario, pero su exceso hace que disminuya la especificidad de la PCR.

5.8.4 Desoxinucleétidos trifosfato (dNTPs)

Son cuatro: dATP, dGTP, dCTP y dTTP. Como hemos sefialado anteriormente se deben
afiadir en la solucion de la reaccion en concentraciones iguales que normalmente oscila
entre los 20 y los 200 mM. Los dNTPs pueden captar Mg++, por lo que las
concentraciones de ambos componentes deben guardar siempre la misma relacién. No
debemos variar ninguno de ellos de manera independiente. Se aconseja (Bradley, 1991)
que la concentracién de Mg++ sea 0,5-1 mM veces superior a la concentracion de
dNTPs.
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5.8.5 Tampon de la reaccion

Por lo general estd formado por: 10 mM tris-HCI (pH=8.4 a T? ambiente), 50mM CIK,
0.1% wi/v gelatinay 1.5 mM MgCI2.

Algunos autores recomiendan el uso de adyuvantes, los cuales ayudarian en la préactica a
aumentar la especificidad y fidelidad de la PCR. El dimetilsulféxido (DMSO) afiadido al
buffer de la reaccién en un10% contribuye a la disminucion de la estructura secundaria
del ADN (Anderson, 1990). También se pueden usar detergentes como el tween 20,
laureth 12 (0.1%) o Tritdn x10, que ayudan a estabilizar la enzima.

Existen también protocolos que incorporan polietilenglicol (PEG), glicerol, formamida,

seroalbumina bovina (BSA), etc, aunque no son en ningdn caso imprescindibles.

5.8.6 Sales

Es de gran importancia la concentracion de dos cationes que son afiadidos en forma de

sales.

e Cloruro potasico (KCI). Influye en la desnaturalizacion del ADN. Elevadas
concentraciones del ion K+ favorece la desnaturalizacion de secuencias cortas de
ADN. Bajas concentraciones de K+ ayudan a la desnaturalizacion de secuencias
largas de ADN.

e Altas concentraciones de Mg++ disminuyen la especificidad de la PCR.

e Bajas concentraciones de Mg++ aumentan la especificidad de la reaccién, pero

disminuye la sensibilidad.
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5.8.7 Temperaturas y tiempos de los ciclos

La PCR se realiza en tres etapas que constituyen un ciclo, que repite durante un nimero
determinado de veces. El tiempo, la temperatura y el nimero de ciclos son factores
determinantes en los resultados de la PCR, por lo tanto modificAndolos podemos

optimizar la reaccion.

Las primeras reacciones se realizaban manualmente cambiando continuamente los tubos
de un bafio Maria a otro de diferente temperatura (la T® de desnaturalizacién, la de
hibridacion y la de elongacion). El proceso resultaba demasiado tedioso y era dificil
alcanzar las temperaturas y los tiempos correctos, por lo que se desarrollo el

termociclador que lo hacia de manera automatica.

De forma mas detallada el tiempo y la temperatura de cada una de las etapas de un ciclo

son:

e Desnaturalizacion. Se trata de una etapa critica ya que es muy importante que el
ADN molde se desnaturalice completamente. Para lograrlo de manera adecuada
se recomiendan temperaturas de 94°C durante 30""-1". Si la muestra tiene alto
contenido de G+C se puede aumentar el tiempo o la temperatura. Sin embargo
hay que tener en cuenta que la actividad de la enzima decrece de manera muy
rapida a partir de los 95°C, por lo que a estas temperaturas 0 superiores es
aconsejable disminuir el tiempo de incubacién. En la préctica se suele afiadir un
periodo de desnaturalizacion antes de comenzar los ciclos para asegurarnos que
se produce a lo largo de toda la muestra de ADN. Esta etapa suele ser de 5a
94°C.

e Hibridacién. En este caso, la temperatura y el tiempo van a depender de 3
factores relacionados con los oligonucleétidos: la composicién de bases, el

tamafio y la concentracion. En la practica, la temperatura de hibridacion puede
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oscilar entre 45°C y65°C, durante un tiempo comprendido entre 30 segundos y 1
minuto. Un aumento de temperatura o del tiempo favorece la especificidad ya

que disminuye las uniones incorrectas de los cebadores con la hebra molde.

e Elongacién. En la mayoria de las reacciones, la etapa de extension se realiza a
72°C.Tedricamente esta temperatura puede variar entre 70-72°C. El tiempo de
extension depende del tamafio de la amplificacion. Se puede estimar un tiempo
de 1min. para elongar 1 Kb. En la practica es normal que al final de todos los

ciclos se realice una ultima elongacién de 5"a 72°C.

5.8.8 Numero de ciclos

También adquiere gran relevancia a la hora de optimizar una PCR el nimero de ciclos
que se utilizan. Este nimero depende de la cantidad de ADN que existe en la muestra
una vez que el resto de factores han sido optimizados (normalmente de manera

empirica).

Es importante no realizar un ndmero alto de ciclos ya que puede dar lugar a la

amplificacion de productos no deseados originados por hibridaciones no especificas.

Hay que tener en cuenta que la reaccion esta producida por una enzima que sufre el
efecto meseta que describe la atenuacion en la tasa de la acumulacién del producto.
Después de un numero determinado de ciclos la amplificacién deja producirse de
manera exponencial y llega a una fase estacionaria. Generalmente cuando el efecto
meseta se produce, la cantidad de ADN sintetizado es suficiente para su posterior
utilizacion. (Eva Mas, 2001)
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6. DISENO METODOLOGICO

6.1 Tipo de Estudio

Observacional descriptivo.

6.2 Lugar y contexto del estudio

e Las pruebas Microbioldgicas se las realizo en el Laboratorio de Microbiologia de
alimentos del Instituto SELADIS

e Las pruebas Moleculares se las realizd en el Laboratorio de Microbiologia
Molecular del Instituto SELADIS.

6.3 Muestras de Estudio

Las muestras en estudio, estuvieron conformadas por 17 muestras de queso fresco,
procedentes de centros comerciales de las ciudades de La Paz y EI Alto, las cuales estan
distribuidas bajo el siguiente detalle (ANEXO A):

- Seis muestras de mercados populares de la ciudad de La Paz
- Seis muestras de supermercados de la ciudad de La Paz

- Cinco muestras de mercados populares de la ciudad de El Alto

El nimero de muestras fue establecido por conveniencia y fueron adquiridos el mismo
dia (7 de Diciembre de 2014). Y transportadas al laboratorio y conservadas a 4°C hasta
el momento de su andlisis mediante las técnicas de qPCR y el método tradicional de

cultivo.
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6.3.1 Criterios de Inclusion

Para el presente estudio se adquirieron los quesos frescos que cumplian con las

siguientes caracteristicas:

- Quesos frescos no madurados
- Color blanquecino

- Aroma caracteristico

- Consistencia blanda

- Peso comprendido entre 200 y 500 gramos.

6.3.2 Criterios de Exclusién

No se tomaron en cuenta los quesos con las siguientes caracteristicas:

- Duros y semiduros
Que presentan cascara o color exterior

- Con olores rancios.

6.4 Procedimientos

6.4.1 Cuantificacion por el método Microbioldgico de recuento en placa

Para este procedimiento, se utilizé el protocolo basado en la Norma Boliviana
(NB32004) para la cuantificacion de S. aureus en alimentos. Este método sigue los

siguientes pasos:

e Aislamiento selectivo, se utiliza un medio selectivo sélido, el cual inhibe el
desarrollo de géneros diferentes al Staphylococcus, pero ademas permite

reconocer el desarrollo caracteristico del microorganismo buscado.
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Recuperacion de la cepa, este paso permite restaurar las células dafiadas de
Staphylococcus.

Identificacion bioquimica, en este punto se identifica el género y especie de S.
aureus. Estas pruebas bioquimicas son: presencia de la enzima coagulasa y
presencia de la enzima termonucleasa. La caracterizacion bioquimica de S.
aureus en estas pruebas es la siguiente: Presencia de coagulasa positiva

Presencia de termonucleasa positiva (Figura 8).

6.4.1.1 Procedimiento del método Microbioldgico de Recuento en Placa

Aislamiento selectivo.

Pesar 25 g de muestra en bolsa de Stomacher estéril y adicionar 225 mL de agua
peptonada estéril al 0.1%.

Homogeneizar 30 segundos en Stomacher a 350 rpm

Realizar diluciones decimales hasta la dilucion deseada con 9 mL de agua
peptonada estéril al 0.1%.

Transferir 0.1 mL de las diluciones elegidas a cajas de Petri con agar Baird
Parker y extender el volumen inoculado con un asa de Drigalski.

Invertir las placas e incubar a 35°C durante 48 horas.

Observar la formacién de colonias caracteristicas de S. aureus; luego del periodo
de incubacion colonias negras, circulares, brillantes, convexas, lisas con
diametro de 1 a 2 mm, presentan una zona circular opaca y un halo claro
alrededor de la colonia (ANEXO B).

Recuperacion de la cepa.

Seleccionar las placas que contengan entre 25 y 250 colonias tipicas de S.

aureus.
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Seleccionar colonias tipicas aisladas y estas inocular en tubos de caldo cerebro
corazon (BHI).

Incubar a 35°C durante 24 horas.

Inocular e incubar de la misma forma los controles positivos (S. aureusATCC) y
negativos (S. epidermidisATCC).

Pruebas bioquimicas.

A) Prueba de la enzima Coagulasa.

En 0.2 mL de la suspension del microorganismo que desarroll6 en el caldo BHI 'y

adicionar a la misma 0.2 mL de plasma de conejo.
Incubar entre 35y 37° C durante 6 h.
La prueba se considera positiva para S. aureus si se produce la formacion de un

coagulo organizado. La reaccion negativa sera aquella en la que no se observe el
coagulo (ANEXO C).

B) Prueba de la enzima Termonucleasa.

En cajas Petri con agar DNasa, sembrar una gota de la suspensién bacteriana de
caldo BHI, aproximadamente 0.1 mL. Incluyendo controles positivos (S.
aureusATCC) y negativos (S. epidermidisATCC).

Incubar a 35 °C+/- 2 °C en camara humeda, durante 24 horas.
La formacion de un color rosa brillante extendido por lo menos un milimetro
alrededor del orificio, en donde se inocul6, indicard que el microorganismo posee

la enzima termonucleasa, siendo esta reaccion positiva para S. aureus.
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e En el caso de no contar con orto toluidina, se puede utilizar HCI 1 N como
indicador. De estar presente la termonucleasa, se observara un halo transparente

alrededor de la colonia, seguido de un precipitado blanco (ANEXO D).

C) Célculoy expresion de resultados.

El nimero de S. aureus debe calcularse basandose en el nimero de colonias
sospechosas totales recuento presuntivo, el niamero de colonias confirmadas, la

dilucion y el volumen del in6culo, mediante la aplicacion de la siguiente férmula:

RCSA = RP.N°CC
N°SC

RCSA: Recuento confirmado S. aureus

RP: Recuento presuntivo

N°CC:  Numero de colonias confirmadas

N°SC:  Numero de colonias sometidas a confirmacion

El resultado se expressara en Unidades Formadoras de Colonias por gramo o
mililitro (UFC/g, UFC/mL).
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Figura 8: Método de recuento en placa. (depa.fquim.unam., 2018)
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6.4.1.2 Determinacién de Limite de deteccion (LD), Limite de cuantificaciéon (LC) y
Nivel critico (NC) del método aplicado para la cuantificacion de S. aureus

Para la determinacion de estos valores, se procedié mediante las recomendaciones de la

Guia de validacién de métodos alternativos cuantitativos de la AOAC Internacional.

Se llevo a cabo una marcha en paralelo de dos métodos, con 6 alicuotas de queso fresco

inoculado con cantidades conocidas de S. aureus (0, 30, 100 y 300 UFC/g).

A partir de los resultados obtenidos, se realizaron los calculos respectivos para la
determinacién del Limite de deteccion (LD), Limite de Cuantificacion (LC) y Nivel
Critico (NC). (Tabla 7)

6.4.2 Extraccion de ADN

Se utilizé el producto comercial de extraccion de ADN: “PrepSEQ® Rapid Spin” de
AppliedBiosystems™, el cual fue desarrollado para la extraccion rapida de ADN a partir

de muestras de alimentos y ambientales.

Partiendo de muestras de queso fresco pretratadas, este kit nos permite eliminar varios
productos inhibidores de la PCR que se encuentran presentes en las muestras; este
proceso es realizado mediante el uso de soluciones de lisis y columnas spin, los cuales
permiten la separacion de los &cidos nucleicos de los microrganismos del resto de
compuestos no deseados, de tal manera que se obtiene un producto final de ADN

bacteriano optimo para el uso en la PCR. (Biosystems™, 2015)

En el presente trabajo, la extraccion de ADN se llevé a cabo en tres etapas: a partir del
cultivo puro de S. aureus cepa ATCC25923, de la matriz de queso fresco inoculada con
cantidades conocidas de S. aureus y a partir de las muestras de quesos frescos

naturalmente contaminados.
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Extraccion de ADN a partir de cultivos de cepa ATCC.- Se realiz6 la
extraccion de ADN a partir de cultivos de cepa ATCC 25923 incubadas 24 horas
a 35°C en caldo BHI. Partiendo de 1 ml de este caldo, se realizaron diluciones
seriadas 1:10 hasta la dilucion 10°, estas se cuantificaron por el método
tradicional de cultivo y se procedid a la extraccion de ADN a partir de la dilucion
107, Se realizo este procedimiento durante 3 dias consecutivos y por triplicado, a
partir de los datos obtenidos se realizo la correlacion entre cantidad de UFC/g con

la concentracion de ADN en ng /uL. (Tabla 8)

Extraccion de ADN a partir de la matriz de queso fresco inoculadas con
cantidades conocidas de S. aureus.- Se inoculd cepa pura de S. aureus en 2 g de
una matriz de queso (matriz a la que se comprobé anteriormente la ausencia de S.

aureus por el método de recuento en placa).

Posteriormente se realizaron diluciones seriadas 1:10 hasta la dilucion 10°. A
partir de estas diluciones se realizo el recuento por el método tradicional y de
cada dilucion se hizo la extraccion de ADN. Se realiz0 este procedimiento
durante 3 dias consecutivos, los datos obtenidos se utilizaron para establecer la
correlacion entre cantidad de UFC/g vy la cantidad de ADN obtenidos.

Extraccion de ADN a partir de muestras de queso fresco naturalmente
contaminadas.- Como parte de este procedimiento, en primer lugar se realizé un
pretratamiento sobre las 17 muestras de queso fresco, para posteriormente realizar
el protocolo de extraccion de ADN a partir de 2 g de cada una de estas muestras,
paralelamente se sembr6 por el método de recuento en placa para su

cuantificacion por ambos métodos (ANEXO F).



Pretratamiento a muestras de queso para extraccion DNA

Pesar 2 g. de muestra (gueso fresco) en u

na bolsa Stomacher

v
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Si se inoculara una cantidad cultive puro o
dilucién de 5. gureus

L=

Diluir la muestra en 18 ml de Citrato de sodio al 2 %

Inocular 2 ml de inoculo deseado

=

%2

T

Desechar el sobrenadante y

*100 (dil 1:39)

agregar al sedimento 500 ul de triton

v

Mezclaren vortex por 30 seg. v llevar

a 70°C por 10 min

T

Centrifugar a 14000 rpim por 3 mi

ientre cada enjuague

R4

Resuspendear e

sedimento en 750 ul de agua destilada

Procedera la extrace

ionde ADN

Figura 9:Flujograma de Pretratamiento a muestras de queso para extraccion DNA, Laboratorio de Microbiologia de

alimentos, Instituto SELADIS



Extraccion de ADN mediante el kit PrepSEQ® Rapid Spin

Muestras procedentes del pretratamiento

4
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la muestra dentro de la columna Spin

Insertar una columna Spin dentro de un tubo de microcentrifuga y colocar 750 Ul de

“

descartar la columna spin usada

Centrifugar a 14000 rpm por tres minutos. Remover el tubo de la centrifuga y

r

Aspirar y descartar el sobrenadante

@

Adicionar 50 ul de Buffer de Lisis y 5 ul de Proteinasa K (20 mg/mL] al pellet
Resuspender el pellet con la micropipeta y mezclar por voriex

“

Incubara 56°C por 30 minutos con voriex constante

"

Incubar 87°C por 12 minutos, luego llevar a temperatura ambiente por dos minutos

é

mezclar PO VOrTex

Centrifugar a 14000 rpm por 1 minuto. Adicionar 250 ul de Agua libre de nucleasas,

<

Centrifugar a 14000 rpm por 1 minuto

T

Aspirar el sobrenadante (este contiene el
ADM) a un nuevo tubo de microcentrifuga

i

Conservar el producto parala PCR

- [ GRASA
. [ COLECTAR ADN ]
\
\
- [ DESECHOS

Figura 10:Flujograma de Extraccion de ADN mediante el kit PrepSEQ® Rapid Spin, Laboratorio de Microbiologia

Molecular, Instituto SELADIS
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Concluidas las extracciones de ADN, se realiz0 la respectiva cuantificacion del material
genético mediante la técnica de fluorometria, utilizando el equipo QUBIT (Life

Technologies), técnica que nos reporta los valores de concentracion en ng /ul.
6.4.3 Optimizacion de la gPCR

Para realizar la cuantificacion de ADN de S. aureus, se hizo una gPCR, aplicando el
método por SYBR GREEN, siguiendo la siguiente secuencia.

6.4.3.1 Disefio de primers

La secuencia genomica que se utilizo, fue la region R18 del Gen Nuc (gen de la
Nucleasa Termoestable), siendo esta region especifica de S. aureus, convirtiéndolo en un
objetivo apropiado para la deteccion y cuantificacion de sus acidos nucleicos.

Dichas regiones fueron obtenidas del Gene Bank (National Center for Biotechnology
Information, U.S.), y el disefio de los primers se realizd6 mediante la aplicacion Primer
Express (AppliedBiosystems — Life Technologies Corp.). Se obtuvieron los siguientes

primers, los cuales producen un amplicén de 127 pb:

Primer Forward AGCAAATGCATCACAAACAGGTA

Primer Reverse TGCACTGTATACTGTTGGATCTTCAG

Lo TGh ChGh AT
AT A CTT AT
BMGAGGTT T T
GCITTCALGTC
Lo 0 0T Gl B G

GG TGA TR
GTCCTGALGT
AT TEALGTC G
CTLAGCGTAT
GTCALGECT T
CoaLCoanCTIT T

raTT

ACTTAT AL
GEEATGEGEC T
CTTTTTCGCT
TAAGTAGCTC
GATTCTGALLG
TAARGALCCT
TA4LTGTACHD
CCTEAMACAD
ALGTGCATTIT
AGTITGACHAD
ATITATGCTG
GGCTAALGTT
TALGA AL LLG

TGCTGGCATA
TCAGTALTET
ACTAGTTGCT
AGCAALTIGCA
ATCCAACAGT
GCGACAT AN
AGGTCAMLACH
AGCATCCTAL
AN ES Y
AGGTCAAMGH
ATGEALDLLLT
GCIT AT
TEAALGCACHA

TETATGGC &80
TIUC G AL GO D
TAHGTETTadC
TCACH AN Cn G
ATLCLGTGCA
TTrannGoGELT
ATGLCATTICA
ALLEGGTEDA
TGETALGH LD
ACTGA T MNT
GETARLC AL,
ATARLCCTAN
GCALLD L DL G

(azul) y Reverse (amarillo).

TTIGTTTICALT
ChALToCnCon
TTITAGTTGTA
GTasCEECET
ACTTICALCTA
TEATGGETGEAT
GACTAT AT
GAGALLTA T
TGO G LD
ATGGACGTGEG
GCTITAGTIC
CALTACACLT
AGALLTTADLD

Figura 11. Secuencia genética de la region R18 del Gen Nuc, con los sitios de unién de unién de los primers Forward


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.nlm.nih.gov/
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Una vez disefiados los primers, estos fueron sintetizados por el Servicio de Oligo

Sintesis de la empresa Applied Biosystems (Life Technologies Corp.)

6.4.3.2 Condiciones de reaccién de la gPCR

Para la cuantificacion de S. aureus por el método qPCR, se procedi6 siguiendo las
instrucciones de disefio del producto Fast SYBR® Green Master Mix (Applied
Biosystems), mediante la aplicacion de los siguientes volimenes y condiciones de

reaccion:
Tabla 6: Preparacion de la Master Mix PCR. (Byosistems, 2010)

MASTER MIX PCR
REACTIVO | Concentracion | Concentracion | Volumen Volumen
inicial final final para | final para
un tubo X tubos

FAST SYBR 2X 1X 10uL
Green Master
mix
Primer 10uM 3uM 0,6 uL
Forward
Primer Revers 10uM 3uM 0,6 uL
DNA - - 2uL
H20 libre de - - 6,8 uL
nucleasas
TOTAL 20uL




46

Holding Stage Cycling Stage Melt Curve Stage

Number of Cycles: 40 Continuous Step and Hold

Enab

Starting Cycle:

100 —| 95.0°C 95.0°C

00:20 100% 00:03 \“
®7 1088,

s0 —A00%

26 —|

Figura 12: Condiciones de reaccion de la qPCR para S. aureus

Las amplificaciones fueron llevadas a cabo mediante el uso del equipo StepOne de
Applied Biosystems (ANEXO E).

En esta fase, también se evalu6 diferentes concentraciones de primers (50, 300 y 900
nM) para determinar asi, cual de estas concentraciones es la presenta los mejores
resultados y la que evita la produccién de dimeros de primers y reacciones inespecificas.
Se determiné que la concentracion de primers de 300 nM, es la que produce reacciones

con alta sensibilidad y reproducibilidad.

6.4.3.3 Especificidad del método gPCR.

Considerando que la Especificidad en este tipo de ensayos, se refiere a “la propiedad del
método de producir una sefial medible debida sélo a la presencia del analito, libre de
interferencia de otros componentes en la matriz de la muestra”; (Vinagre, 2013) en el
presente estudio se verifico esta propiedad mediante el anélisis de ADN de 15 diferentes
tipos de cepas de enterobacterias y bacterias que comdnmente pueden encontrarse en

alimentos como son los quesos frescos.
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Estos microorganismos fueron los siguientes: Shigella flexneri, Klebsiella sp.,
Salmonella tiphy, Listeria monocytogenes nativa, Escherichia coli, Staphylococcus
saprophyticus, Shigella sp., Staphylococcus epidermidis, Salmonella enteridis,
Enterobacter sp., Pseudomonasp., Proteus sp., Listeria innocua, Klebsiella pneumoniae,
Listeria monocytogenes; a partir de los cuales se realizaron extracciones de ADN a partir
de cepas inoculadas en caldo BHI con una concentracion aproximada a 1x10° UFC/mL
de cada bacteria. Las extracciones de ADN se realizaron mediante el uso del producto
comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), considerando las
instrucciones del producto de acuerdo a la propiedad Gram positiva 0 Gram negativa de

cada bacteria.

El material genético obtenido, fue analizado mediante el mix y condiciones de reaccion
de la gPCR disefiada para S. aureus, para comprobar la especificidad de los primers
(Figuras 13y 14).

6.4.3.4 Sensibilidad del método gPCR.

Siendo que la sensibilidad hace referencia a la minima concentracion del analito que
puede detectarse de forma significativa mediante una técnica (Fornés, 2014); en nuestro
estudio se realizaron extracciones de ADN de S. aureus a partir de un cultivo de
concentracion de 1x10° UFC/mL, de la cual se realizaron diluciones seriadas 1:10. El
analisis por qPCR se realizd de cada dilucion por triplicado con seis repeticiones.
(Tabla9)

6.4.3.5 Elaboracion de curva estandar de cuantificacion a partir de cultivo puro de

S. aureus

A partir de una dilucion de 1x10° UFC/mL de S. aureus ATCC 25923, el cual equivale a

una concentracion de 1,41 +/ -0,082 ng/uL de ADN, se realizaron diluciones decimales
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seriadas, con las cuales, se procedio a realizar el anélisis de qPCR para la construccion
de la curva estandar. La curva obtenida necesaria para los procesos de cuantificacion de
ADN a partir de cultivos puros (Figuras 15y 16, Tabla 10).

6.4.3.6 Elaboracion de curva estandar a partir de ADN extraido de queso fresco

inoculado con concentraciones conocidas de S. aureus

A partir del ADN extraido de las muestras de S. aureus inoculadas en la matriz de queso,
se realizé diluciones seriadas de 1:10, a partir de las cuales, procedio a realizar el
analisis de qPCR para la construccién de la curva estandar. La curva obtenida mediante
este procedimiento, fue utilizada para la cuantificacion de ADN de las muestras de

queso fresco naturalmente contaminadas (Figuras 17 y 18, Tabla 11).

6.4.4 Cuantificacion de S. aureus en muestras de queso fresco, utilizando las

técnicas de qPCR y el método Microbioldgico.

A partir del ADN extraido de las muestras de queso fresco naturalmente contaminadas,
se procedio a los procesos de cuantificacidn. Para el recuento microbioldgico, se trabajo
mediante el Recuento en Placa, de manera paralela se procedio a la cuantificacion de

ADN mediante la técnica optimizada de qPCR para S. aureus (Tabla 12).
6.4.5 Analisis estadistico

A partir de la informacidn obtenida de los datos de estudio y sus respectivos valores de
concentracion, se aplicaron meétodos de estadistica descriptiva, asi como el analisis
estadistico de T de Student, los cuales se realizaron mediante el programa estadistico
MINITAB. El disefio de tablas y gréaficas fue realizado con el programa: Microsoft
Excel 2013 (Microsoft Office Profesional 2013).
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7. RESULTADOS

7.1« Determinacion del Limite de deteccion (LD), Limite de cuantificacion (LC) y
Nivel critico (NC) del método de recuento Microbioldgico para cuantificacion de S.
aureus del LMA-SELADIS.

Tabla 7: Valores de LD, LC y NC obtenido para el método aplicado en el LMA-SELADIS, basado en la NB32004.
Laboratorios de Microbiologia de Instituto SELADIS

METODO
LABORATORIO
LMA-SELADIS
LIMITE DE 100 UFCl/g
CUANTIFICACION
LIMITE DE 100 UFCl/g
DETECCION
NIVEL CRITICO 1 UFC/g

7.2 « Extraccion de ADN.

7.2.1 Correlacion entre cantidad de UFC/g y ng/ul de ADN obtenidos a partir de
cultivos de cepa de S. aureus.

Se cuantifico por el método microbioldgico los cultivos de cepa pura para después
realizar la relacion entre las cantidades de UFC/g con ng/uL de ADN. Encontrandose
que de una concentracion de 1,08X10 °+/-0,104 UFC/g se puede obtener 1,41 +/-0,082
ng/ul de ADN (tabla 8).
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Tabla 8: Correlacion entre UFC/g y ng/ul de ADN obtenidos a partir de cultivos de cepa S. aureus ATCC 25923

Laboratorios de Microbiologia de Alimentos y Microbiologia Molecular, SELADIS

Correlacion entre UFC/g y ng/ul de ADN obtenidos a partir de cultivos de cepa S. aureus ATCC 25923

Recuento en placa Extraccion de ADN
PLACA Conc. Inoculo DESV. CUANTIFICACION DESV.
DILUCION 1 PLACA2 MEDIA inicial ESTANDAR N° TUBO DE ADN (ng/ uL) MEDIA ESTANDAR
106 102 108 105 4,242 1 concentrado 167 167 ng/uL 0
107 12 9 10,5 2,121 10° 1,43 0,025
10 1 2 15 0,707 10 14
DIA1 10 0 0 0 1,05X10 °UFC/g 0 10° 1,45 1,43 ng/uL
Recuento en placa Extraccion de ADN
PLACA Conc. Inoculo DESV. CUANTIFICACION DESV.
DILUCION 1 PLACA2 MEDIA inicial ESTANDAR N° TUBO DE ADN (ng/ uL) MEDIA ESTANDAR
106 110 103 106,5 4,949 1 concentrado 169 169 ng/uL 0
107 8 11 9,5 2,121 10 1,39
DIA 2 10 0 2 1 1X10° 1,414 10 1,22
10°° 0 0 0 UFClg 0 10 1,4 1,34 ng/uL 0,101
Recuento en placa Extraccion de ADN
PLACA Conc. Inoculo DESV. CUANTIFICACION DESV.
DILUCION 1 PLACA2 MEDIA inicial ESTANDAR N° TUBO DE ADN (ng/ uL) MEDIA ESTANDAR
106 120 101 110,5 13,435 1 concentrado 171 171 ng/uL
107 15 10 12,5 3,535 10 1,48
108 2 1 15 1,2X10° 0,707 103 1,43
DIA3 10-° 0 0 0 UFClg 0 10 1,51 1,47 ngluL 0,040
Conc.
Inoculo CUANTIFICA
inicial DIEEY, CION DE ADN DFSV-
ESTANDAR ESTANDAR
Global SLEEAL GLOBAL GLOBAL
1,08X10°
UFClg 0100 1,41 ng/uL o oe2

7.3 Optimizacién de la gPCR

7.3.1 Condiciones de reaccion del método qPCR

Se siguieron las instrucciones de disefio del producto Fast SYBR® Green Master Mix
(AppliedBiosystems), y en base a la evaluacion de diferentes concentraciones de primers
(50, 300 y 900 nM) se definié que la concentracion de primers de 300 nM, es la que
mejores resultados reporta.
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7.3.2 Especificidad del método qPCR

A partir del analisis qPCR para S. aureus, con extractos de ADN obtenidos a partir de 15
cepas diferentes de microorganismos cominmente encontradas en alimentos (quesos), y
mediante el analisis de las curvas Melting obtenidas, se pudo definir la especificidad del
método y observar que Unicamente con S. aureus se producen reacciones, asegurando de

esta manera, la ausencia de reacciones cruzadas o inespecificas con otros
microorganismaos.

La temperatura Melting obtenida es de 74°C (Figura 13), considerandose a las sefiales de

amplificacion producidas a diferente temperatura como productos inespecificos (Figura
14).

Melt Curve Melt Curve

Derivative Reporter (-R)

Derivative Reporter (-R)

m: 74.09
Temperature (°C)

Figura 13:Curva melting para S.aureus sin Figura 14:Curva melting de S.aureus

interferentes. con microoganismos interferentes.



7.3.3 Sensibilidad del método gPCR

Se determind que la concentracién minima encontrada por ambos métodos, fue de

UFC (Tabla 9).

Tabla 9: Resultados de la prueba de Sensibilidad obtenidas de los métodos qPCR y cultivo microbiol6gico,

Laboratorio de Microbiologia de Alimentos y Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS
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10

SENSIBILIDAD DE METODO gPCR y DE CULTIVO MICROBIOLOGICO

CONCENTRACION | 1x10°® | 1x10° | 1x10% | 1x10% | 1x102 | 10 | 1UFC
EN UFC UFC | UFC | UFC | UFC | UFC | UFC

CULTIVO *) () *) *) (+) (+) )

qPCR *) () *) *) (+) (+) )

(+) Reaccidn positiva (-) Reaccién negativa

7.4. Elaboracién de curvas estandar

7.4.1 Elaboracion de curva estandar de cuantificacion a partir de cultivo puro de

S. aureus

A partir de ADN extraido de una dilucion que contenia 1x10 ® UFC con una

concentracion equivalente de 1,41 +/ -0,082 ng/ul , se realizaron diluciones de ADN

1:10, con las cuales se construyo la curva estandar que servird de punto de comparacién

para la cuantificacion por el método gPCR.

En la tabla 10 se observa la relacion entre la cantidad de UFC/g que presenta cada

dilucién y concentracién de ADN que se obtiene, ademas de su equivalente de genoma

correspondiente. La figura 15 muestra la curva estandar construida por el equipo y la

figura 16 la curva de amplificacion.
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Tabla 10: Tabla resumen de curva estandar construida a partir de cultivo de S. aureus ATCC 25923, Laboratorio de

Microbiologia de Alimentos y Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS

CANTIDAD UFC/g EQUIVALENTES DEL | CONCENTRACION DE CT+/- DS
GENOMA ADN(ng/ uL)

1,08 x10° 6,14 x10° 1,41 18,6 +/- 0,39

1,08 x10° 6,14 x10* 0,141 22,28 +/- 0,52

1,08 x10* 6,14 x10 1,41 x10 2 26,15 +/- 0,62

1,08 x10°3 6,14 x10 2 1,41x10° 29,72 +/-0,13
108 61,4 1,41x10 33,07 +/- 0,33
10,8 6,14 1,41x10°° 36,04 +/- 0,74
1,08 1,01 1,41 x10 40 +/-0

DS: desviacion estandar
Cantidad de UFC/g: Obtenidos a partir de datos de recuento por el método Gold estandar (cultivo)
Equivalentes del genoma: Calculados asumiendo que 1 ng de ADN equivale a 6x10 5 copias del genoma entero,

considerando que el gen nuc presenta una sola copia (Ingeborg Hein, 2001).

CURVA ESTANDAR CONSTRUIDA A PARTIR DE CULTIVO PURO
[1log UFC/ g = 11,29 - 0,2799 CT

S 0,0618876
61 R-cuad. 99,9%
R-cuad.(ajustado) 99,9%
5
=]
g 4
2
— 3
—
24
1

200 225 250 275 30,0 325 350 375
cr

Figura 15: Curva Estandar construida por el equipo, a partir del analisis de 6 diluciones seriadas de ADN de S. aureus
extraido a partir de cultivos puros, en el que se obtuvo un R de 99,9%.Laboratorio de Microbiologia de Alimentos y
Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS
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2 4 6 a 10 12 12 16 18 20 22 24 26 28 30 a2 32

35 38 20

Figura 16: Curva de amplificacién construida a partir del analisis de ADN de S. aureus extraido de cultivos puros.

Laboratorio de Microbiologia de Alimentos y Microbiologia Molecular, Instituto SELA

DIS

7.4.2 Elaboracion de curva estdndar a partir de ADN extraido de queso fresco

inoculado con concentraciones conocidas de S. aureus

Extrayendo ADN de diluciones 1:10 de la inoculacion de concentraciones

S aureus en queso fresco, se elaboré una curva estandar que servira de

conocidas de

base para la

cuantificacion de S. aureus en quesos frescos. En la tabla 11 se observa la relacion entre

la cantidad de UFC/g que presenta cada dilucion y concentracion de ADN que se

obtiene, ademas de su equivalente de genoma correspondiente. La figura 17 muestra la

curva estandar construida y la figura 18 muestra la curva de amplificacion.

Tabla 11: Tabla resumen de curva estandar construida a partir de matriz de queso fresco inoculado

con cantidades

conocidas de S. aureus. Laboratorio de Microbiologia de Alimentos y Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS.

CANTIDAD UFC/g EQUIVALENTES DEL CONCENTRACION CT+/-DS
GENOMA ADN

1,05 x10 ¢ 5,9 x10° 3,57 +/- 0,06 21,28 +/- 0,99

1,05 x10 ° 5,9 x10* 3,54 +/- 0,06 24,84 +/-1,11

1,05 x10 * 59x10°3 3,51 +/- 0,09 28,5 +/- 1,17

1,05 x10°3 5,9 x102 3,49 +/- 0,05 30,29 +/- 0,87
105 59 3,23 +/- 0,014 33,73 +/-1,2
10,5 5,9 3,02 +/- 0,07 36,7 +/- 0,63
1,05 059 | e 40 +/-0

DS: desviacion estandar
Cantidad de UFC/g: Obtenidos a partir de datos de recuento por el método Gold estandar (cultivo)
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CURVA ESTANDAR CONSTRUIDA A PARTIR DE MATRIZ INOCULADA
[1log UFC/ g = 13,15 - 0,3304 CT

S 0,113723
6 1 R-cuad. 99,7%
R-cuad.(ajustado) 99,6%

[llog URC/ g
D

Figura 17: Curva estandar elaborada a partir datos de matriz de queso fresco inoculado con cantidades conocidas de
S. aureus en el que se obtuvo un R de 99,7%.Laboratorio de Microbiologia de Alimentos y Microbiologia Molecular,
Instituto SELADIS

Amplification Plot

ARN

- N W s OO O N © ©

1.013224 /

‘ (_/

2 4 6 a8 10 12 14 16 18 20 2

Cycle

Figura 18: Curva de amplificacion construida a partir de matriz de queso fresco inoculado con cantidades conocidas
de S. aureus. Laboratorio de Microbiologia de Alimentos y Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS

7.5 Cuantificacion de S. aureus en muestras de queso fresco, utilizando las técnicas

de gPCR y el método Microbioldgico.

Por medio de las técnicas qPCR y método microbioldgico de recuento en placa se
analizaron 17 muestras de queso fresco, provenientes de Mercados Tradicionales y
Supermercados de la ciudad de La Paz y El Alto, obteniéndose cuantificaciones

similares por ambas técnicas (tabla 12).
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Tabla 12: Valores de S. aureus obtenidos por gPCR y cultivo microbioldgico en las muestras de queso fresco,

Laboratorio de Microbiologia de Alimentos y Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS.

Cuantificacion por CT +/- DS EQUIVALENTES | Cuantificacion
método de Obtenidos por DEL GENOMA por método
CODIGO PROCEDENCIA recuento en placa gPCR gPCR
Q1 Mercado Miraflores (La
Paz) 1,1x10 *UFC/ g CT=26,97+/-1,59 9,5x104 1,7 x10 °UFC/ g
Q2 Supermercado Ketal
Miraflores (La Paz) 5,0x10 S UFC/ g CT=25,65+/-0,21 2,7x10°% 4,8 x10° UFC/ g
Q3 Supermercado
Hipermaxi (La Paz) 1,8x10 * UFC/ g CT=25,3+/-0,00 3,5x10° 6,16x10 *UFC/ g
Q4 Supermercado #10
Calle 10 Obrajes (La 5,1x10 5 UFC/ g CT=25,74+/- 2,5x10° 4,5 x10 *UFC/ g
Paz) 0,163
Q5 Supermercado Ketal
Zona Sur (La Paz) 0UFC/ g CT=0+/-0,00 0 O0UFC/ g
Q6 Supermercado Oberland
(La Paz) 2,3x10*UFC/g | CT=30,68+/-7,09 5,6 x10 3 1,0 x10 “*UFC/ g
Q7 Supermercado Fidalga
(La Paz) 2,1x10 UFC/ g CT=30,25+/-0,46 7,8x108 1,4 x10 *UFC/ g
Q8 Mercado Alto Obrajes
(LaPaz) 3,0x10 *UFC/ g CT=31,07+/-7,56 4,3x10°3 7,7x102UFC/ g
Q9 Mercado Uruguay (La
Paz) 1,8x10°UFC/g | CT=24,26+/-0,33 7,8x105 1,4 x10 *UFC/ g
Q10 Mercado Calle 16 de
Obrajes (La Paz) 6,3x10 LUFC/ g CT=34,76+/-1,37 2,6 x102 4,6 x10 2UFC/ g
Q11 Mercado Villa Fatima
(La Paz) 7,2x10 2UFC/ g CT=32,39+/-0,8 1,6 x10 2 2,8 x10 3UFC/ g
Q12 Mercado Rodriguez (La
Paz) 1,2x105UFC/ g CT=24,98+/-1,22 4,4 x105 7,9 x10 *UFC/ g
Q13 Mercado Tejada
Rectangular ( El Alto) 2,8x10 “UFC/ g CT=25,7+/-0,01 2,6 x10° 4,6 x10 °UFC/ g
Q14 Mercado Villa Dolores (
El Alto) 2,4x10 5 UFC/ g CT=25,82+/-0,20 2,3x10° 4,1 x10 °*UFC/ g
Q15 Mercado 12 de Octubre
(El Alto) 1,4x10 *UFC/ g CT=30,85+/-0,96 51x103 9,12 x10 *UFC/
g
Q16 Mercado Villa Adela
(El Alto) 2,8x10 *UFC/ g CT=25,65+/-0,16 2,7x10° 4,8 x10 °*UFC/ g
Q17 Mercado Ciudad
Satélite (El Alto) 8,1x10°UFC/g | CT=23,17+/-0,00 1,8 x10°6 3,2x10UFC/ g

DS: desviacion estandar
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7.6 Andlisis estadistico de los resultados obtenidos de la cuantificacion por los
métodos qPCR y microbioldgico.

Una vez realizada la cuantificacién microbioldgica y gPCR, se procedi6 al analisis
comparativo mediante el valor estadistico de T de Student. Obteniéndose un valor de P=
0,096 y T= 1,76; lo cual nos indica que ambos no presentan diferencias estadisticas
significativas, por lo que se deduce que por ambos métodos se pueden obtener resultados

congruentes para el recuento de S. aureus.

Del analisis de las 17 muestras de queso fresco por los métodos gPCR optimizado vy el
método de cultivo microbioldgico, se detectd la presencia de S. aureus en un 94% de las
muestras analizadas, con un promedio de cuantificacion de 5,2 x 10° UFC/g.

8. DISCUSION

El presente estudio determind en su primera fase caracteristicas como el LD, LC y NC
del método microbioldgico aplicado en el LMA- SELADIS, hallando que el valor de LD
y LC es de 100 UFC/g, y de NC de 10 UFC/g. En comparacion con los métodos de
recuento en placa aplicados en otros paises, como Meéxico, se puede apreciar que la
Norma Oficial Mexicana para determinacion de S. aureus en alimentos NOM-115-
SSA1-1994, utiliza un procedimiento semejante al realizado en el LMA-SELADIS
presentando los mismos valores de LD y LC de 100 UFC/g, y de NC de 10 UFC/g.

La mayor parte de la bibliografia revisada sobre el tema, utiliza como método de
referencia para el recuento en placa, este mismo método (Gimena, Susana, Angélica*, &
Sergio*, 2009) (S. taponen, 2009) (B. Alarcon 1, 2006), (O G Brakstad, 1992), (Eman
M. Zakary, 2011).
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Al ser el queso fresco un alimento rico en lipidos y proteinas, obtener material genético
bacteriano a partir del mismo represento un desafio, por lo que para la extracciéon de
ADN a partir de este substrato, fue necesario realizar un pretratamiento de la muestra
previo al uso del kit comercial “PrepSEQ® Rapid Spin” (AppliedBiosystems™). Este
pretratamiento esta basado en trabajos similares (P. Cremonesi, 2007) (B. G. Botaro,
2013) (Duquenne, Aesan), en los cuales se utiliza sales débiles, como ser el citrato de
sodio, para lograr separar la mayor parte de compuestos interferentes que afectarian al
posterior proceso de aislamiento y purificacion del ADN.

El pretratamiento para la extraccion de ADN de S. aureus a partir de alimentos es una
fase fundamental, la cual debe realizarse considerando las caracteristicas fisicoquimicas
de los alimentos, algunos trabajos sugieren la incubacion previa de la muestra en caldos
de enriquecimiento (B. Alarcon 1, 2006); en cambio otras investigaciones sugieren el

uso de diferentes técnicas de separacion (A. Poli, 2007) , (Matijasi¢, 2012).

Se utilizé como marcador de fluorescencia SYBR Green, el cual se eligio en base a los
resultados obtenidos en el trabajo de B. Alarcon (B. Alarcon 1, 2006), dicho trabajo
realiza una comparacion entre los métodos TagMan y SYBR Green, observandose que
SYBR Green ofrece una mayor sensibilidad, de 10 UFC/g, en relacién al método
TagMan, el cual alcanza una sensibilidad de 100 UFC/g; ademas de considerarse que el
método SYBR Green es mas economico, por lo que hace mas factible su
implementacion y oferta como servicio rutinario de laboratorio. (Wilkinson, 2011)
(Eman M. Zakary, 2011), (B. G. Botaro, 2013), (Ingeborg Hein, 2001)

A partir de la seleccion de la técnica de qPCR por SYBR Green para la cuantificacion de
S. aureus, se defini6 al gen Nuc como blanco para la gPCR. Dicho gen, esta
debidamente comprobado como especifico para la identificacion de S. aureus, asi como
otras investigaciones lo describen, en las cuales, de manera semejante al presente trabajo
se busco la identificacion y cuantificacion de este microorganismo (B. Alarcon 1, 2006),
(Ingeborg Hein, 2001), (A. Poli, 2007), (B. G. Botaro, 2013), (O G Brakstad, 1992).
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Siguiendo las recomendaciones de la guia del usuario del producto Fast SYBR® Green
Master Mix de AppliedBiosystems™, se procedié con las pruebas correspondientes para
establecer las concentraciones optimas de primers a utilizar, ante lo cual se establecio
gue una concentraciéon de 300 nM, es la que presenta reacciones con alta sensibilidad y

reproducibilidad.

En relacion a la especificidad, hay que mencionar que esta viene determinada por los
primers y las condiciones de reaccion (Thermofisher, 2014), para lo cual, actualmente
existe una gran variedad de software que permiten el disefio de estos cebadores, en
nuestro trabajo se utilizé el programa Primer Express (AppliedBiosystems — Life

Technologies Corp.).

Si bien, a pesar de que el disefio de nuestros cebadores asegura la reaccion especifica
para S. aureus, es importante realizar ensayos con diferentes tipos de microorganismos,
para verificar una posible reaccion cruzada o la presencia de falsos positivos. Por
nuestros resultados obtenidos y mediante el andlisis de las Curvas de Disociacion
(Curvas Melting), se logro verificar la reaccion especifica con S. aureus, obteniéndose
como temperatura melting de nuestra reaccion de gPCR, los 74°C, valor que también fue

obtenido por otra investigacion semejante (A. Poli, 2007).

También existen trabajos que reportan valores de temperatura melting diferentes al
nuestro, los cuales varian entre 76°C y 84°C (B. Alarcon 1, 2006) (Eman M. Zakary,
2011); ante lo cual, hay que tener en cuenta que estas diferencias se deben Gnicamente a

la region blanco de ADN que se esta identificando y los primers utilizados.

Analizando la sensibilidad de nuestro método de gPCR, se obtiene que esta presenta un
valor minimo de cuantificacién de 10 UFC/g, valor idéntico al reportado por el trabajo
realizado por N. Alarcon (B. Alarcon 1, 2006).
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También se construyeron dos curvas estandar, ambas con un coeficiente de correlacion
R2 = 0,99. La primera curva estandar, fue la elaborada a partir de ADN de cultivo puro
de S. aureus ATCC 25923, extraido de una diluciéon que contenia 1x10° UFC, el cual
presentaba una concentracion equivalente a 1,41 +/ -0,082 ng/uL, a partir de esta se
realizaron diluciones seriadas 1:10, con las cuales se construyo la curva estandar que

sirvid de base para la cuantificacion de S. aureus a partir de cultivos puros.

Para la segunda curva estandar, fue necesaria la inoculacion de concentraciones
conocidas de S aureus en una matriz de queso fresco sin S. aureus. La matriz ya
inoculada, presentaba una concentracion de 1,05 x10°% UFC, la cual equivalia a una
concentracion de 3,57 +/- 0,06 ng/uL, a partir de esta se realizaron las respectivas
diluciones seriadas 1:10, las cuales fueron la base para la construccion de la curva
estandar, que sirvié posteriormente para la cuantificacion de S. aureus en muestras de

queso fresco.

Para los calculos de equivalencia de los resultados obtenidos en nuestras curvas
estandar, se realizd esta, asumiendo que 1 ng de ADN equivale a 6x10° copias del
genoma entero (6x10° UFC), y que por cada copia de un genoma existe solo una region
del gen nuc. (Ingeborg Hein, 2001), (B. Alarcon 1, 2006), (B. G. Botaro, 2013).

Ya con el método gPCR optimizado y el método de cultivo tradicional verificado, se
prosiguié con la recoleccién de las muestras de queso fresco a analizarse y la posterior
cuantificacion de S. aureus, aplicando paralelamente ambos métodos anteriormente

mencionados.

Comparando los resultados obtenidos por medio del andlisis de T de Student de ambos
métodos, se obtuvieron valores de P = 0,096 y T= 1,76; lo cual es indicativo de que
ambos métodos no presentan diferencias estadisticas representativas, por lo cual,
podemos asumir que ambos métodos son iguales y se pueden usar uno u otro para el

analisis de recuento de S. aureus, ya que ambas métodos ofrecerian resultados similares.
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Las publicaciones realizadas en nuestro pais, sobre el analisis de S. aureus en quesos
frescos son escasas. En nuestro andlisis de las 17 muestras de queso fresco se detectd la
presencia de S. aureus en un 94% de las muestras analizadas, con un promedio de 5,2 x
10° UFC/g. En un estudio semejante, realizado el 2009 en el Instituto SELADIS, se pudo
detectar S. aureus en el 20% de la poblacion de quesos por el método de recuento en

placa (Gimena, Susana, Angélica*, & Sergio*, 2009).

Varios estudios realizados a nivel Latinoamérica también reportan valores respecto a la
presencia de S. aureus, un estudio realizado en nuestro pais vecino del Perd, reporto la
presencia de S. aureus en el 87% de las muestras con un promedio de 3,1x 10° UFC/g
(Delgado, 2003); otra investigacion realizada en Ecuador (Rodas-Pazmifio5 & Pazmifio-
Gomezl, 2016), detecto a S. aureus en el 55% de las muestras de queso analizadas. En
contraste a los resultados anteriormente descritos, en VVenezuela detectaron a S. aureus

en el 20% de las muestras, con un promedio de 1x 10 UFC/g (Hernandez, 2017).

Realizando un anélisis comparativo de los métodos analizados (qPCR optimizado y el de
cultivo microbioldgico) se pudo determinar que la sensibilidad del método gPCR
optimizado (10 UFC/g) es mayor que la sensibilidad del método microbiolégico (100
UFC/g), obteniéndose resultados en un solo dia de trabajo, en contraste, el método

microbioldgico requiere de 3 a 4 dias.

El método optimizado qPCR es muy Util cuando se desea analizar gran cantidad de
muestras en periodos cortos, lo cual evita gastos de almacenamiento de producto, que es

lo que requiere actualmente la industria de alimentos (Eman M. Zakary, 2011).
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9. CONCLUSION

e En el presente trabajo se ha optimizado con éxito un método gPCR para la
cuantificacion de S. aureus en muestras de queso fresco, método que presenta
grandes ventajas como ser: alta especificidad, ya que se verifico que solo
presenta sefiales de amplificacién en presencia de S. aureus. Muy buen nivel de
sensibilidad llegando a cuantificar incluso hasta 10 UFC/g. Réapido, ya que es
capaz de obtener resultados en un solo dia, disminuyendo asi el tiempo de
almacenamiento de productos en fabrica, aminorando costos y permitiendo

obtener resultados fiables e inmediatos.

10. RECOMENDACIONES

- Habiéndose trabajado exclusivamente en muestras de queso fresco, se
recomienda probar este mismo método de gPCR con muestras de alimentos de

diferente naturaleza
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ANEXOS

ANEXO A: Muestras de queso fresco (17) colectadas para el analisis.
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ANEXO B: Observacidon de colonias caracteristicas de S. aureus en agar Baird Parker.

ANEXO C: Observacion de la prueba cuagulasa positiva (tubo del centro) y la prueba

negativa (tubos de los lados)
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ANEXO D: Observacion de la prueba termonucleasa positiva (5 superiores) y negativa

(2 inferiores).

ANEXO E: Programacion de corridas en el software del equipo StepOne —
AppliedBiosystems

File EGt lnstument Analysis Tools Help

] New Experiment + &5 Open. i Save « & Close | Qg instrument . g}, O« Instrument | 4@ Expot - £ PrintReport

Experiment Menu « | Experiment: aureus020 Type: Standard Curv Reagents: SYBR® Green Reagents A= m @

(T S - | e e 55 |
(Piot Settings ) Pl Select Wells With: - Selecttlem - v - Select flem
Target Al v PlotColor Detautt v
] Save cumrent setings as the default
= = 5 5 7 8
a g
Standard Curve
s
20
"ot
ns
&
20
s
150
wam a m wom | omen
Quantiy
a
Taroet: Taroet 1 Slove: -2.111 Y.inter: 28.068 o2 0.991 ENfS: 197.668 v
[. stancard [l Unknown [l Uniknown (Fiagged) S
2 weits: [I] 1 unknown [E] 14 Standard [Z] 1 Negative Control 32 Empty
Analysis Summary: Total Wells in Piate 48 Wells Set Up: 16 Welis Omitied Manually. 1 Wells Flagged 0 Wells Omitied by Analysis: 0 Samples Used 1 Targets Used 1




ANEXO F:

Procesamiento de las muestras de queso naturalmente contaminadas.
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