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. RESUMEN
Este estudio tiene como objeto principal la utilizacion de una técnica rapida y confiable como es la

reaccion en cadena de la polimerasa para detectar a través de un iniciador multiple para Salmonella spp y
Escherichia coli O157:H7 en canales de bovino. Para este esfudio se realizé en primer lugar
minipreparacion de DNA bacteriano, luego se elaboraron los iniciadores especificos v se llevd a cabo la
tecnica de PCR muitiple con DNA puro de las bacterias en estudic. Dentro de la reaccidén de PCR se
incluyd plasmido {pBS) como centrol positivo y un control negativo (sin DNA). En el momento de la
realizacion de la técnica de PCR con todos los iniciadores y con la mezcla de DNA puro no se enceontré
interferencia entre ellos.

En la técnica de PCR miuiltiple, se utilizé DNA de otras especies bacterianas para determinar la
especificidad de la misma. Las especies empleadas fueron Proteus y Kiebsiella entre otros y no se
enconird amptificacion de ninguna banda. Se realizaron diluciones de! DNA para establecer la
sensibilidad de la técnica, la cual (en este trabajo) puede detectar una concentracion de 7.5 fentogramos
de DNA/ul con la amplificacion miultiple, que corresponde aproximadamente a tener 5 unidades
formadoras de colonia.

Se determiné el tamafio de la poblacion microbiana mediante el crecimiento de Escherichia coli
O157:HY v Saimenella para establecer el inocule para la contaminacion experimental de la carne vy
determinar la eficiencia de la técnica de PCR en las muestras de carne. No se encontrd interferencia de
los componentes carnicos para la minipreparacion del DNA ni para la ampiificacion de las bandas
producto de PCR.

Se probé esta técnica de PCR multiple en canales de res y se muestrearon aleatoriamente 60
canales de un rastro municipal y 80 canales de un rastro Tipo Inspeccidn Federal (TIF) después del
sacrificio. [.a toma de muestra en las canales se realizd después del sacrificio con una plantilla (6 molde)
en el pecho y dentro de |a superficie de la plantilla de frotd un hisopo estéril para la obtencion de la
muestra. Ademas de la técnica de PCR se realizaron los métodos microbiologicos oficiales para la
determinacién de los microorganismos en estudio,

Los resultados obtenidos muestran ta presencia en rastro Municipal de Salmohelfa en 2 canales
por el método microbiolagico oficial y 1 canal por la técnica de PCR en un primer muestreo, no siendo las
mismas muestras por lo cual se realizd un segundo muestrec donde se obtuvo la presencia de
Salmonella en 1 canal por método microbiolégico y por la técnica de PCR siendo la misma muestra de las
80 muestreadas. En el rastro TIF no se encontré Salmonella por ninguno de los dos métodos. Estas 3
muestras positivas a Salmonelia represehtan el 2.5% de presencia de esta bacteria en ia muestra. En
ambos rastros no se detecto ta presencia de Escherichia coli O157:H7.

En conclusiéon, el rastro municipalr tuvo 2.5% de muestras positivas a Salmonefla y 14
amplificaciones del gen sit |, 2 amplificaciones del gen s/t Il y 7 amplificaciones del gen eaeA. En el rastro
TIF no se detectt ia presencia de Salmonella y encontrS la amplificacion de una banda correspondiente al

gen sitl y 1 al gen eaeA. En este estudio no se encontro la presencia de Escherichia coli O157:H7.



1. INTRODUCCION

Uno de los problemas sanitarios que mas preocupan en la industria de la carne a nivel
mundial es la presencia de microorganismos contaminates potencialmente peligrosos, los
cuales son transferidos a 1as canales durante el sacrificio. Estos microorganismos provienen del
contacto directo ¢ indirecto con piel, del contenido intestinal durante el eviscerado, del suelo, del
personal contaminado, del equipo contaminado > %

Los microorganismos contaminantes pueden incluir aquelios capaces de producir
enfermedad en el consumidor y/o los que son responsables de descomponer la carne "%,

Las estadisticas internacionales muestran que la carne y los productos carnicos son
causantes de la mayor proporcidn de todas las infecciones alimentarias. Los microorganismos
involucrados son principalmente Salmonella spp., Escherichia coli, Clostridium perfringens,
Campilobacter spp., Yersinia enterocolitica, Lfsteria monocitagenes vy Staphyiococéus aureus,
entre otros ¥ %,

Los niveles y frecuencias -de las bacterias fluctian dependiendo de las estaciones a lo
largo del afio, el lugar de origen de los animales, el modo de transporte, el area de llegada al
rastro y las condiciones de procesamiento®.

Por varios afios, la determinacion de microorganismos en carne, especificamente en ias
canales, se ha centrado casi exclusivamente en metodos microbiblégicos oficiales lentos que
consisten en el aislamiento y earacterizacién del patégeno. Sin embargo, los avances cientificos
han introducido un nimero de pruebas diagnosticas utilizando técnicas de biolegia molecular,
que tienen un impacto importante en los métodos usados para la deteccion de los
microorganismos patégenos y sus toxinas. Las pruebas por medio de biologia molecular son
mas sensibles para detectar microorganismos en alimentos que los métodos microbiolégicos
convencionales®, no obstante, la complejidad en la composicion de los alimentos ha
imposibilitado la integra aplicacién en ellos, por lo cual se requiere de un ocorto
preenriquecimiento de las muestras en medios de cultivo para alcanzar una deteccion optima,
aunque a este respecto existen investigadores que menciona lo contrario. En el actual comercio
nacional e internacional se requieren técnicas rapidas y eficientes que permitan la deteccion de
microorganismos de manera segura, por ejemplo; es preciso que cuando se importe carne, se
pueda verificar que esté libre de estos patdgenos y/o de sus toxinas en el mismo lugar de
recepcion de los alimentos {como son puertos, aeropuertos, fronteras o lugares de entrada en
general) con los cuidados y precauciones necesarios para poder realizar las determinaciones
microbioldgicas; estos lugares no tienen la capacidad de almacenar la carne por largo tiempo
para la posterior realizacion de las pruebas microbiolégicas convencionales, por lo cual podrian



introducirse al pais sin esta evaluacién. En institutos de nuestro pais, como el Instituto de
Diagnostico de Referencia Epidemioldgica (INDRE), una vez realizados el aislamiento y la
identificacion bioquimica en muestras clinicas se realiza la técnica de PCR para hacer sus
diagnoésticos mas eficaces. La implementacion de estas técnicas al diagndstico cotidiano de
microorganismos en productos carnicos, permitirian hacerto mas eficiente. Este estudio tiene
como objetivo principal el desarrollo de una técnica rapida y confiable como la PCR para

detectar Salmonella sp. y Escherichia coli O157:H7 en carne de res en canal.



1.1. ANTECEDENTES

1.1.1 Situacion sanitaria en México en cuanto a la manipulacion de carne
El consumo de carne caliente (recién sacrificada) dificulta muchas veces el cumplimiento

de normas y exigencias que tienden a asegurar que el producto se obtenga en condiciones
aceptables desde el punto de vista sanitario; el corto tiempo que media entre el procesamiento y
el consumo limita la aparicién de signos macroscopicos de alteracion pero existen recuentos
bacterianos comunmente altos. La gran mayoria de los mataderos involucrados en la
exportacién de carnes, procesan con cuidado el producto destinado a los mercados
internacionales; sin embargo, cuando el destino es el mercado local, las normas técnicas
sanitarias ne se cumplen o bien se cumplen minimamente®. En un estudio realizado sobre
Analisis de Riesgos e ldentificacion de Puntos Criticos de Control en el procesamienio de
canales de bovino para el abasto en un rastro municipal del Estado de México, se determind un
10% de muestras positivas a Salmonella spp. en la canal después del desollado, un 5% de
muestras positivas después de eviscerado y un 2.5% de muestras positivas posterior al lavado
final.

La explotaciéon pecuaria es una de las bases primordiales en la economia mexicana. El
consumo de carne continua siendo un factor constante en la dieta alimentaria de un gran
porcentaje de la poblacién con habitos de preferencia por las carnes y otros alimentos frescos
no refrigerados *. El consumo de carne de bovino en nuestro pals es del 38%. De 1988 a 1994
el consumo total per capita anual de carne de bovino se incrementd ligeramente de 16 a
17 kg®.

La inspeccién adecuada previa y posterior de los animales que se sacrifican en los
mataderos reviste gran importancia dado el peligro de contraer enfermedades e incapacidades
asociadas con el consumo de carne contaminada®.

Los problemas en los mataderos y las plantas procesadoras de productos camicos se
suscitan a raiz de factores como son los siguientes®;
¢ “Escaso desarrollo economico de los paises, lo cual crea dificultades o imposibilidad por

parte del Estado para hacerse cargo de las elevadas inversiones de capital para las plantas

fisicas y los equipos, el mantenimiento de los mismos, el procesamiento moderno y el control
sanitario de |las carnes”.
0 “Funcion que desempefian los mataderos como fuentes de financiamiento municipal, estatal

o privado, sin que se afecten reinversiones para mantenimiento y modernizacién”.

0 “Bajo nivel de educacién del personal vinculado con la explotacion y distribucién de los

productos, asi como de gran parte de!l publico consumidor”.



0 “Obsolescencia legislativa en general y rigidez legal de caracter estatal, dificultando ia
adopcién de medidas intermedias progresivas tendientes a fransformar las plantas, y
mataderos, creando mejores condiciones técnicas y sanitarias, aungue no se llegue a
situaciones éptimas en un corto plazo”.

O "Adopcién, sin adaptacién, de normas de disefio, estructura y funcionamiento provenientes
de paises con realidades socioeconémicas y culturales distintas, las cuales carecen de
autenticidad local’.

0 “Planificacion y ejecucion de programas de educacion y adiestramiento en higiene de carnes,
de profesionales y técnicos de nivel medio, desvinculados de la realidad de recursos,
estructural y funcional de cada pais. Con frecuencia se produce una frustracion por parte del
personal que al no obtener las condiciones dptimas de proceso aprendidas, optan por no
gjercer ninguna influencia; de esta manera se convierten en ejecutores rituales y simples
ohservadores de circunstancias andmalas que a fuerza de vivirlas diariamente, se han vuelto
normales”.

¢ “Proliferacion de recomendaciones de expertos externos o de funcionarios de instituciones
sobre perfeccionamiento de plantas procesadoras, que resultan inaplicables en |a realidad de
los palses latinoamericanos. Esta situacion ha contribuide a desechar formulas de solucion
conducentes a un progreso parcial en las diferentes etapas del ciclo de operaciones de los
mataderos”.

Todos estos factores plantean la necesidad de buscar ofros criterios para abordar la

problematica y hallar soluciones efectivas acordes con |a realidad que nos atafie.

En muchos de los paises de América Latina la salud de los animales destinados
zootecnicamente a producir carne tiene gran interés, sin embargo, los rastros son considerados
como un asunto de importancia secundaria. La prevencién de infecciones e intoxicaciones por
el consumo de came contaminada y de sus productos dependg, en primer lugar, de la salud del
animal; en segundo [ugar, de la modalidad de sacrificio de este y de los métodos de
faenamiento y, por ultimo, de ias técnicas de preservacién y manipulacién de la carne. En
consecuencia se requiere una atencién muy cuidadosa tanto del proceso general como de cada
etapa en particular®,

El trabajo de los rastros de bovinos, ovinos y porcinos sufre una multitud de problemas de
operacién, que pueden identificarse y clasificarse de acuerdo a las caracteristicas de los
edificios, de los equipos, del personal, del proceso y del producto. Dichos problemas estan

estrictamente relacionados con las peculiaridades del ambiente de cada matadero, en especial

10



las variables econdmicas, culturales, legales y politica de cada regiéon®. Dentro de estos
problemas se destacan los relacionados a las contaminaciones microbiolégicas que pueden
alterar el producto acortando la vida de anaguel e incluso causar infecciones e

intoxicaciones® 2.

1.1.2 Problemas microbioldgicos asociados al consumo de alimentos

Las condiciones microbianas del animal vivo son de gran importancia en la seguridad del
producto final listo para consumir, en relacién con las infeéciones, intoxicaciones ©
enfermedades transmitidas por alimentos®.

De acuerdo a Jacob en 1990, ‘las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)
causan frastornos del tubo gastrointestinal, con dolores abdominales, diarrea y, a veces
vomitos. Estas enfermedades estan causadas por la ingestion de alimentos que contienen
cantidades considerables de bacterias nocivas (patégenas) o los productos consecutivos al
crecimiento de estas; la enfermedad puede atacar a una persona, a uno o a dos miembros de
una familia o de cualquier grupo cerrado, o a un gran nimero de personas. Los sintomas
pueden ser ligeros, con una duraciéon de pocas horas o graves, con una duracion de dias,
semanas o0 meses y gue obliguen a instaurar un tratamiento intensivo. En grupos vulnerables
como son los lactantes y ancianos, la enfermedad probablemente resulte mas grave’. Las
estadisticas actuales de ETA en paises industriaflizados in.dican que el B0% de los casos
pueden deberse a técnicas defectuosas de manipulacion de los alimentos y a la contaminacion

de éstos, servidos en establecimientos de alimentacion®.

Para que se manifiesten las ETA es preciso que tenga lugar una de tres condiciones
siguientes®:

v Que sobre el alimento contaminado o en el interior de éste haya bacterias en cantidad o
concentracion suficientes para sobrevivir al periodo de produccion, recoleccion,
almacenamiento y elaboracion del alimento,

v Que en la superficie o en el interior del alimento se multipliquen bacterias hasta alcanzar una
cantidad suficiente o que se produzcan toxinas en suficiente cantidad para provocar una
enfermedad,

v Que existan bacterias en el lugar donde se preparan los alimentos o en las superficies de

trabajo, que si no se lavan adecuadamente contaminaran otros alimentos.
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En todos estos casos, para que se produzea la enfermedad es preciso que se consuman
cantidades suficientes de alimento contaminado que contengan bastantes bacterias o toxinas,
como para vencer la barrera de resistencia de [a persona y se manifieste enfermedad. El
numero o la concentracion de bacterias necesarios para causar enfermedad se denomina

minima dosis infectante (DIM, del inglés)?.

En nuestro pais, la Direccion General de Epidemiologia en el periodo comprendido entre
1981 y 1990 registro 393 brotes de ETA, con un promedio anual de 39 brotes; la transmision de
&stas tiene relacion directa con el agua o con el alimento; en el 79% de los casos la etiologia se
logrd precisar, siendo las bacterias responsables de ocupar el prim_ér lugar (42%) del total de las
notificaciones®®.

Los datos de los Ultimos afios en México indican que aproximadamente el 30% de los casos
notificados en el Sistema de Vigilancia Epidemioldgica obligatoria, corresponde a las ETA. De
acuerdo a su etiologia, las enfermedades entéricas de origen bacteriano ocupan el primer lugar
con un 54.79% y 47.91% para los periodos de 1986 - 1990 y 1994 - 1997 (hasta el 30 de junio
de 1997) respectivamente.

En México los métodos microbiolégicos oficiales convencionales se realizan de acuerdo a los
procedimientos que se encuentran descritos en las Normas Oficiales Mexicanas. La Norma
Oficial Mexicana NOM-114-S8A1-1994, Bienes vy servicios. Método para la determinacion de
Salmonella en alimentos, establece la metodologia para la identificacion de Salmonella en
alimentos y como toda Norma Oficial Mexicana, esta es de observancia obligatoria en el
territorio nacional para las personas fisicas y morales que requieran efectuar este método en
productos nacionales para fines oficiales™.

En México no esta establecido el procedimiento para la determinacion de E. coli O157:H7,
por lo cual se decidié a seguir la metodologia oficiai publicada en el manual de la Organizacion
Americana de Anélisis Quimicos (AOAC, del ingles) de Estados Unidos de América'’.

1.1.3 Microorganismos involucrados en las ETAs
Existen diversos grupos de microorganismos que pueden ser transmitidos por los alimentos:
bacterias, mohos, levaduras y virus ademas de los parasitos.
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Salmonella es un género de la familia Enterobacteriaceae. Son Gram negativas, anaerabias
facultativas, no forman esporas y tienen forma de baston. Existen formas moéviles que tienen
flagelos peritricos. Este génerb produce acido y algunas veces gas de la glucosa, son
usualmente catalasa (+) y oxidasa (-) ademas de reducir nitratos a nitritos. La mayoria de los
miembros de esta familia se encuentran en el tracto intestinal del hombre y de los animales
como flora saprofita o patoégena®. '

Salmonelfla es ubicua y reconocida mundialmente como agente zoonotico. Numerosos
reservorios animales han sido identificados. Algunos alimentos, particularmente aquellos de
origen animal y aquellos sujetos a contaminacién con aguas negras, han sido identificados
como vehiculos de transmision de estos patégenos al humano®.

Salmonelfa, como se menciond anteriormente, es habitante del tracto intestinal del hombre y
animales infectados. Estas son eliminadas a través de las heces y pueden ser transmitidas por
contacte con las manos, pelo o piel de animales que se encuentren en su compafiia, del aire,
etc. Alimento y agua son los vehiculos primarios. La contaminacién de los animales puede
darse a través del transporte, corrales de reposo o sacrificio de los mismos. Los alimentos de
origen animal criginalmente se contaminan por contacto fecal del medio ambiente y del equipo.
La contaminaciéon cruzada es producida por alimentos crudos contaminados durante su
posterior procesamiento y preparacion, Esta bacteria también es capaz de establecerse y
multiplicarse en el medio ambiente y el equipo de una gran variedad de procesos en los
alimentos®.

En raras ocasicnes, Salmonefla puede estar presente en carne de animales que han
padecido salmonelosis septicémica;.cominmente alcanza las superficies de la carne a partir del
contenido intestinal y de las heces que se encuentran apelmazadas en el pelo, piel y alimento
de animales cuando llega para el sacrificio. Considerable contaminacién de canales de cerdo
ocurre cuando se produce el escaldado y el pelado. La bacteria es realmente transferida de
canal a canal y de canal contaminada a utensilios, superficies de trabajo y manos de
trabajadores al cortar la carne. La carne de res y cerdo junto con un inadecuado cocimiento son
cominmente identificadas como vehiculo en brotes de salmonelosis. Aunque Salmonella no
forma esporas, puede sobrevivir por largos periodos en alimentos y otros substratos?.

Algunas células bacterianas estan adaptadas para producir estructuras de adhesién, por
ejemplo, en Salmonelfa se ha descubierto que existen estructuras que le permiten a la bacteria
adherirse fuertemente a la célula huésped, para posteriormente ingresar a ella y multiplicarse.
Kim et al. en 1896 mencionan que el fendmeno de adhesion esta considerado en dos pasos:
asociacion reversible con la superficie, seguida de adherencia irreversibie; también Kim et al. en
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1996 reportaron que las células de Saimonefla se unen a la piel de la canal de pollo
rpidamente y la unién irreversible ocurre en los primeros 15 segundos post inoculacion®; Kim
et al. en 1996 en ofro estudio con Salmonella en carne de pollo mostraron algo similar, se
inocularon 107 bacterias y después de 60 minutos de exposicién a la suspension bacteriana se
encontré que el 93% del total de las células se encontraban firmemente adheridas a la carne™.
En la revisién realizada por Darwin y Miller en 1999 mencionan lo necesario para la invasion de
algun tipo celular, la bacteria primero debe encontrar a la célula a la cual se va adherir y
después mediante fimbrias 6 pilis adherirse a la célula huésped"".

Pruebas vacunales en humanos voluntarios indican que la minima dosis infectante (MDI)
para hombres sanos es de 10" Salmonellas. Los voluntarios recibieron 10° células y
permanecieron sanos. Sin embargo, la velocidad de atague en algunas epidemias es de menos
de 50%, Algunas investigaciones de brotes han sugerido que un gran numero de Salmonelfa se
encontraron presentes probablemente en alimentos implicados, ya qué estos estuvieron
impropiamente manejados y almacenados. Cuando el vehiculo ha sido agua, grasa o alimentos
procesados, pequefios nimeros (por ejemplo <100/g) de Salmonelfla han sido encontradas en
los alimentos. Las diferencias en las dosis infectivas parecen estar asociadas con la
supervivencia de la bacteria durante el transito a través del estomago; agua ingerida a la hora
de comer como un tiempo minimo de retencidbn, mientras la grasa protege a los
microorganismos de la accion de los &cidos del estémago®.

En el caso de Salmonelia se han utilizado diferentes tipos de iniciadores para ser detectada
por la técnica de PCR, entre ellos se encuentra el reportado por Gooding et al en 1999, basado
en una secuencia repetida®. Otro es el gen de invasion A (invA) que es parte de un grupo de

genes que sirven para que esta bacteria penetre a la célula huésped™.

Escherichia coli también es miembro de la familia Enterobacteriaceae. Esta bacteria tiene
forma de baston corto, es Gram negativo, catalasa (+), oxidasa (-),ademas anaerobia
facultativa. La mayoria de las cepas fermentan la lactosa. Producen indol, tipicamente son rojo
de metilo (+), Voges-Proskauer (-) y no crece en medio de citrato de Simmons .

Existen diferentes tipos de E. coli patdégenas: E. coli enteropatogénicas (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC);
dentro de este Ultimo grupo se encuentra clasificada la Escherichia coli de este estudio (E. coli
O157:H7)*,

E. coli 0157:H7 fue identificada como un patégeno en 1982, cuando se le asocid con dos
brotes de colitis hemorragica. Subsecuentes brotes han sido reportados, algunos asociados con
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el consumo de carne de res mal cocida®®. Se ha estudiado que a 83.8°C E. coli O157:H7 se
inactiva®®,

EHEC (0O157:H7) en contraste con la mayoria de E. coli, crece pobremente o no lo hace a
44-45°C, no produce [ - glucoronidasa y es deficiente en fermentar sorbitol a las 24 horas®*.

Esta bacteria produce dos verotoxinas, las cuales son toéxicas para células vero {células de
rifidn de mono verde africano), estas han sido identificadas como verotoxina 1 (VT1) vy
verotoxina 2 (VT2). VT1 es estructural e inmunolégicamente indistinguible de la toxina de Shiga.
EHEC aparentemente coloniza el tracto intestinal, después de lo cual elabora la(s) verotoxina(s)
que son activas en el colon®*.

Los sintomas que se pfesentan debidos a la infeccidén de esta E. coli O157:H7 son: diarrea
sanguinolenta, dolores abdominales con un bajo grado de fiebre, |la cual puede estar presente o
ausente. La transmisién generalmente se da via fecal/oral. El reservorio es presumiblemente el
ganado bovino, resultando la contaminacion de la carne por contaminacion con excremento
durante el procesamiento®.

Escherichia coli O157:H7 también cuenta con estructuras que le permiten adherirse
estrechamente a la célula, como es la proteina intimina, la cual incluso liega a lesionar y destruir
la célula® . Se ha demostrado que la actividad de union de la intimina esta localizada en el
extremo C-terminal de la proteina. Las EPEC y las EHEC muestran un mismo gen de
agregacion (eaeA) produciendo la misma proteina intimina, pero Fratamico, ef al. en 1995
mencionan que ambas proteinas difieren en peso molecular y secuencia genética, al mismo
tiempo exponen que el producto del gen eaeA en las EHEC es una proteina de 97kDa " '8 |a
cual es llamada ihtiminao157, adquiere este nombre para poder ser diferenciada de la proteina
intimina gue producen las EPEC de 94 kDa, ambas intiminas se localizan en la membrana
bacteriana. Con respecto a la secuencia genética, mencionan que ambas contienen el 97% de
homologia en el extremo 5' pero que solo un 59% de homologia en los Cltimos 800 pb de la
region terminal 3’ . En contraste, Nataro y Kaper en su recopilacién reportan que en las EPEC
producen una adherencia mediada por una proteina de membrana externa de 94 a 97 kDa
lamada intimina y no marcan diferencia de peso molecular con respecto a EHEC* Esto
conduce a pensar que aun no esta claro si: 1) son diferentes proteinas (aunque sean llamadas
igual) que provienen de la misma secuencia genética y sufren un cambio conformacional
después de ser traducidas; 2) son diferentes proteinas por tener un diferente origen genético, 6
3) son la misma proteina con ia misma secuencia genética codificante.

Natarc y Kaper en 1998, exponen que el gen eaeA esta presente en todas las cepas EHEC,
EPEC, Citrobacter rodentium y Hafnia alvei capaces de producir enlace y esfacelamiento
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celular, pero esta ausente en las cepas de E. coli de la flora normal. Cepas ETEC entre otras;
ademas revelan un sorprendente patrén de secuencias conservadas entre las proteinas
intiminas. Entre estas proteinas descritas existe una identidad del 83%, la divergencia
secuencial esta congentrada en la regién carboxilo terminal. El primer 75% de la proteina (los
primeros 704 residuos de aminodcidos iniciando del extremo amino terminal) tienen un 94% de
correspondencia; - mientras el otre 25% de los residuos solo tienen un 49% de identidad entre las
intiminas. La elevada divergencia de la regién C terminal es la porcién de la molécula que se
une a los receptores en la celula epitelial, Esta diferencia confiere diferentes patrones de
colonizacion intestinal. Para poder diferenciar entre la gran familia de proteinas (intiminas) de
los diferentes patégenos, se refieren como Intozs, a la intimina de la cepa E. coli O26; Intepec a la

intimina de las cepas de EPEC e Intys a la intimina de Hafnia alvei *.

Meng et al. (1997), mencionan la utilizacion de una combinacién de varios iniciadores
para la identificacion de £. coli O157:H7 por la técnica de PCR que amplifican el gen eaeA en
combinacién con los genes para las toxinas sif | y 1I*2,

Algunos investigadores {Cebula ef al. 1995, Venkateswaran ef a/. 1997) han desarrollado
una mezcla de iniciadores (Ilémado muitiple) para la identificacion especifica de £ cofi
0157:H7, en base a sus factores de virulencia, identificando simultaneamente los genes que
codifican para las toxinas que produce, llamadas "Shiga-like” (sff - | y sft - 1l); ademas de
amplificar el gen uidA el cual codifica para la B-glucoronidasa® “6. Aunque los aislamientos de
0157:H7 no tienen actividad B-glucoronidasa, ellas llevan el gen uidA. Se ha secuenciado este
gen y se encontré que tiene un residuo G (en vez de un residuo T encontrado en otros tipos de
E. coli) en la posicion 92, asi como en el final de extremo 3" también hay una G (en lugar de una
A)®. Este cambio de base aitamente conservado se usara para identificar el serotipo O157:H7.

1.1.4 Utilizacion de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa para la deteccion
de microorganismos

Métodos de biologia molecular que usan anticuerpos y acidos nucleicos para detectar
especificamente patégenos de alimentos contaminados fueron apenas conocidos hace una
década y media. Pocos cientificos pudieron predecir que esas herramientas de investigacion
basica pudieran venir a dominar el diagndstico en alimentos. Hoy un gran numero de esas
tecnologias estan comercialmente disponibles para la deteccion de practicamente todos los
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patdgenos que se pueden transmitir por los alimentos asi como sus toxinas. Estas pruebas van
desde aglutinacion de latex unida a anticuerpos, hasta el método de reaccidén en cadena de la
polimerasa'®.

La técnica de PCR es un método de amplificacién enzimatico de secuencias especificas
de DNA in vitro, a partir de dos iniciadores que son complementarios a los extremos de la
secuencia de DNA que se desea amplificar. La enzima Taq polimerasa, en presencia de iones
de Mg"" extiende el extremo 3' de cada iniciador, complementarios a dicha secuencia. La
reaccion se lleva a cabo en presencia de un exceso de iniciadores que hibridan al nuevo DNA
que se sintetizé en el ciclo anterior, de manera que se convierte en el blanco para la nueva
sintesis. Esta reaccion ocurre en una serie de ciclos repetitivos que incluyen: desnaturalizacién
de Ia doble cadena de DNA, hibridacion de los iniciadores a los extremos del fragmento de DNA
y la extensién de estos iniciadores sobre el DNA molde por la polimerasa termoestable,
resultando en la acumulaciéon exponencial del fragmento especifico cuya dimensidén estd
definida por los extremos 5’ de los iniciadores, ya que el producto de extensién sintetizado en
un ciclo sirve como molde en el siguiente ciclo, de manera que el nimero de copias de DNA se

duplica en cada ciclo' '

. Los ciclos necesarios para la amplificacién se llevan a cabo en un
termociclador, que permite oscilar las temperaturas. A una temperatura de 94°C ocurre la
desnaturalizacién del DNA, o sea, se abre la doble cadena para permitir la hibridacion de los
iniciadores, en la cual disminuye la temperatura aproximadamente a 72°C, y por ultimo la
extension de las nuevas cadenas, esto representa un ciclo, el cual se repite de 30 a 35 veces™.
Estas condiciones pueden variar segun el fragmento genético que se desea amplificar.

La téchica de PCR es muy especifica, ya que solamente se amplifican los fragmentos de
DNA limitados por los iniciadores, dando lugar a fa producciéon de un fragmento de un tamafio
determinado, incluso en presencia de otro tipo de DNA no relacionado”. El producto de PCR se
evalla y compara a un marcador de tamafioc molecular en un gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio, sobre un haz de luz ultravioleta™ ?'.

La principal ventaja del PCR es la sensibilidad y especificidad de la prueba. Pequefias
concentraciones de DNA blanco, correspondientes a bajos nimeros de células bacterianas,
pueden ser detectadas en un corto tiempo?', pero los cambios en las condiciones de fa técnica
de PCR comlnmente afectan los resuitados de la amplificacién', refiriéndose a tiempo,
temperatura, concentracion de Mg**(cofactor), etc.

La seleccion de iniciadores, que amplifican secuencias de DNA de genes, gue codifican
factores de virulencia o toxinas, permite la identificacidn de solo esos organismos que son

potencialmente patégenos. El PCR no distingue entre células viables y no viables, si el
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segmento de DNA incluye el sitio del iniciador intacto, tanto en el primer caso como en el
segundo, lo amplificara. Esto puede ser considerado una desventaja ya que bacterias
lesionadas pueden ser detectadas incluso en los alimentos tratados térmicamente produciendo
reacciones positivas®'.

Wilson en 1997, menciona que existen dos puntos que inhiben la reaccién de PCR en un
inicio: 1) la interferencia de |a lisis celular necesaria para la extraccion de DNA y 2) degradacién
0 captura de acidos nucleicos; al mismo tiempo expone que existe un amplic rango de
inhibidores reportados que en algunos casos no se sabe como actuan, pero dependiendo del
origen de la muestra se tiene como ejemplo los siguientes: en el caso de alimentos menciona a
los compuestos orgénicos o fendlicos, glicégeno, grasas'y Ca'™: entre otros inhibidores, se
encuentran los defritus bacterianos {pared, membrana celular, etc.), fragmentos de DNA no
blanco, e incluso materiales de laboratorio como son el polvo, el talco de los guantes, diferentes
tipos de plastico 6 celulosa utilizado, la distribucién al azar del DNA que pueden estar cerca de
los limites de deteccidn, es decir que una molécula de DNA puede no estar presente en la
alicuota que se utilizé para realizar la prueba y obtener un resultado falso negativo; que se
degrade el DNA o este sea capturado por alguna molécula presente, que se encuentren
presentes enzimas proteoliticas o desnaturalizantes que destruyan ¢ inhiban la actividad de la

enzima Taq polimerasa, etc*.
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2. OBJETIVO GENERAL
Establecer las condiciones de deteccion de Salmonella spp y Escherichia coli O157:H7
en canales de bovino usando un iniciador mdltiple con la técnica de Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR) y comparacion de ésta técnica con los métodos microbioldgicos oficiales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Desarrollar un procedimiento para deteccién simultdnea de Salmonella spp. y Escherichia

coli O157:H7, dutilizando la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

2. Determinar la presencia 6 ausencia de Salmonella spp y Escherichia coli O157:H7 en
canales de bovinos ulilizando la técnica de PCR y los métodos microbiolégicos
convencionales oficiales.

3. Comparar resultados dé sensibilidad y tiempo entre la técnica de Reaccion en Cadena de la

Polimerasa y los métodos microbiologicos convencionales oficiales.

HIPOTESIS

La técnica de PCR para la deteccién muliiple de Salmonefla spp y Escherichia coli
0157:H7 en carne de bovino es un sistema rapido y de elevada sensibilidad, teniendo los
mismos resultados que los métodos microbiologicos oficiales.
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3. METODOLOGIA
Cuadro metodolégico

Para el cumplimiento de cada uno de los objetivos particulares se realizaron varias

actividades las cuales se mencionan a continuacion:

1. Objetivo especifico:

Desarrollar  un

Escherichia colf

procedimiento

para
deteccién simultanea de Salmonelia spp. y
0157:H7, ulilizando Ia

2. Objetiva especifico:
Determinar la presencia ¢ ausencia de
Saimonella spp y Escherichia coli O157:H7 en

canales de bovinos utilizando la técnica de

3. Objetivo especifico:

Comparar resultados de sensibilidad y tiempo
entre la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa y los métodos microbioldgicos

técnica de Reaccion en Cadena de la| PCR y los métodos  microbiclogicos | convenctonales oficiales

Polimerasa convencionales ofictales

Actividades: Actividades: Actividades:

3.1 Obtener y acondicionat cepas de los | 3.10 Muestreo de las canales 3.13  Determinar el tiempo maximo de

microorganismos

identificacién bacteriana entre la
técnica de PCR y los métedos
microbicldgicos convencicnales

3.14  Comparar los niveles de sensibilidad
de la técnica de PCR y los métodos

microbioldgicos oficialas

3.2  Estandarizar la minipreparacion de 3.10.1 Localizacién de las superficies
DNA con modificacion de tiempo de de muestreo de las canales
lisis celular, tiempo y temperatura de
incubacion de lisozima, uso de
RNAsa y cohcentracic’m de NaCl

3.3 Seleccionar los iniciadores para 3.10.2 Toma de las mueséras
reaccion en cadena de la polimerasa microbioldgicas de las
(PCR) multiple superficies de la canal con

hisopos

3.4  Acondicionamiento de PCR mdltiple | 3.11 Métados microbiolégicos
en cuanto a: tiempo, temperatura, convencionales oficiales
numero de ciclos v concentracion de
magnesio

3.5 Prueba de especificidad de los 31141 Aislamiento e identificacion
iniciadores contra otros géneros de Salmonella spp
bacterianos (Rastro Municipal y TIF)

3.6 Determinar la sensibilidad de la 3.11.2 Aislamiento e identificacion
técnica de PCR mdiltiple con DNA de Escherichia coli O157:H7
pure {Rastro municipal y TIF)

3.7  Determinar el indculo de Saimoneila | 3.12  Realizacion de PGR mditiple con las
sp a utilizar para contaminacién de la muestras obtenidas de los diferentes
carne rastros

3.8  Determinar el inoculo de Escherichia 3121 Rastro municipal
coli O157:H7 a utilizar para
contaminacion de la came

3.9 Determinar la eficiencia de la téenica 3.12.2 Rastro TIF

de PCR en alimentos
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3.1 Obtencion y acondicionamiento de cepas

Las cepas de Escherichia coli fueron donadas por el Dr. Angel Manjarres de la Facultad
de Medicina (CU), de ia Universidad Nacional Auténoma de México. Las caracteristicas se
muestran en la Tabla 1 que a continuacién se piresenta:

Tabla 1
Cepas de Escherichia coli donadas por la Facultad de Medicina (UNAM)
Cepa bacteriana Clasificacidén Serotipo Origen
E. coli 66295 0127:NM Cepario de Medicina
E. coli E£2348/69 0127:H6 Cepario de Medicina
E. coli ' 88255 OR:H6 Cepario de Medicina
E. coli 88160 019:H4 Cepario de Medicina
E. coli 55784 Q2:NM Cepario de Medicina
E. coli JPN10 044:H18 Cepario de Medicina
E. coli 093211 Q167 H7 Aislamiento de bovinos muertos con diarrea
E. coli 093206 QO157:H7 Aislamiento de bovinos muertos con diarrea
E. coli 091984 O157:H7 INDRE {caso importado de California, E.U.)

Algunas de las cepas de Salmonella fueron donadas por fa Dra. Emma |. Melendro,
Departamento de Investigacion de Medicina Experimental {(ubicado en el primer piso en la
Hospital General), de la Facultad de Medicina (CU), de la Universidad Nacional Auténoma de

‘México. Las caracteristicas de las cepas se muestran en la Tabla 2 que a continuaciéon se
presenta:

Tabla 2

Cepas de Salmonella donadas por el Departamento de Investigacion de Medicina
Experimental (UNAM)
Cepa bacteriana  Clasificacién Serotipo Origen
: Aislada por el Dr. Alfaro en una epidemia en
Salmonella JM1301 typhi México en los afios 70'
- Cepa de baja virulencia para ratén. Aislada de
Salmoneilla F1 typhimurium  gastroenteritis humana por el Dr. Leoncio Filloy
_(Hospital Infantil de México)
Cepa de elevada virulencia para raton. Aislada de
Salmonella F3 typhimurium  gastroenteritis humana por el Dr. Leoncio Filloy
: - (Hospital Infantil de México)

Otras cepas de Salmonella fueron donadas del Laboratorio de Microbiologia Molecular
dirigido por el Dr. Antonio Verdugo Rodriguez, de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (CU), de la Universidad Nacional Auténoma de México, las caracteristicas de las

cepas se observan en la Tabla 3, que muestran a continuacion se presenta:
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Tabla 3

Cepas de Salmonella donadas por €l Laboratorio de Microbiologia Molecular

Cepa bactetiana Clasificacion Serotipo
Salmonella ATCC (se desconoce el nimero) typhimurium
Salmonella FVB323 gallinarum
Salmonella F4 (fagotipo) enteritidis

Las cepas usadas como control negative fueron donadas por QFB. Mireya Nicoli Tolosa
de Medicina Preventiva, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (CU), de la
Universidad Nacional Auténoma de México. Las caracteristicas de las cepas no se conocen a
detalle pero se muestra el listado de ellas:

% Shigella sonnei
% Proteus sp
s+ Klebsiella sp

Una vez obtenidos los géneros bacterianos se les realizé a cada uno de ellos pruebas
hioquimicas para corroborar la identificacidén de la cepa. Se colocd las cepas con medio de
cultivo enriquecido a crecer (cada cepa por separado), una parte este crecimiento se preservé
por separado por medio de congelacién simple (- 20°C) con un protector (glicerina al 60%) que
se emulsificd con el medio de cultivo (caldo Luria-Bertani [LB] estéril). La otra parte del
crecimiento microbiano se conservd a temperatura ambiente, en tubos con tapén de rosca,
sobre medio inclinado a base de gelosa sangre y extracto de carne, para que a partir de él se
hiciera la resiembra y el acondicionamiento, utilizando cultivos en medios selectivos y pruebas
bioquimicas cada vez que fuera necesario. De este cultivo se obtuvo el cuitivo de trabajo que se

coloc en caldo LB para su posterior obtencion de DNA.

3.2 Estandarizacién de fa técnica de minipreparacion de DNA con modificacion de tiempo
de lisis celular, tiempo y temperatura de incubacion de lisozima, uso de RNAsa y
concentracion de NaCl _

Con las cepas obtenidas se inicid el trabajo experimental empleando la técnica referida
por Silhavy et al (1984) para la extraccion de DNAY. Con estd técnica se realizaron

posteriormente las maodificaciones para utilizarla en el presente trabajo:
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Se homogenizo la muestra contenida en el tubo de rosca donde se cultivo la bacteria. Se
tomaron 10 ml del cultivo en un tubo Falcon y se centrifugé 12 minutos a 3,500 rpm. Se decantd
el sobrenadante y a la pastilla se le agregé 1 mi de solucién de lisis; primerc se resuspendid la
muestra en un tubo Eppendorff dejando incubar la mezcia a temperatura ambiente por 1 hora.
Posteriormente se le adiciond lisozima a la concentracién final de 1.5 mg/ml , incubandose 1
hora a temperatura ambiente. El tubo se calentd a ebullicién en bafio Maria por un minuto. Se le
adiciond RNAsa a una concentracién final de 15ug/mly se incubd 1 hora a 37°C. A continuacién
se agregd cloruro de sodio a una concentracion final de 1M, se mezclé vigorosamente y se
centrifugdé 10 minutos a 13,600 rpm. Al sobrenadante se le adicionaron 2 volimenes de etanol
absoluto frio, siguiendo una congelacién de 1 hora a -20°C. Pasado este tiempo se centrifugd
10 min a 14 000 rpm a 4 °C (centrifuga: marca Eppendorf, modelo 5417C). La pastilla de DNA
se lavé con etanol al 70%, para su posterior secado. Se suspendid y diluyé el DNA con agua
bidestilada. La presencia e integridad del DNA se evalué por medio de electroforesis en un gel
de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio [0.5ug/ml] sobre un transiluminador de luz

ultravioleta.

3.3 Seleccion de los iniciadores para PCR miuiltiple

En el presente estudio para la identificacion de Escherichia coli O157:H7 se utilizaron 4
pares de iniciadores, para Saimonella dos pares de iniciadores y un par de iniciadores para
identificar a la secuencia control positivo, los cuales se describen en la Tabla 4:

Todos los iniciadores empleados fueron adquiridos de la empresa BQ The providers S.
A. de C. V., ala cual se hacia llegar-la secuencia por escrito.

Tabla 4. Iniciadores empleados para detectar Salmonella y E. coli O157:H7.

Tamafio del . . Secuencia del iniciador (iargo del iniciador en
Bacteria G‘?!‘e productc de Deglgngcmn nucleotidos) (lars
amplificado PCR (pb). del iniciador

E. colj sit—=1 ' 348 SLT-P 5 - CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG - 3 :

Q157 H7 SLT-N 5' - CACCAGACAATGTAACCGCTG -3

E. coli sitll 584 PST-P |5 -ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG -3 “s
Q157:H7 PST-N 5 - GCGTCATCGTATACACAGGAGC - &

E coli uidA 959 ulD-P 5 - GCGAAAACTGTGGAATTGGG -3'°

O157:H7 ' UID-N 5' - TGATGCTCCATAACTTCCTG -3 °

E. coli sacA 533 EAE-P 5 — CCATAATCATITTATTTAGAGGGA -3 ¥ N
0157:H7 EAE-N | 5-GAGAAATAAATTATATTAATAGATCGGA-3'
Saimonella | SecUeNcia 199 SR-P 5 — GATCATCCATTCGGCATTAAACA -3 7 N
repetida SR-N 5 — TTCTCAGCGACGGAAGGGTAAATC — 3’
Samonelia | invA o84 INVA1 5. GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCA/a\;:i'- 5
. : INVA2 5' - TCATCGCACCGTCAAAGGAACC - 3" *°
Plasmido 100 PBS 1 5 - GTACCGGGCCCCCCCTCGAG - 3'°

23



Bluscript | | | PBS2 [5-ACCGCGGTGGCGGCCGCTCT-3'°

Se realizaron ensayos con DNA de un plasmido y de un bacteriéfago, para integrar uno
de elios a las reacciones de PCR, esto con el fin de complementar la reaccién ya que sirvié
como control positivo de la misma y como control negativo del DNA que se experimenta. Se
utilizé el plasmido Bluscript (pBS) y el bacteri6fago M13 a diferentes concentraciones para

encontrar el mas adecuado asi como la concentracién 6ptima del mismo.
El Bluescript Il KS+/- es un plasmido de 2961 pares de bases derivado del pUC19. La
designacion KS indica que la poliunidn esta orientada hacia el facZ, la transcripcién procede del

K pn | al Sac HI. Banco genético® # X52327 (KS+), X52329 (KS-) &,

El genoma del bacteriéfago M13 es una simple tira circular de DNA de 6407 nucleétidos
de largo numerados de 3’ —>» 5' &,

|niciadores gue se emplearon

En el momento de la recepcion de los iniciadores, cada uno de ellos era acompafnado
con la hoja descriptiva de las caracteristicas correspondientes, que entre otros datos contenia la
cantidad total del iniciador en nanomoles; con este dato se procedia a realizar la suspension de
los iniciadores con ambrtiguador (.Tris-HCI pH 8 1M) a una concentracion final de 200 uM
(solucién stock) con cada uno de los iniciadores por separado. También se preparé una
solucién de trabajo a una concentracién final de 10 uM, para cada uno de los pares de
iniciadores.

Para realizar una reaccién muitiple fue necesaria la mezcla de todos los iniciadores a

una concentracion final de 10 pM.

3.4 Acondicionamiento de PCR miltiple en tiempo, temperatura, nimero de ciclos y
concentracion de magnesio
Las concentraciones finales para la realizacion de una reaccion de PCR se encuentran

en la Tabla 5
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Tabla b

Concentracion del  pl necesarios para  Concentracidn

Reactivo . " . c
reactivo 1 reaccidn final en |la reaccion
Agua bidestilada 9.75
Nucledtidos (dNTPs) 2mM (10X) 2 0.2 mM
Iniciador . 10 uM (cada 1) 2 1 uM
Albdmina Sérica Bovina (BSA) 3 mg/ml 1 0.15 mg/m!
Triton 2% 1 0.1%
Amortiguador D (amortiguador C)*  2mM (1.5mM) Mg™ 2 0.2 (0.15) mM
Enzima Taq polimerasa 5 U/l 0.25 0.0625 U/l
DNA 2
} Total 20 pl

* El amortiguador D (6 amortiguador C) contiene ademas del Mg™: 10 mM Tris-HC! pH 8.4, 50
mM KCI, 10 pg/ml gelatina

Las condiciones de amplificacién fueron en un inicio las referidas por Cebula et a/
(1995), Meng ef al (1997), Gooding, ef al/ (1999} y Rahn, ef al (1992), para las secuencias
elegidas, para cada unc de los dos microorganismos y el DNA del plasmido y bacteriéfago, las

cuales se muestran en la Tabla 6 y posteriormente se adecuaron para asi realizar multiplex con

ellas #2323 5 continuacién se muestran los tiempos, temperaturas y nimero de ciclos.
Tabla 6
Diferentes condiciones de amplificacién para las diferentes regiones genéticas bacterianas
. . #de N . ; Hibridacién &
Bacteria Autor Gen ciclos Desnaturalizacion | Alineacién elongacién
s
Escherichia Cebula et al o : a : o ;
coli O157:H7 | (1995) s_ftli 35 94°C, 1.5 min 64°C, 1.5 min | 72°C, 1.5 min
LidA
Escherichia Meng et al - o ; a : o ;
coll O157:H7 | (1997) eaeh 30 94°C, 1 .mln 62.5°C, 1.6 min| 72°C, 1 min
Salmoneila Gooding, et | Secuencia 35 94°C, 30 seg 48°C, 30seg | 72°C, 30 seg
al {1989) repetida ' ' '
Salmonella 2%2’;')9“ L 40 94°C, 1min | 53°C,2min | 74°C,3min

3.5 Prueba de especificidad de los iniciadores contra otros géneros bacterianos
Como controles positivos se utilizaron cepas de referencia que se citan a continuacion:
> Salmonella: S. typhi JIM1301, S. typhimurium F1, S. typhimurium F2, S. typhimurium
' ATCC, S. gallinarum FVB323 y S. enteritidis F4. |

TESIS CON 25
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> Escherichia coli O157:H7. 91984, 93206, 83211,

La prueba de especificidad para fa reaccion de PCR muitiple se realizé mediante [a
utilizacion de DNA de otros géneros bacterianos relacionados con los estudiados: Shigelfa
sonnef , Proteus sp, Klebsiella sp, Escherichia coli. 55784, 66295, 88/66, 88265, E2348/69 y
JPN10.

3.6 Determinacion de sensibilidad de !a técnica de PCR multiple con DNA puro

Para la determinacion de la sensibilidad de la técnica de PCR se utilizaron cultivos puros
de Escherichia coli O157:H7 y Salmonella. Se realizd cuantificacion del DNA y diluciones
décuples y dobles hasta obtener 0.468 fentogramos (fg) de DNA/ul que equivalen a 0.312
unidades formadoras de colonia (UFC), tomando en cuenta que una bacteria contiene
aproximadamente 3 x 10° kd de DNA". '

3.7 Determinacion del inéculo de Salmonella sp a utilizar para contaminacion de la carne.

Se realizd el crecimiento de Salmonella y establecer la poblacion en unidades
formadoras de colonias (UFC), asi como su tiempo de duplicacién (2In/pu), para estimar el
numero de bacterias con las que se inoculd la carne y el nimerc de bacterias que se esperd
recuperar pasado el tiempo de incubacion scobre la carne de res.

En un matraz Erlenmeyer con 50 ml de caldo LB estéril, se depositdé una colonia
bacteriana de Salmonelfa, incubandose 24 horas a 37°C en una incubadora de agitacion con
temperatura controlada (New Bronswick Scientific Co, Inc.) a 150rpm, para obtener el indcuio.
Posteriormente en otro matraz con 250 ml de caldo Luria se inocularon 25 ml de la suspensidn
bacteriana del crecimiento anterior y desde este momento se tomé a cada hora la densidad
optica en un espectrofotémetro {(Spectronic 20 de Bausch and Lomb) con una longitud de onda
de 580, con un total de 6 mediciones y al mismo tiempo se hizo plagueo com 100 ul para

determinar el niimero de células viables.

3.8 Determinacion del indculo de E. coli 0157:H7 a utilizar para contaminacion de la
carne.

Al igual que en caso anterior, con E. coli 0157:H7, también se realizé el crecimiento con
el fin de establecer las unidades formadoras de colonias (UFC) y su tiempo de duplicacién
(2In/p), para estimar el nimero de bacterias con las que se inoculd la carne y el nimero de

bacterias que se espero recuperar pasado el tiempo de incubacion sobre |a carne de res.
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En un matraz Erlenmeyer con 50 ml de caldo Luria estéril, se depositd una colonia
bacteriana, colocandose en una incubadora de agitacidén y temperatura controlada marca New
Bronswick Scientific Co, Inc., por 24 horas a 37°C con 150rpm, para obtener el inéculo. En otro
matraz con 250 ml de caldo LB se inocularon 25 mi de la suspensién bacteriana del crecimiento
anterior, desde este momento se tomod cada hora |a densidad optica en un espectrofotometro
Spectronic 20 de Bausch and Lomb, con una longitud de onda de 590 y un total de 6

mediciones. Al mismo tiempo se hizo plagueo para determinar el nimero de células viables.

3.9 Determinacion de la eficiencia de la técnica de PCR con alimentos
Se contaminaron 3 grupos de trozos de carne de res de aproximadamente 100 g cada
uno, con diferentes diluciones, de las bacterias del estudio. En la Tabla 7 se presenta la

contaminacion de la carne de res.

Tabla 7
Contaminacién de carne de res
Bacteria B - Dilucién de la suspension bacteriana
Escherichia coli O157:H7 107 107 10°
Salmonella 107 10° 10"

Mezcla de E. coli O157:H7 y Salmonella 107 10° 10°

Ademas se tuvieron dos grupes control: uno con carne lavada y otro con carne sin lavar.

Todas las carnes fueron- lavadas con solucion salina fisioldgica (SSF) estéril
(exceptuando el control de la carne sin lavar) previa a la contaminacion por inéculo. Se
colocaron las carnes en charolas de poliuretano para ser manipuladas con seguridad (las
charolas también recibieron lavado con SSF estéril).

Una vez lavadas se procedid a inocular la carne con un mililitro de la respectiva
suspensién, se mantuvieron 1 hora a temperatura ambiente, destapadas y sin ningin otro
tratamiento.

Para determinar el namero de bacterias inoculadas se plaquearon 100 pul de las
respectivas dilucicnes en agar LB como control.

Pasado el tiempo de incubacion a cada una de las carnes contaminadas se les coloco
una plantilla ¢ molde a escala para que la toma de muestra se acercara lo mas posible a la
toma de las muestras en el rastro. Una vez colocado el molde, se recuperé6 la muestra aplicada

frotando con un hisopo estéril en cada una de las carnes para la toma de la muestra. Con este
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hisopo se sembré por estria en agar LB y enseguida se coloco en un tubo con tapa de rosca

conteniendo caldo (LB) para posteriormente realizar la téchica de PCR con esta muestra.

Estas muestras se dejaron incubando 24 horas a 37°C para que las bacterias dafiadas
se recuperaran, aumentando la probabilidad de encontrar bacterias vivas y disminuir lo mas
posible los elementos constitutivos de la carne que se encontraran presentes en el momento de
realizar PCR.

3.10 Muestreo de las canales

Se muestrearon 120 canales en el pecho con un hisopo estéril, 60 de un rastro municipal
y 60 de un rastro Tipo Inspeccion Federal. El nimero de muestras se determiné de acuerdo con
los criterios microbiologicos para carne cruda, establecidos por el ICMSF (International
Commission on Microbiological Specifications for Foods) #. Para este muestreo se manejd un
programa de dos clases donde solo existe el aceptable y el no aceptable; se puntualiza que de
estas muestras el 98% de ellas deberan estar exentas de fas bacterias patdégenas y solo el 2%
de ellas podran contenerlas para que el lote pueda ser aceptado. l.as categorias que se ajustan
de acuerdo al ICMSF con respecto a las bacterias utilizadas en el presente estudio son las
correspondientes a donde puede aumentar su peligrosidad en condiciones normales, en las que

se supone sera manipulado y consumido el alimento tras el muestreo.

El rastro municipal donde se obtuvieron las muestras fue el de Tlalnep.antla y la planta
TIF fue la nimero 45 "Empacadora de Carnes Unidad Ganadera de Aguascalientes, S. A. de C.
V. (Empacadora UGASA)" ubicada en Aguascalientes, Aguascalientes. La eleccién de las
canales para la toma de muestra fue al azar.

Se elaboraron 120 moldes de carton forrados de papel aluminio, los cuales fueron
envueltos de manera individual para su posterior esterilizacién; cada uno de los moldes se

utilizo para cada una de las tomas de la muestra.

3.10.1 Localizacion de las superficies de muestreo de las canales

La toma de muestra de las canales se realizé después del sacrificio y faenado. Para
localizar el pecho se realizd lo siguiente: Una vez localizado el codo, se trazdé una linea
imaginaria hacia el dorso de la linea media del codo, representando esto el punto de inicio, Un
molde de 300 cm® se coloct en esta 4rea para cada toma de muestra como se indica mas

adelante.
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3.10.2 Toma de las muestras microbiolégicas de las superficies de canal con hisopos

La toma de la muestra se realizé frotando el hisopoc estéril en la superficie que
comprendia el molde, una vez realizado lo anterior el hisopo se coloco en tubos de polipropilenc
estériles con solucion salina fisioldgica estéril, los cuales se transportaron en una hielera con
refrigerantes, disminuyendo la temperatura de transporte del rastro al laboratoric para su
posterior procesamiento. En el tubo se verifico la inexistencia de fuga del contenido, ademas de
identificar adecuadamente cada una de las muestras. Esta técnica empleada para toma de
muestra es la sugerida por Bhaduri y Cottrell (1998). Con esta muestra se procedid a la

realizacion de la técnica de PCR y los métodos de prueba microbiologicos oficiales.

3.11 Métodos microbioldgicos convencionales oficiales
3.11.1 Aislamiento e identificacion de Salmonella spp

La metodologia empleada es la que refiere la NOM - 114 - SSA1 — 1894, método para la
determinacion de Sa/monelia en alimentos **, todas las etapas se utilizaron para la identificacién
de Salmonelfa en las muestras obtenidas.

Dentro de la sistematica analitica para el aislamiento e identificacién de bacterias del género
Salmonella, se utilizan habitualmente, varias etapas:
3 Preenriquecimiento en medio liquido no selectivo.
Es el paso donde la muestra se enriquecid en un medio no selectivo permitiendo
restaurar las células de Salmonella dafiadas a una condicion fisioldgica estable.
3 Enriquecimiento en medio liguido selectivo.
Empleado con el proposito de incrementar las poblaciones de Salmoneffa e inhibir otros
organismos presentes en la muestra.
g Aislamiento diferencial sobre medios sélidos selectivos.
En este paso se utilizaron medios selectivos que restringen el crecimiento de otros
géneros diferentes a Salmonella y permitié el reconocimiento visual de colonias sdspechosas.
g Confirmacién bioquimica de las colonias sospechosas.
Con lo cual se permitidé la identificacion genérica de los cultivos de Salmonelfa y la
eliminacion de cultivos sospechosos falsos.
g Confirmacién sero!c'ngica de ias colonias sospechosas.

Permitid la identificacién especifica de un cultivo.
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Diagrama de fiujo para el aislamiento e identificacién de Salmonelia * de acuerdo a la Ia
NOM-114-5SA1-1994, método para la determinacion de Salmonelia en alimentos.

Obtencién de la muestra

|

Medio de preenriquecimineto con agua de peptona tamponada
incubada de 35 a 37°C por 18 a 24 horas.

Caldo tetrationato (20 ml) Caldo selenite (20 mi.)

Se coloca 1 ml. del Se coloca 1 ml. del
caldo de preenriguecimiento caldo de preenriguecimiento

Incubar ambos medios de 18 a 24 horas a 37°C

y Medio de Hektoen
Medio de suifito bismuto
Medio de xilosa-lisina-desoxicolato (XLD)
Medio de Hektoen
Medic de sulfito bismuto
Medio de xilosa-lisina-desoxicolato (XLD)

Incubar las placas 24 h a 35°C.

Colonias negras

l

Tubo de agar TSI (iriple azUcar hierro)
Tubo de agar LIA (lisina hierro)
"~ Incubar por 24 ha 35°C

l

Confirmacion serolégica de Salmonella por aglutinacién.
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3.11.2 Aislamiento e identificacién de Escherichia coli O157:H7

Estd es la metodologia oficial en Estados Unidos de Ameérica, publicada en el manual de
la Organizacién Americana de Analisis Quimicos (AOAC, del ingles)"".

Se aplicé un procedimiento de enriquecimiento y aislamienfo utilizando el medio de
Telurito-Cefixima-Sorbitel MacConkey (Agar TCSMAC) introducido recientemente para detectar
Escherichia coli O157:H7 en alimentos. Tanto el medio de enriquecimiento como el medio
selectivo contenian antibioticos, los cuales impidieron en forma efectiva el desarrollo de la fiora
asociada. No obstante la mayoria de las E. cofi son fermentadoras de sorbitol, cerca del 6% de
los aislamientos no fermentan este carbohidrato. Estas cepas atipicas pueden encontrarse en
los alimentos y seran idénticas a las colonias de O157:H7 aisladas en agar TCSMAC. El uso del
4-metil-umbeliferil-p-D-glucurénico (MUG) en el andlisis debe diferenciar las colonias atipicas de

E. coli de las cepas O157:H7.

ez Enriquecimiento en medio EEB.

El caide de enriguecimiento para Escherichia cofi enterohemorragica (EEB) tiene la
misma formula del caldo soya tripticasa pero modificado, al cual se le adiciond antibidticos
esterilizados (cefixima [0.05 mg/[], cefsoludin [10.0 mg/l]., vancomicina [8.0 mg/l] y novobiocina
[0.02 mg/l]) por filtracion. Se pesaron 25 g de muestra, agregando 225 ml de caldo de
enriquecimiento EEB, homogeneizando e incubando a 37°C con agitacion durante 6 horas. No

se debe eliminar este medio, se mantiene 18 horas mas.

8 Aislamiento diferencial sobre medios sélidos.
Se tomd 0.1 ml del cultivo anterior e inoculd por extension a placas de agar TCSMAC y
se sembré una asada a una segunda placa con agar TCSMAC, incubando las placas a 37°C

durante 18 — 24 horas.

Morfologia colonial. Las colonias fermentadoras de sorbitol aparecen de color rosa a
rojo; las colonias tipicas de E. cofi O157:H7 son incoloras con centro grisaceo de 1 — 2 mm de

diametro, no hay fluorescencia con la luz ultravioleta.

Se seleccionaran varias colonias tipicas y sembrandolas en tubos de agar inclinado de
soya tripticasa extracto de levadura, se incubaron a 37°C 18 — 24 horas. Si las placas no
presentaban colonias tipicas, se repite el sembrado en TCSMAC vy la incubacion de las mismas

de aquellas de |la etapa de crecimiento de 24 horas del caldo de enriquecimiento.
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w3 Confirmacion bioguimica de las colonias sospechosas.

Se realiza prueba tamiz del crecimiento en agar soya tripticasa extracto de levadura
humedeciendo un papel filtro que tendria reactivo de kovac (prueba de indol). Las colonias de
E. coli enterohemorragica son indol (+).

Si la prueba de indol era positiva se agiutinaba con antisueros O157:H7. Asi mismo
realiza prueba de APl 6 VITEK para confirmar el aislamiento de £. cofi. Si la prueba de indol
llega a ser negativa, no se determinara toxicidad.

o Confirmacion toxicidad de las colonias sospechosas.
Al llegar a este punto se determinara la presencia de las toxinas similares a la Shiga
(SLT I y I) en la bacteria, pudiendo utilizar diferentes sistemas como cultivos de células Hel.a 6

Vero ¢ la técnica de PCR,
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Diagrama de flujo para el aislamiento e identificacion de Escherichia coli O157:H7, esta
metodologia es la oficial en Estados Unidos de America publicada en el manual AOAC ",

Pesar 25 g. + 225 ml de EEB
Homogeneizar
ENRIQUECIMIENTO

’

Incubacidn con agitacion a 37°C

'

6 horas 24 horas
Inocular

PN

0.1 ml. asada

AISLAMIENTO
TCSMAC TCSMAC

Incubar 18 - 24 horas a 37°C

v \

Seleccionar colonias tipicas de No tipicas —
Escherichia coli 0187:H7

'

Agar ASTEL
Incubar 18 - 24 horas a 37°C

l

Indol, serologia y API 20E
CONFIRMACION

!

Toxinas SLT
(Células HELA o VERO, PCR)
TOXICIDAD

EEB: Caldo de Enriguecimiento para Escherichia coli Enterohemorragica.
TGSMAC: Agar MacConkey Sorbitol.
ASTEL: Agar Soya Tripticasa Extracto de Levadura.
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3.12 Realizacion de PCR miultiple con las muestras obtenidas de los diferentes rastros.
Una vez obtenidas las muestras se realizaron extracciones de DNA y después se
realizaron PCR muiltiple.

3.13 Determinacion del tiempo maximo de identificacién bacteriana entre la técnica de
PCR y las técnicas microbiologicas convencionales

Se determiné el tiempo para la realizacién de la técnica de PCR multiple y los métodos
oficiales microbiolégicos convencionales considerando en cada uno de los tiempos y fases
involucrados.

3.14 Comparacién de los niveles de sensibilidad de la técnica de PCR y fas técnicas
microbioldgicas oficiales '

Por comparaciéon se evaluaron los niveles de “sensibilidad” entre ambos procedimientos
de deteccién bacteriana.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Obtencion y acondicionamiento de las cepas bacterianas

Se obtuvieron y acondicionaron 18 cepas de acuerdo con los requerimientos de cada
una de ellas, durante todo el curso de la investigacion, mediante lo estipulado por las Normas
Oficiales Mexicanas correspondientes.

4.2 Estandarizacion de la minipreparacion de DNA con modificaciéon de tiempo de lisis
celular, tiempo y temperatura de incubacion de lisozima, uso de RNAsa y concentracion
de NaC! |

Se hicieron las modificaciones para la realizacion de la minipreparacion de DNA segun la
técnica de Silhavy et af (1984), como a continuacion se describe; tiempo de lisis: 1 hora; tiempo
y temperatura de incubacion de la lisozima: 1 hora a temperatura ambiente; uso de RNAsa: a
una concentracién final de 15ug/ml, incubando 1 hora a 37°C y concentracion final de NaCl: 1M.
La muestra se ilustra en la Figura 1, donde se observa en el carril # 1 y 15 los marcadores de
tamario de los fragmentos y en los carriles 2 al 14 y del 16 al 29 se encuentran las muestras
bacterianas que se sometieron a la extraccion de DNA. La molécula de DNA se localiza por
arriba de 8454 pares de bases (pb) que es la mas grande de las bandas del marcador de
tamario del DNA del bacteriofago (Lamda/BstEll). Es indispensable verificar la obtencion de
DNA ya que es la materia prima para poder realizar PCR.

Tamafio del ) Figura 1
fragmento
Egi:;;g;‘gﬁ” 1.23456¢6 7 8 910 111213 14
ey om o At e e g et e S
P R sktas e Yo e e
B454pb —= e it ' .
15 16 17 18 19 20 2122 23 24 26 26 27 28 29
g4s4pb _I™

Figura 1. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio 0.5ug/ml. En el carril 1y 15 se
ancuentra el marcador de tamario del DNA del bacteriéfago lamda/BstEll, De los carriles 2 al 14’y 16 al 29 alicuotas de las muestras
scmetidas a extraccidén de DNA de Escherichia coll y Salmonella observandose una banda de alto peso molecular, nitida, unica.
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4.3 Prueba de los iniciadores para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) maltiple

Prueba de iniciadores adquiridos para realizar |a_técnica de PCR con DNA de Escherichia coli
0157:H7
Las bandas que resultaron de la utilizacion de los 4 pares de iniciadores, para la

identificacion de E. cofi O157:H7, se muestran en la Figura 2. Se observan las bandas
amplificadas en pares, que corresponden a los genes: st/ i, sit Il, eaeA y uidA respectivamente.
Se amplifico satisfactoriamente con los iniciadores adguiridos.

6 7

_ _ eaeA (833pb)
J—— e gt WIS "_‘-—sﬁ Il {(584ph)
622pb ’ R st f (348pb)
333;;3 J_|~ . — uidA (252pb)
307pb [ e
242ph —rr
217pb
Tamafio del
fragmento

Figura 2. Corrimiento electrofarético de productos amplificados por PCR con cultivo puro Escherichia coli Q1567:H7 en gel
de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio 0.5ug/ml. PCR con 1,56 mM de Mg"*. En el carril 1 y 10 se encuentra el marcador
de tamario de fragmento correspondiente a pBR322Msp1. En los carriles 2 y 3 se observa |a banda correspondiente al gen sit |,
carriles 4 y 5 se observa la banda correspondiente al gen sit I, carriles 6 y 7 se observa la banda correspondiente al gen eagA,
carriles 8 y 9 se observa la banda correspondiente al gen uidA.

Prueba de iniciadores adquiridos para realizar la técnica de PCR con DNA de Salmonefia
Para la deteccién de Salmonelia, en un inicio se utilizaron 2 pares de iniciadores

(secuencia repetida y gen invA). La imagen electroforética del corrimiento de los productos de
PCR con estos dos iniciadores se muestra en ia Figura 3. Se obtuvieron resultados

satisfactorios con la secuencia repetida y con el gen invA.
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404pb
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Figura 3. Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR con cultivo puro Salntonella en gel de agarosa al
3% tefiido con bromuro de etidio 0.5pg/mi, PCR con 1.5 mM de Mg™. Carril 7 tamafio de fragmento de pBR322/MSp1, carriles 1
y 2 se observa una banda de 199 pb correspondiente a !a secuencia repetida, carriles 3 y 4 banda correspondiente al gen de
invasién y cartiles 5 y 6 se percibe la amplificacion matiple en Salmoneila.

En la Figura 3 se puede observar que cuando se amplificd Salmonella con los diferentes
pares de iniciadores con 1.5 mM de Magnesio, las bandas son casi imperceptibles debido a la

concentracion de magnesio que se utilizd.

Estandarizacion de |a técnica de PCR para la deteccion de las diferentes bacterias del estudio
En esta etapa se realizé |la ‘estandarizacion de la técnica de PCR con DNA purificado

para detectar simultaneamente varias bacterias. Al respecto, la Figura 4 muestra los resultados
obtenidos; en los primeros carriles se amplificé a cada par de iniciadores por separado, para
que al final se observaran 6 bandas que son las que se esperaban obtener en la reaccién
multiple. En la parte superior (de izquierda a derecha) se observan las bandas correspondientes
a: sit |, sif I, uidA, eaeA y la amplificacion multiple unicamente para Escherichia coli O157:H7;
en la parte inferior (también de izquierda a derecha) se demuestra la aparicion de la banda
correspondiente a la secuencia repetida, después la amplificacion del gen invA, la amplificacion
de ambos iniciadores para Salmonella para finalizar con la amplificacién simuitanea de ambas

H

bacterias.
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Figura 4

Tamafio del
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de bases
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Figura 4 Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR con cultivos puros Escherichia coli y Salmonella
en gel de agarosa al 3% teflido con bromure de etidio 0.5ug/ml. PCR con 2 mM de Mg™. En los carriles 1, 12, 13 y 22 se
encuentra el marcador de tamafio de fragmento correspondiente a pBR322/Msp1. En los carriles 2 y 3 se observa la banda
correspondiente al gen sit |, cariles 4 y 5 se observa la banda comespondiente al gen sit Il, carriles 6 y 7 se observa la banda
correspondiente gen eaeA, carriles 8 y 9 se observa 1a banda correspondiente gen widA, carriles 10 y 11 amplificacién mditiple de
Escherichia coll O157:H7; 14 y 15 banda correspondiente al gen de la secuencia repetida; 16 y 17 banda correspondiente al gen de
invasion; 18 y 19amplificacién multiple en Saimonella y carriles 20 y 21 amplificacién muiltiple de las dos bacterias.

Estandarizacién de control positivo para la técnica de PCR multiple
Al utilizar el DNA del bacteriéfago M13 se amplificaron dos bandas, la banda de mayor

peso (la de arriba) interfiere con las bandas del PCR multiple, por lo cual se procedié a hacer
diluciones de los iniciadores para experimentar si era posible eliminarla. Se observan en la

Figura 5 las dos bandas amplificadas del bacteriéfago M13.

Tamafio del
fragmento

e22pk
5270k
404pb
307k
242pb
217pb
201pb
190pk
160pb
123pk
110pb:

Figura & Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR del bacteriéfago M13 en gel de agarosa al 3%
tefiido con bromuro de etidio 0.5ug/ml. PCR con 2 mM de Mg™. Carriles 1 y 10, marcador de tamafio de fragmento de
pBR322/MSp1, carril 2, 0.2 ng de DNA,; carril 3, 0.1 ng de DNA,; carril 4, 0.05 ng de DNA; carril 5, 25 pg de DNA,; carril 6, 12.5 pg de
DNA; carril 7, 6.25 pg de DNA; carril 8, 3.12 pg de DNA, carril 9, 1.5625 pg de DNA.
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Se realizaron diluciones seriales para tratar de eliminar la banda superior que se
amplifico con el bacteriéfago M13, pero como se observa, aun aparecen dos bandas. Para tratar
de resolver el doble bandeo, se realizaron diluciones seriales de plasmido. La Figura 6 muestra
las diluciones de los iniciadores universales realizadas para estos plasmidos, pero aun se
observaron dos bandas. |

g2 ——

527pb

404pb —-—~L_L"

307pb

242pb | !

2700 ] )

201p0 AE== .

180 }— Bacteridfago M13
o

180ph _—J|:

123ph .

Topp

Figura 8. Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR del bacteriéfago M13 en gel de agarosa al 3%
tefido con bromuro de etidio 0.5ug/mi, PCR con 2 mM de Mg™. Carriles 1 y 10, marcador de tamafio de bandas del
PBR322/MSp1, carril 2, 6.25 pg de DNA,; carril 3, 3.125 pg de DNA, carril 4, 1.5625 pg de DNA, carrii 5, 0.7812 pg de DNA; carril 6,
0.3906 pg de DNA, carril 7, 0.1953 pg de DNA,; carril 8, 0.0976 pg de DNA; carril 9, 0.0488 pg de DNA.

Al no poder eliminar la banda de mayor peso molecular se procedid a disefiar iniciadores
que amplificaran una region de 100 pb del bacteriofage M13 para que la banda no interfiriera
con el PCR multiple cuando se integrara con la reaccidn; esta imagen se ilustra en la Figura 7,

{a cual se muestra a continuacién.

Tamafic del
fragmento

§22pb
527pb
40dpb
207pb
242pb
217pb

Bacteriéfago M13

gty

Figura 7. Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR del bacteriéfago M13 en gel de agarosa al 3%
tefido con bromuro de etidio 0.5ug/ml. PCR con 2 mM de Mg™. Carriles 1 y 10, marcador de tamafo de banda de
pBR322/MSp1, carril 2, 3.125 pg de DNA; carril 3, 1.5625 pg de DNA; carril 4, 0.7812 pg de DNA,; carril 5, 0.3906 pg de DNA, carrif
B, 0.1953 pg de DNA, cairil 7, 0.0976 pg de DNA; carril 8, 0.04882 pg de DNA; 0.0244 pg de DNA en el carril 8.

También se utilizé plasmido Bluscript (pBS) con los iniciadores que amplifican los 100
pb, obteniendo un resultado éptimo, el cual se observa en la Figura 8.
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Figura 8. Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR del plasmido Bluscript en gel de agarosa al 3%
tefido con bromuro de etidio 0.5pg/ml. PCR con 2 mM de Mg™*. Carriles 1 y 10, marcador de tamaiio de banda pBR322/MSp1,
carril 2, 3.125 pg de DNA,; carril 3, 1.5625 pg de DNA,; camil 4, 0.7812 pg de DNA,; carril 5, 0.3906 pg de DNA,; carril 6, 0.1953 pg de
DNA; carril 7, 0.0976 pg de DNA, carril 8, 0.04882 pg de DNA, carril 9, 0.0244 pg de DNA,

Realizacion de la técnica de PCR mulltiple incluyendo el plasmido probado

Figura 9
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Figura 9. Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR miltiple de Escherichia coli O187:H7, Salmonelfa
y plasmido Bluscript en gel de agarosa al 3% tefido con bromuro de etidio 0.5pg/ml. PCR con 2 mM de Mg™. Eneicarril 1y 8
se encuentra el marcador de tamafio de fragmento carrespondiente a pBR322Msp1. En los carriles 2 y 3 se observan las bandas
amplificadas de £. cofi y pBS, cartiles 4 y 5 se observa las bandas correspondiente a Salmonelfa y pBS, carriles 6 y 7 se observa el
PCR miltiple.

Cuando se incluyd ia secuencia para polimerizar al plasmido junto con los iniciadores y
amplificar a £. cofi O157:H7 y Salmonelila, se comprobd que no existia interferencia entre los
iniciadores, ni entre cada uno de los DNA purificados. Este resultado se puede visualizar en la
Figura 9.

La concentracion final de todos-los DNA utilizados para la reaccion multiple fue
de 25 ng/pl.
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4.4 Acondicionamiento de PCR multiple en cuanto a tiempo, temperatura, numero de

ciclos y concentracion de magnesio

Establecimiento de tiempo, temperatura v niimero de ciclos para la técnica de PCR mUltiple

En un principio se experimentd con los diferentes tiempos y temperaturas de
amplificacion que los autores ‘mencionaban en sus publicaciones, después de realizaron
combinaciones hasta llegar a un tiempo, temperatura y nimero de ciclos éptimos con todos |os
iniciadores para la identificacion de Escherichia coli O157:H7, Salmonella y pBS esta
estandarizacién de la reaccion de PCR se muestra en |a Tabla 8.

Tabla 8

Estandarizacion de condiciones de reaccién de PCR
Bacteria Gen :fc?:s Desnaturalizacion Alineacidn Hé?gf;:é?gno

sit | .
Escherichia sitl
coli 0157 H7 idA

9acA 35 94°C. 30seg | 50°C, 30seg | 72°C, 30 seg

Secuencia ' ' '

Salmonelia repetida

invA

BS

Establecimiento de la concentracién de magnesio para la realizaciéon de la téchica de PCR

muitiple
Como se mostré en la Figura 2, las amplificaciones producidas mediante |la técnica de

PCR con una concentracion de Mg™ de 1.5 mM realizada con el DNA de Escherichia coli
Q157:H7, en ella se puede observar que las bandas no son muy claras e incluso casi no se
observaron las bandas cuando se realizé el PCR multiple. También se probé con 2.0mM de
Mg™.

Se observo en el corrimiento electroforético la concentracién 6ptima del magnesio para

Escherichia coli 0157:H7 que resulto ser de 2.0 mM de Mg®*. Las bandas obtenidas son mas
nitidas en el gel. Estas amplificaciones se observan en la Figura 10.
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Figura 10
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Figura 10. Corrimiento electroforético de productos amplificados por la técnica de PCR con cultive puro Escherichia coli
0157:H7 en gel de agarosa al 2% teftido con bromuro de etidio 0.5ug/ml. PCR con 2 mM de Mg™. En el carril 1 se encuentra el
marcador de tamaiio de fragmento correspondiente a pBR322Msp1. En los carriles 2 y 3 se observa fa banda correspondiente al
gen sit |, carriles 4 y 5 se observa la banda correspondiente al gen sit |l, carriles 8 y 7 se observa la banda correspondiente gen
paeA, carriles 8 y 9 se observa la banda correspondiente gen uidA, carrites 10 v 11 se observa las 4 bandas de'la amplificacién
muitiple.

También para Salmonella se probaron las 2 diferentes concentraciones de magnesio
(1.5mM y 2.0mM de Mg™) en el PCR; como también se observé en la Figura 3, las
amplificaciones producidas mediante la técnica de PCR con la concentracion de Mg™ de 1.5

mM. Las bandas no son muy claras e incluso no se observan las bandas cuando se realizd el
PCR multiple.

Cuando se realizd la técnica de PCR con 2mM de Mg** se observé que para Salmonella,
fue también esta la concentracion optima. Las bandas obtenidas con esta concentracion de
Mg™ son también mds nitidas y mejor visualizadas. Los productos amplificados se observan en
la Figura 11.

Figuratl
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Figura 11, Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR con cultivo puro de Sa/monella en gel de agarosa
al 3% tefiido con bromuro de etidio 0.5ug/ml. PCR con 2 mM de Mg™, Carriles 1 y 10 tamafio de fragmente pBR322/MSp1,
carriles 2 y 3 control negativo, carriles 4 y 5 se observa una banda de 199 pb correspondiente a la secuencla repetida, carriles 6 y 7
banda correspondiente al gen de invasién y carriles 8 y 9 amplificacidn multiple en Saimonella.
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Para ambas bacterias se establecid la concentracion éptima del Mg™ que fue de 2.0
mM.

4.5 Prueba de especificidad de los iniciadores contra otras especies bacterianas

Con los cuatro pares de iniciadores utilizados para la identificacién de E. coli Q157:H7,
se trabajé con todas la cepas de E. coli que no pertenecian al serotipo O157:H7 que se tenian
para el estudio y no se obtuvo ninguna banda amplificada, esto guiere decir que no encontraron
secuencias con las cuales pudieran interaccionar y ser amplificadas. También se realizdé con
bacterias como Salmonella, Shigella, Klebsiela y Proteus obteniendo el mismo resultado,
tampoco se dic amplificacion de ninguna banda.

Con respecto a la especificidad de Sa/monelia, |os iniciadores se utilizaron con otras

bacterias como Proteus, Escherichia coli, 6 Klebsiella sin dar ninguna amplificacion.

Cuando se probaron los iniciadores de Salmonella con Shigella, se observd en los
carriles 2 y 3 de la Figura 12 una banda amplificada de mayor peso, siendo una amplificacién
inespecifica ya que no corresponde al peso esperado. Ademas con el par de iniciadores de la
secuencia repetida, se observo la aparicion de una banda de 199pb (que es igual a la
observada con Salmonella) en los carriles 4 y 5 de la Figura 12. Por esta razon se decidié no
utilizar mas los iniciadores de la secuencia repetida, evitando la amplificacion de Shigella e
interpretar el resultado como Salmonelia.

Esta banda de 199pb (secuencia repetida) también fue observada por Gooding et al.
(1999), quien se dio a la tarea de identificar el iniciador dptimo de un grupo de 5 de ellos
evaluandolos bajo las mismas condiciones reportadas, con Salmonelfa y con ofras cepas
bacterianas (no-Salmonelfa). Lo que encontré fue que el iniciador que amplifica la secuencia
repetida fue el Optimo para detectar Salmonefla por la técnica de PCR, pero este iniciador
también producia una reaccion cruzada con Shigella sonnei, con el mismo tamafo de banda
que la que se amplifica para Salmonella. Para su estudio, Jitrapakdee ef al. (1995) utilizaron
Shigelfa flexneri y reportan que con este género bacteriano y con los iniciadores que amplifican
la secuencia repetida, no encontraron afnplifica_cic’m alguna. Esto pone de manifiesto que es
indispensable la seleccion adecuada de cada uno de los iniciadores para cada uno de los

géneros bacterianos elegidos en los diferentes estudios. Al mismo tiempo es indispensable que
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se tenga extremo cuidado con la pureza de los materiales y reactivos empleados para llevar a
cabo la técnica de PCR.

Figura 12
"B B

Tarnaro del
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Figura 12, Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR con Shigefla en gel de agarosa al 3% tenido con
bromuro de etidio 0.5ug/ml. PCR con 2 mM dé Mg™. Carriles 1 y 10 pBR322/MSp1, carriles 2 y 3 gen de invasién, carriles 4 y 5
secuencia repetida, carriles 6 y 7 amplificacion multiple y carriles 8 y 9 control negativo.

Con DNA puro de Salmonella, utilizando solo el par de iniciadores para la amplificacion
del gen invA, con una concentracion final en la reaccion de 1 uM, la amplificacion que se
observo en el gel de agarosa al 3% es de 284pb y una banda de mayor tamafo que apenas
observable. Al reducir la concentracion de la sotﬁcién de trabajo del iniciador a 0.5 mM,
desaparecid la bada de mayor peso, la banda que corresponde a la amplificacion del gen invA
‘permanecio sin alteracion, incluso al reducir la concentracién de la solucién de trabajo del
iniciador a 0.25 mM aun es observable la banda del gen invA. Pero cuando se hace la mezcla
de iniciadores para la identificacién simultanea é multiple de Salmonella y Escherichia coli
0157:H7 es necesario que todos los iniciadores tengan una concentracion de 1 mM ya que si
hay alguno que tenga una concentraciébn menor, este tiene una menor probabilidad de
amplificar la region a la cual va dirigido. Se probd disminuir la concentracion del iniciador del
gen de invA en la mezcla de iniciadores para la reaccion multiple y lo que sucedid fue que la
banda amplificada era casi impérceptible ¢ incluso no se amplificaba.

Todas las secuencias utilizadas como iniciadores se compararon en el banco genético
obteniendo especificidad de género y especie en el caso de Escherichia coli O157:H7 y con
Salmonelfa el gen de invasion (invA) fue 100% especifico de Salmonelia y la secuencia repetida

cruza con Shigelfa como se ha observado.
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4.6 Determinacién de sensibilidad de la téchica de PCR multiple con DNA puro

En el trabajo la sensibilidad para la amplificacion multiple fue de una concentracion de
7.5 fg de DNA/ul, corresponde aproximadamente a tener 5 UFC. En las Figuras 13 y 14 se
ilustran las diluciones realizadas en el presente trabajo, cada una de las diluciones se reaiizo
por duplicado.

Tamafo del
fragmento :
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pBS

Figura 13. Determinacidn de sensibilidad de PCR milltiple para Escherichia colf O157:HT y Salmonella con diferentes
concentraciones de DNA/pl. Gel de agarosa al 3% tefiido con bromure de etidio 0.5ug/ml. PCR con 2 mM de Mg ™. En los carriles
1y 10 se encuentra el marcador de tamario de fragmento correspondiente a pBR322/Msp1. En los carriles 2 y 3 se observa la
amplificacien multiple con 15 ng de DNA/u, carriles 4 y 5 se observa la amplificacién multiple con 0.15 ng de DNA/I, carriles 6 v 7
se observa la amplificacién multiple con 1.5 pg de DNA/yI, carriles 8 y 9 se observa la amplificacion multiple con 0.15 pg de DNA/uL.

Figura 14
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Figura 14. Determinacion de sensibilidad de PCR multiple paa Escherichia coli O157:H7 y Salmonella con diferentes
concentraciones de DNA/uL. Gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio 0.5ug/ml. PCR con 2 mM de Mg™. En ef carril 1
se encuentra el marcador de tamafo de fragmento correspondiente a pBR322/Msp1. En los carriles 2 y 3 se observa la
amplificacian multiple con 0.0%5 pg de DNAJ!, carriles 4 y 5 se observa la amplificacion maltiple con 7.5 g de DNA/uI.

Meng et al. (1997); Venkateswaran ef al. (1997), Fratamico et al. (1995) y Cebula et al.
(1995) no reportan sensibilidad para sus trabajos con Escherichia coli O157:H7, pero por su
parte Uyttendaele, et al. (1999) informan que en su trabajo encontraron una sensibilidad para la
misma bacteria de 1pg de DNA/ul 6 10° UFC por reaccién de PCR. Para el gen de invasidn en

Saimonella, Rahn et al. (1992) reportan una sensibilidad de 27 pg de DNA/ul.
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Por lo observado en la Figura 7 se pudo determinar la concentracién éptima del
bacteriéfago M13 (cuando de amplifica solo) siendo de 0.04882 pg/ul {carrit 8), para ser
utilizada en el PCR. En la Figura 8 (carril 9) se observa una amplificacién del plasmido Bluscript
con 0.0244pg de DNA/ul. En base a la sensibilidad del plasmide Bluscript se decidié a trabajar
con étl.

4.7 Determinacion del inéculo de Salmonelia sp a utilizar para contaminacion de la carne

Se determiné que en el tiempo cero ya se contaban con 10° UFC/ml, por ello con el
crecimiento del tiempo cera se realizaron las diluciones 107", 10° y 10 para contaminacién de
la carne. En el Grafico 1 se observa la cinética de crecimiento de Salmonella spp.

Grafico 1
Crecimiento de Salmonella sp en Caldo LB
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4.8 Determinacién del indculo de Escherichia coli O157:H7 a utilizar para contaminacion
de la carne

El crecimiento de esta bacteria era discontinuo, subia y bajaba medicién tras medicion,
nunca se obtuvo una linea continua de crecimiento como se produce en la fase logaritmica de!
crecimiento bacteriano de la mayoria de las bacterias. El crecimiento con esta bacteria se repitio

5 veces mas, pero el resultado era el mismo. En la Grafica 2 se muestra los resultados obtenido
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con el crecimiento discontinue de Escherichia coli O157:H7. Los errores humanos se

minimizaron pero el resultado persistia, habia discontinuidad del crecimiento.

Grafico 2
Crecimiento de £, ¢cofi O157:H7 en Caldo LB
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Grafico 3
Crecimiento de E. coli 0157:H7 en Caldo LB con Metionina
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Este fendmeno inesperado del crecimiento de Escherichia coli O157:H7 también fue
observado por Cornu et al (1999) por el monitoreo de los cambios en la absorbancia; el
crecimiento no parecia ser exponencial, en el cual tedricamente supone ser constante de
acuerdo a la hipétesis de la fase exponencial. En el estudio que llevaron a cabo Cornu et al.
(1999) utilizaron un medio sintético minimo, el cual contenia como fuente de carbono y energia
glucosa, ademas de otros minerales. Con este antecedente, al caldo LB se le adiciond
metionina y se encontraron resultados similares a los que Cornu ef al. (1999). Este medio fue
complementado con metionina, y se observé mayor veldcidad de crecimiento en el medio
minimo cercano al crecimiento exponencial esperandc. En |la Grafica 3, se observa la
suplementacion de metionina al caldo LB. Estc puede ser debido a que la bacteria es incapaz
de sintetizar metionina o que sintetiza una cantidad tan pequefia que eé necesario gue utilice
una fuente externa para suplementar esta deficiencia. En este estudio, el crécimiento
logaritmico se acerco a una linea recta y el tiempo de duplicaciéon fue de 48 minutos. Este
tiempo de duplicacién también llamoé la atencic’:n ya que en E. coli el minimo tiempo de

duplicacion es de alrededor de 20 minutos'*

a 37°C. A pesar de esto, se determiné que
también al tiempo cero se tenia alrededor de 10° UFC/ml (como en el caso de Salmonella), con

lo cual se realizaron las diluciones 107", 10° y 10”° para contaminacion de la came.

4.9 Determinacion de la eficiencia de fa técnica de PCR con carne
En el Cuadro 1 se muestran el numero de bacterias inoculadas en la contaminacion

experimental de la carne y cuantas se recuperaban en caldo LB.
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Cuadro 1

Resultado de la contaminacion experimental de carne de res

Cuenta bacteriana

Carne / Bacteria Dilucién Inoculacién ' Recuperacion
(UFC'/100pI) (UFC'/hisopo)
Camne contaminada 10" 6 x 10° - 210
con Salmonella 10" 5x 10° 206
107 6,550 40
10° 5,150 37
10° 65.5 3
107 51.5 1
Carne contaminada 10" 3x10° 214
con Escherichia 10" 3x10° 202
coli O157:H7 10° 3,880 68
10° 3,720 63
10°° 38.8 30
10°° 37.2 26
Carne ¢ontaminada 10 6 x 10° 228
con E. coli 0157:H7 10" 4 x 10° 196
y Salmonella 10° 6,370 72
10° 4,860 65
10° 63.7 34
107 48.6 22
Carne sin lavar , 100
Carne lavada : 19

Como se observa en el Cuadro 1, es elevado el nimero de bacterias con las que se
contaminaron |as carnes y es muy pequefia la cantidad de bacterias recuperadas, esto pudo

' UFC: Unidades formadoras de colonia.
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ocurrir por la adhesion de la bacteria a la célula (en este caso a las células de la care) 6 a la
absorcién de estas bacterias en la carne.

Se han realizado estudios de PCR con diluciones bacterianas para contaminar carne,
por ejemplo, Bhaduri et alf (1998), Gannon ef al {(1992) y Venkateswaran ef al (1997)
realizaron contaminacion de carne con E. coli para detectarla por la técnica de PCR, pero la
carne la colocaban en caldo estéril (caldo soya tripticasa), después colocaban la bacteria y se
incubaba con agitacién. Ademas Venkateswaran et al (1997) realizaron una técnica de filtracién
para detectar E. cofi 0157:H7 en carne de res por PCR para evitar que los constituyentes y la
complejidad de la compeosicion de los alimentos interfirieran el la reaccién, pero en estos
estudios no se establece &l nimero d_e bacterias que se recuperan y tampoco se determind la

eficiencia de la técnica de PCR con carne

Realizacidn de [a téchica .de PCR miuiitiple con el DNA de la muestra obtenida de [a came

contaminada in vitro

Después de la minipreparacion de DNA, se realizé la técnica de PCR mudltiple y se
encontré amplificacién de las cuatro bandas (sft |, sft Il, eaeA y uidA) en todas las muestras
(107,10 y 10°) que se habian contaminado solo con Escherichia coli O157:H7 (Figura 15). En
todas las muestras que se habian contaminado con Salmonelfa se observa la banda amplificada
Correspondiente al gen de invasion A (Figura 16). Con respecto a la combinaciéon de ambas
bacterias se encontré amplificacion positiva a las 5 bandas (Figura 17). No se cbservo ninguna
banda amplificada en la carne que no fue contaminada (carne lavada y carne sin lavar) (Figura
18). El control positive de la reaccidon de PCR también se llevdé a cabo, esto es realizar
amplificacién de las bandas de las bacterias como amplificacion muttiple incluyendo DNA de
plasmido (pBS); en este control (+) las 6 bandas son observadas, ademas del control negativo
en donde solo se incluye plasmido (Figura 19).
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Figura 15
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Figura 15. Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR multiple de Escherichia coli 0157:H7 y pBS de
diferentes contaminaciones experimentales de carne de res. Gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio 0.5ug/ml. PCR
con 2 mM de Mg”™. En fos carriles 1 v 8 se encuentra el marcador de peso molecular correspondiente a pBR322/Msp1. En los
carriles 2 y 3 se observa la amplificacion mattiple con 10 UFC/m, carriles 4 y 5 se observa la amplificacian multiple cen 107
UFC/, carriles 6 v 7 se observa la amplificacion muiltiple con 10°° UFC/mI.

Figura 16
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Figura 18. Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR mdltiple de Salmonella sp. y pBS de diferentes
contamlnaciones experimentales de carne de res. Gel de agarosa al 3% tefiido con bromure de etidio 0.5ug/ml. PCR con 2 mM
de Mg™. En los carriles 1 y 8 se encuentra el marcador de peso molecular correspondiente a pBR322/Msp1. En los carriles 2y 3 se
observa la amplificacién multiple eon 107 UFC/mI, carriles 4 y 5 se ohserva la amplificacion miiltiple con 10 UFC/, carriles 8y 7
se observa la amplificacion multiple con 10 UFCIm. ‘

Figura 17
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Figura 17. Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR muiltiple de Escherichia coli 0157:H7, Salmonella
sp. y pBS de diferentes contaminaciones experimentales de carne de res. Gel de agarosa al 3% tefiide con bromuro de etidio
0.5ug/ml. PCR con 2 mM de Mg™. En el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular correspondiente a pBR322/Msp1. En
los carriles 2 y 3 $e observa la amplificacion multiple con 1071 UFC/mi, carriles 4 y 5 se observa la amplificacién multiple con 107
UFC/yul, carriles 6 ¥ 7 se observa la amplificacion miltiple con 10°° UFC/m.
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Figura 18
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Figura 18. Corrimiento electroforético del producto de PCR de la carne de res no contaminada (lavada y sin lavar). Gel de
agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio 0.5ug/ml. PCR con 2 mM de Mg*™. En el carril 1 se encuentra el marcador de peso
melecular correspondiente a pBR322/Msp1. En los carriles 2 y 3 se observa soio la amplificacion del control pesitive (pBS), carriles
4 y 5 se observa solo la ampilificacion del control positivo {pBS), como se muestra no hay ninguna otra banda amplificada.
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Figura 19. Corrimiento electroforético del producto de PCR del control positive de la contaminacion de carne de res. Gel de
agarosa al 3% teflido con bromuro de etidic 0.5pg/mk. PCR con 2 mM de Mg*™. En el carril 1 se encuentra el marcador de peso
molecular correspondiente a pBR322/Msp1. En los carriles 2 y 3 se observa solo la amplificacion del control positive (pBS), carriles
4 y 5 se observa el producto de PCR muiltiple come control positivo {(pBS).

4.10 Muestreo de las canales

Elaboracién, distribucion y esterilizacion de medios necesarios para realizacién de métodos

microbiologicos oficiales

La elaboracién, distribucién y esterilizacion de los medios necesarios para la realizacion
de métodos microbiolégicos oficiales, en tiempo representa aproximadamente 3 dias. Posterior
a su utilizacién la inactivacion y lavado del material en tiempo representa aproximadamente de
1 a2 dias.
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4,11 Técnicas microbiolégicas convencionales oficiales
4.11.1 Aislamiento e identificacion de Salmonella

Muestras del rastrc municipal

Se realizdé un primer muestreo tomando 60 muestras del rastro municipal y se encontré
que los resultados por ambas técnicas no coincidian (cada una de ellas tenia resultados
positivos a Salmonelfa pero con diferentes muestras), pensando que era un problema en el
manejo de las muesiras se realizd un segundo muestreo con otras 60 muestras del mismo
rastro y se encontrdé una muestra positiva a Salmonella con ambos procedimientos de
identificaciéon con el mismo nimero de muestra.

Después de haber procesado las 120 muestras se obtuvieron 3 muestras positivas a

Salmonelfa sp que equivale al 2.5 % de presencia de esta bacteria en la muestra.

Muestras del rastro TIF

Después de haber procesado las 60 muestras no se tuvieron muestras positivas a
Salmoneila sp

4.11.2 Aislamiento e identificacion de E. coli O157:H7
Muestras del rastro municipal

La muestra obtenida se sembraba en caldo EEB para Escherichia cofi O157.:H7 y se
procedia segun la metodologia. Después de haber procesade las 120 muestras ninguna de las

muestras fue positiva a Escherichia coli Q157:H7.

La tabla de resultados, donde se manifestaron las muestras procesadas por los métodos
microbiolégicos oficiales convencionales y la tecnica de PCR se encuentra en el anexo 1.

Muestras del rastro TIF

Después de haber procesado las 60 muestras ninguna de las muestras fue positiva a
Escherichia coli O157:H7.
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4.12 Realizaciéon de PCR muiltiple con las muestras obtenidas
4.12.1 Muestras del rastro municipal

Después de la minipreparacion de DNA de las 120 muestras del rastro municipal, se
verificd |a existencia e integridad de DNA en geles de agarosa al 1% (Figura 20). Todas las
muestras fueron cuantificadas y estandarizadas a 25 ng/ul. En las muestras 22, 26 y 27 se
observa que el efecto de concentracion, existe una gran cantidad de DNA en la muestras, en las
muestras 26 y 27 el DNA no es totalmente integro.

Figura 20

Figura 20. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio 0.5pg/ml, Del carril 1 al 30
alicuotas de las muestras sometidas a extraccidn de DNA de muestras de Rastro municipal (Tlalnepantla) observdndose una banda
de alto peso molecular, nitida, dnica. Los numeros en los carriles muestran el nimero de muestra asignado.
Consecutivamente se realizd la téchica de PCR para las muestras del rastro municipal y
los resultados positivos del primer muestreo se presentan en la Tabla 10 y del segundo
muestrec solo se muestran las imagenes (de las Figuras 21 a 27). Aquellas muestras gue

fueron negativas no son presentadas.

Tabla 10
Resultados de la ampllflcamon por PCR de las muestras del rastro mun:cupal ;
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Todas las muestras (120) se corrieron por duplicado, de las cuales solo 3 muestra
resultaron positivas a Salmonella (2.5%), ninguna fue positiva a Escherichia coli O157:H7 en ias
muestras obtenidas del rastro municipal de Tlalnepantia.

Figura 21
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Figura 21. Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR de muestras de rastro municipal (Tlalnepantla)
en gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio 0.5pg/ml. PCR con 2 mM de Mg**. En los carriles 1 y 12 se observan los
tamafics de fragmentos del pBR322/MSp1, en los carriles 2 y 3 (muestra 6) se observa amplificacion de pBS (control +); en los
carriles 4 y 5 (muestra 7) se observa amplificacion de pBS (control +); en el carril 6 (muestra 8) se observa amplificacion de pBS
(control +} y en el carrit 7 (muestra 8) ndmero 1: s/t | y la nimero 2: pBS; carriles 8 y 9 (muestra 9} se observa amplificacion (en
orden progresivo) eaeA, sit | y pBS (control +) y carriles 10 y 11 (muestra 10) eaeA y pBS (control +} de la reaccidn.

Figura 22
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Figura 22. Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR de muestras de rastro municipal (Tlalnepantla)
en gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio 0.5ug/ml. PCR con 2 mM de Mg™. Carriles 1 y 12 pBR322/MSp1, carriles
2y 3 (muestra 11} se observa amplificacién de pBS (control +); carriles 4 y 5 (muestra 12) amplificacién de pBS (control +); carriles
6 v 7 {muestra 13) se observan 2 bandas amplificadas invA v pBS {(control +); carriles 8 y & {muestra 14) se observa amplificacién

de pBS (control +) y carriles 10 y 11 (muestra 15) se’ observan 2 bandas, la nimero 1 corresponde al gen eaeA y la numero 2 es la
amplificacién de pBS {control +) de la reaccidn,
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Figura 23
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Figura 23. Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR de muestras de rastro municipai (Tlalnepantia)
en gel de agarosa al 3% tefiido con bromure de etidio 0.5ug/ml. PCR con 2 mM de Mg™, Carriles 1y 12 pBR322/MSp1, cariles
2 y 3 (muestra 16) se observa amplificacién de pBS (controt +); carriles 4 y 5 {muestra 17) amplificacién de pBS (control +); carriles
6 ¥y 7 (muestra 18) se observan 2 bandas la primera eaeA, y amplificacion de pBS (confrol +); carriles 8 y 9 (muestra 19)
amplificacién del pBS (contral +) y carriles 10 y 11 (muestra 20} se observa la banda amplificada de pBS (control +) de la reaccian.

Figura 24
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Figura 24. Corrimiento electroferético de productos amplificados por PCR de muestras de rastro municipal {Tlalnepantla)
en gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio 0.5ug/mb. PCR con 2 mM de Mg™". Carriles 1y 12 pBR322/MSp1, carriles
2 y 3 (muestra 26) con 3 bandas, gen eaeA, |a segunda s/f |, y la ultima pBS (control +); carriles 4 y § {(muestra 27) con 2 bandas, la
sif |, 1a segunda pBS (control +); carriles 8 y 7 (muestra 28) se observa amplificacién de pBS (control +); carriles 8 y 9 (muestra 29}

se observan 2 bandas, las cuales comresponde a sft | y amplificacién de pBS {(control +} y carriles 10 y 11 (muestra 30) se observa
amplificacién de pBS (contral +) de la reaccién. ’
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Figura 25. Corrimiento electroforético de preductos amplificados por PCR de muestras de rastro municipal (Tlalnepantla)
en gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio 0.5ug/ml. PCR con 2 mM de Mg™. Carriles 1 y 12 pBR322/MSp1, carriles
2 y 3 {muestra 46) se observa amplificacién de pBS (control +); carriles 4 y 5 (muestra 47) amplificacidn de pBS (control +); carriles
6 y 7 (muestra 48) se observan 2 bandas amplificadas: s/f | y pBS {control +); carriles 8 y 9 (muestra 49} sif | y pBS (control +) y
carriles 10 y 11 {muestra 50) se observa sif | y 1a pBS (control +) de la reaccién.
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Figura 26
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Figura 26. Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR de muestras de rastro municipal (Tlalnepantia)
en-gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio 0.5ug/ml. PCR con 2 mM de Mg"™. Carriles 1y 12 pBR322/MSp1, carriles
2 y 3 (muestra 51} la primera banda correspende a la amplificacion del gen sif I, 1a segunda sit | y la tercera pBS (control +); carriles
4y 5 {muestra 52) se observa amplificacién de pBS (control +); carriles 6 y 7 {muestra 53) se observa amplificacion de pBS (control
+}; carriles 8 y 9 {muestra 54) se observa amplificacién de pBS (control +) y carriles 10 y 11 (muestra 55) se observan 2 bandas, la
ndmero 1 es correspondiente a sit | y la nimero 2 es la amplificacion de pBS (control +) de |a reaccidn.
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Figura 27. Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR de muestras de rastro municipal (Tlalnepantla)
en gel de agarosa al 3% tefiide con bromuro de etidio 0.5pg/iml. PCR con 2 mM de Mg™. Carriles 1 y 12 pBR322/MSp1, carriles
2 y 3 (muestra 58) se observa amplificacién de pBS (control +); carriles 4 y 5 {muestra 57) se observa amplificacian de pBS {control
+)! cartiles 8 y 7 (muestra 58) se observa amplificacién de pBS {control +); carriles 8 y 9 {muestra 59} se observa amplificacion de
pBS (control +) y carriles 10 y 11 (muestra 60) se observan 4 bandas, la nimere 1 corfesponde al gen eaeA, la nimero 2
corresponde a sft | y la nimere 3 es la amplificacion de pBS (control +) de la reaccion.

Estos resultados obtenidos son significativos de la etapa post-lavado final, pero con el
método empleado en el rastro municipal para lavar las canales (con un pedazo de costal y una
cubeta con agua) hay posibilidades de redistribuir la carga bacteriana entre las canales con el
consiguiente posible aumento de riesgo en la contaminacion de la carne como consecuencia de
la presencia de microorganismos patégenos o de la existencia de microorganismos capaces de

alterar el alimento.
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Una ventaja que ofrece la técnica de PCR sobre los métodos microbiologicos es Ia
identificacion de caracteristicas genéticas muy especificas, por ejemplo la amplificacién del gen
eaeA por medio de la técnica de PCR, permite identificar cepas patégenas que se adhieren a la
célula intestinal y pueden causar dafio potencial al consumidor. En aquellas muestras que se
detectaron genes productores de toxinas, se puede recomendar tratamiento de la carne (buen
cocimiento) para. evitar posibles intoxicaciones en el consumidor. Sirugusa, ef a/ en 19899,
menciona en su trabajo que la remocién de las bacterias se adhieren a la superficie de la carne
6 la descontaminacion de la canal esta influenciada por la cantidad de tejido adiposo gue tenga.
Thayer y Boyd (1993) mencionan en su estudio la utilizacién de radiacion gamma para eliminar
E. coli ©157:H7 de carnes.

Debido a la versatilidad de la técnica de PCR, en el trabajo se permiti'é identificar
también genes productores de toxina, identificandose 13 muestras que contenian el gen sffty 2
muestras que contenian s Il. Las cepas EHEC pueden expresar SLT |, SLT Il 6 ambas, y se ha
comprobado que la SLT | de EHEC es idéntica a la “Shiga toxin” producida por S. dysenteriae
| ¥, en las muestras en donde se encontré SLT | podrian ser por la presencia de EHEC ¢
S. dysenteriae. La SLT |l también es producida por Citrobacter freundii y Enterobacter spp. 3 y
no es dificil que las canales se encontraran contaminadas con estos dos géneros. bacterianos

aunque se recomendaria confirmar por cultivo.

El trabajo con alimentos perecederos como la carne, exige que sea tratada cumpliendo
el maximo grado en higiene y seguridad, ya que la carga bacteriana de posibles
contaminaciones podria poner en riesgo potencial a i0s consumidores que ingieran la carne con
agentes patégenos. Aunado a esto, el trabajo en los rastros presenta una gran cantidad de
problemas, desde el embarco de los animales que llegaran al matadero para ser sacrificados
hasta su comercializacion. En todos los pasos que esto confleva estan presentes bacterias
patogenas que pueden ser detectadas rapidamente mediante la técnica de PCR como
herramienta diagnésticé, siendo sugerida por Radu, et al. (1999), Siragusa, ef al. (1999),
Uyttendaele, et al. (1999), Ganon, ef al. (1992), Ventateswaran', ef al. (1997) y Wermnars, ef af.
(1991), entre otros. '
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A pesar que la genética esta muy avanzada en nuestros dias al igual que la secuenciacion
del DNA de los crganismos (tanto macro como micro), aun no se conoce todas las secuencias
de todos los microorganismos, con lo cual serfa factible que alguno de los iniciadores
encontrara una regién blanco en un DNA "x" (aun no estudiado) y produjera amplificaciones
inespecificas. Ademas de que las bacterias con las que se trabaja en el presente estudio son
habitantes habituales del lumen intestinal y muchos de los microorganismos que conviven con
ellas contienen caracteristicas de virulencia y/o patogenicidad en plasmidos que pueden ser
transmitidos entre bacterias.

Salmonella representa riesgo para la salud humana y en las muestras procesadas se
encontraron 3 muestras positivas por la método microbiolégico convencional oficial y 2 por la
tecnica de PCR (para las 120 muestras), estos resultados no coincidentes pueden deberse al
nivel de sensibilidad de que presentan los procedimientos empleados. El método microbiolégico
convencional oficial detecta desde 1 UFC y |a técnica de PCR detecta a partir de 5§ UFC. Hay
que recalcar que aunque se encuentren Salmonella muertas es suficiente para decir que hay
presencia. En este respecto, Johnson ef al. (1998) reportaron la presencia de 0.9 a 4.3 UFC de
E. coli O157:H7 por gramo en lotes de carne que habian sido implicados en un brote de
sindrome urémico hemolitico en humanos en 1993. Por la complejidad en la composicién de los
alimentos, se sugiere un corto preenriquecimiento previa realizacion de la técnica de PCR para
deteccion optima microorganismos, en los trabajos llevado a cabo por Bhaduri et al (1998),
Venkateswaran ef al (1997) y Uyttendaele et al (1998) realizaron preenriquecimientos previos
para la deteccidn de bacterias patégenas en alimentos por PCR, estos preenriquecimientos los
efectuaron para aumentar el nimero de celulas sujetas a estres, detectar células en el limite de
deteccion y eliminar componentes que pueden interferir con la reaccion de PCR. Aungue este
preenriquecimiento, podria ser contraproducente ya que no solo crece el microorganismo del
estudio sino también toda la flora de acompafamiento ¢ competitiva, disminuye la
concentracion de las bacterias en estudio y eso pudo ocurrir con las muestras no coincidentes
del presente estudio. En su estudio, Chang ef al en 1999, realizé un estudio utilizando caldo
enriguecido sulfa verde briltante selenito para recuperar Salmonelfa, en el cual concluyen que el
enriguecimiento es un paso critico para promover el crecimiento de ciertas especies bacterianas
mientras que inhibe el desarrollo de microorganismos no buscados. D'aoust ef af en 1982,
trabajaron en la deteccién de Salmonella en canales de polio crudo y reportaron que el
enriquecimiento selectivo en caldo y agar verde brillante tetrationato y agar sulfito bismuto
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identificd un gran nimero de canales contaminadas. Para evitar el crecimiento de todos los
otros génercs bacterianos que se encuentran en las muestras se podrian utifizar medios
liqguidos selectivos, por ejemplo para E. coli O157:H7 caldo soya tripticasa modificado con
antibidticos y para Saimonella se puede utilizar caldo tetrationato, caldo selenite ¢ caldo suifa
verde brillante selenito.

4.12.2 Muestras del rastro TIF

Después de la minipreparacion de DNA de las 60 muestras del rastro tipo inspeccion
federal, se verificé la existencia e integridad de DNA en geles de agarosa al 1%. Todas las
muestras fueron cuantificadas y estandarizadas a 25 ng/pl. |

Consecutivamente se realizdé la técnica de PCR para las muestras del rastro tipo
inspeccion federal, de la muestra nimero 1 a la muestra pimero 13 y de la muestra 15 a la
muestra ntimero 60 fueron negativas. En la muestra nimero 14 se encontro6 la amplificacion del
gen eaeA y el plasmido y el resultado se muestra en la Figura 28.
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Figura 28. Corrimiento electroforético de productos amplificados por PCR de muestras de rastro Tipo Inspeccién Federal
{UGASA} en gel de agarosa al 3% tefiido con bromure de etidio 0.5pg/ml.-PCR con 2 mM de Mg*", Carril 8 pBR322/MSp1, carril
1 (muestra 14) s¢ observan 2 bandas: eaeA, y pBS (control +); carriles 2, 3, 4, 5, 8 y 7 (muestras 15, 18, 17, 18, 19 y 20) se observa
amplificacién de pBS (control +) de la reaccién,

Al comparar las muestras obtenidas de ambos rastros podemos observar que las
obtenidas del rastro municipal se encuentran contaminados con mas cantidad de bacterias (al
tomar en cuenta la amplificacién de mas bandas) en comparacion con el rastro TIF. Esto se
explica por el manejo que se les da a los animales a lo largo dél sacrificio, en el rastro TIF se

cuidan al maximo todas las condiciones sanitarias y técnicas para que el consumidor obtenga

TESIS CON o
FALLA DE ORIGEN




canales y carne de optima calidad. El lavado final que se les da a las canales en este tipo de
rastro es con agua a presion con 4 — 5 ppm de cloro residual, las canales se enmantan y se
colocan en refrigeracion durante 12 horas y posteriormente salen a mercado. La presencia de
bacterias de la Familia Enterobacteriaceae indica pocas condiciones higiénicas de trabajo v
posibles contaminaciones con heces, como lo menciocnan Pérez ef af (1999) en un estudic

realizado en la carne de la Ciudad de México.

La técnica de PCR es una herramienta muy util dentro de la investigaciéon, pero hay
muchos factores que pueden afectar la reaccién, por ejemplo la distribucion al azar de ias
celulas gue pueden estar cerca de los limites de deteccidn, en otras palabras que una célula o
una molécula de DNA puede no encontrarse en numero suficiente para ser detectada y obteher
un resultado falso negativo; que la lisis celular no se realice, que se degrade el DNAY o este
sea capturado por alguna molécula presente, que se encuentren presentes enzimas
proteoliticas o desnaturalizantes que destruyan ¢ inhiban la actividad de la enzima Taq

polimerasa, etc® 4.

4.13 Determinacion del tiempo maximo de identificacién bacteriana entre la técnica de
PCR y los métodos microbiolégicos convencionales

Con las pruebas microbiologicas oficiales se requieren 5 dias para identificacion de
Salmonella y 5 dias para la identificaciéon de Escherichia coli O157:H7. Esta identificacion puede
hacerse simuitaneamente.

En la técnica de PCR se requiere de maximo 2.5 dias (junto con el preenriquecimiento
previo).

Con respecto a este punto, Mandrell et af en 1999, determinaron el tiempo maximo para
la identificacién bacteriana de Salmonella sp y Campilobacter sp en canales de pollo,
comparando los métodos microbiologicos convencionales y la técnica de PCR, obteniendo

como maximo 4 dias (96 horas) y 24 horas respectivamente.

Lo que se obtuvo con la determinacion del tiempo maximo para la identificacion
bacteriana es que se pudo ganar tiempo en el diagnéstico utilizando la técnica de PCR en
productos perecederos, pero uno de fos mas grandes inconvenientes es que con la técnica de
PCR no solo detecta bacterias vivas, sino ademas también puede detectarse bacierias muertas.
En contraposicién con esta lltima parte, los métodos microbioldgicos oficiales detectan solo

bacterias vivas que si pueden ser nocivas al consumidor, ya que estas pueden replicarse en el
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producto alimenticio y producir toxiinfecciones en los consumidores. Se puede mencionar que el
mejor sistema para identificacidén microbiolégica es el método microbiolégico convencional

oficial.

4.14 Comparacidon los niveles de sensibilidad de la técnica de PCR y los métodos
inicrobiologicos oficiales

En las pruebas microbiologicas cficiales se detecta desde una célula viable ya que los
medios de cultivo y la técnica como tal, estan especificadas para que se multipligue y detecte el
genero bacteriano que se desea diagnosticar. En el caso de la tecnica de PCR se tuvo una
sensibilidad de 7.5 fg DNA/ul (5 UFC aproximadamente). Mandrell et af en 1999, detectaron
Salmonella sp y Campilobacter sp en canales de pollo, en el estudio determinaron a
sensibilidad (UFC/ml) de Ids metodos microbiologicos convencionales y la tecnica de PCR, los
resuitados que obtenidos fueron: menos de 10 UFC/ml y 50 UFC/ml respectivamente. Con lo
cual se ratifica que son mas sensibles las técnicas microbiolégicas coficiales que [a técnica de
PCR.
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5. CONCLUSIONES
o3 La reaccion de PCR multiple es muy especifica y no cruza con los géneros bacterianos
cercanos prebados.

¢z La sensibilidad para amplificacion por PCR multiple se detecta hasta una concentracion

de 7.5 fg de DNA/ul que corresponde aproximadamente a tener 5 UFC.

«8 No hubo interferencia de los elementos de la carne en la reaccién de PCR multiple.

©3 De las 120 muestras del rastro municipal se obtuvieron 3 positivas (2.5%) por métodos
microbiolégicos convencionales oficiales y 2 positivas (1.6%) por la técnica de PCR a
Salmonella spp. Por ambas pruebas no se encontraron muestras positivés a E cofi

0157:H7.

g De las 80 muestras de rastro TIF no se encontraron muestras positivas ni a Salmonella
spp ni a E. coli O157:H7

o3 De acuerdo con la ICMSF el rastro municipal tiene mas del 2% de muestras positivas.

Lo que no sucede con el rastro TIF.
@3 En este estudio no se enconiré la presencia de Escherichia coli O157:H7.

@8 Por lo encontrado, se puede afirmar que los métodos oficiales convencionales son

mejores para la identificacién bacteriana.

64



6. RECOMENDACIONES -
Se recomienda que para la realizacién de la técnica de PCR para alimentos, se realice

un preenriquecimiento selectivo dependiendo del género bacteriano en estudio

La realizacion de la técnica de PCR refleja el estado sanitaric de los rastros. Debido a
que la técnica de PCR detecta tanto células vivas como muertas se recomienda hacer una
confirmacién con métodos microbiolégicos convencionales oficiales.

Se recomienda realizar un estudio mas a fondo para la amplificacién con en iniciador
invA en Salmonelfa ya que con una concentracion final en la reaccidén de 1uM se amplifican 2

bandas con DNA puro. Cuando se utiliza esta misma concentracién final del iniciador invA en la
reaccién multiple con DNA puro de Salmonelfa, aparece [a banda correspondiente.
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8. ANEXO
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106
107
108
109

Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastrc Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal

Rastro Municipal

Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastrc Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal

-Rastro Municipal

Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipal
Rastro Municipai
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26
27
28
29
30
31
32
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40
41
42
43
44
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32 Rastre TIF (32) - -
33 Rastro TIF (33) - -
34 Rastro TIF (34) - -
35 Rastro TIF (35) - -
36 Rastro TIF {36) - -
37 Rastro TIF (37) - -
38 Rastro TIF (38) - -
39 Rastro TIF (39) - -
40 Rastro TIF (40) - -
41 Rastro TIF (41) - -

110 Rastro Municipal . - - sitl1yP
111 Rastro Municipal - - sitl, sltllyP
112 Rastro Municipal - - P
113 Rastro Municipal - - P
114 Rastro Municipal - - p
115 Rastro Municipal - sit1, P
116 Rastro Municipal - - P
117 Rastre Municipal - - P
118 Rastro Municipal - P
119 Rastro Municipal - - P
120 Rastro Municipal - - eaehA, sitly P
# Microbiologico
Muestra Lugar E. coli PCR (Gen
consecutivo 0157:H7 Salmonella ( )
1 Rastro TIF (1) - - P
2 Rastro TIF (2) - - P
3 Rastro TIF (3) - - p
4 Rastro TIF (4) - - P
5 Rastro TIF (5) - - P
6 Rastro TIF (6} - - p
7 Rastro TIF (7) - - P
8 Rastro TIF (8) - - P
S Rastro TIF (9) - - P
10 Rastro TIF (10) - - P
11 Rastro TIF (11) - - p
12 Rastro TIF (12) - - P
13 Rastro TIF (13) - - eaeh, sitl, P
14 Rastro TIF (14) - - P
i5 Rastro TIF (15) - - P
16 . Rastro TIF {16) - - p
17 Rastro TIF (17) - - P
18 Rastro TIF (18) - - P
19 Rastro TIF (19) , - - P
20 Rastro TIF (20) - - p
21 Rastro TIF (21) - - P
22 Rastro TIF (22) - - P
23 Rastro TIF (23) - - P
24 Rastro TIF (24) - - p
25 Rastro TIF (25) - - P
26 Rastro TIF (26) - - P
27 Rastro TIF (27) - - P
28 Rastro TIF (28) - - p
29 Rastro TIF (29) - - P
30 Rastro TIF (30) - - P
31 Rastro TIF (31) - - p
p
P
p
p
p
P
p
p
P
p



Rastro TIF (42)
Rastro TIF (43)
Rastro TIF (44)
Rastro TIF {45)
Rastro TIF (46)
Rastro TIF (47)
Rastro TIF (48)
Rastro TIF (49)
Rastro TIF (50)
Rastro TIF (51)
Rastro TIF (52)
Rastro TIF (53)
Rastro TIF (54)
Rastro TIF {55)
Rastro TIF (56)
Rastro TIF (57)
Rastro TIF (58)
Rastro TIF {59)
Rastro TIF {60)
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- . as visto eso? ;Qué cra? ~ pregunté el ladrén a la oscura {:igura que
salia de entre las sombras -. Y ya que estamos, 2Quién eres tu? — amadié con
tono de sospcc}ﬁa.

ADIVINA ~ rcsponc]ic’) la voz.

Mootg escudrifid ala Figura cncapuchada.

- i\/aﬂa! ~ exclamé -, No sabia que acudieras a por la gente como yo.
ACUDOATOR TODPOS.
- Quiero deciren persona ..., bucno, mas o menos.

| AVECES ENOCASIONESTELSFLAALES.
- 5i, bueno ~ concedié Mootg - 1Y ésta es una de ellas, sin dudal (O sea

jera unjoc{ido c{ra‘génl 2Qué se supone que Pucclc hacer uno? iNadfc espera
encontrarse un dragén alavueltadela esquinal

EN FIN, S NO TE. IMPORTA VENIR POR AQUI ... = indicé la Muerte,
Ponfcndo la mano csquc]ética en el hombro del ex ladron.

- :5abes una cosa? (na echadora de cartas me djo que moriria en |a
cama, rodc:ado de bisnietos Horosos - C!JO Moot3 a la alta Flgura - oQuc te

parece, ch?

MEFARECE QUE ESTAE)A EQUIVOCADA.
~ UHJOC[IC{O dragon ~ gruio Mootg Y rcsplraba {:ucgo, Y todo. ;Sufri

mucho?
NO. FUE.PRACTICAMENTE INSTANTANEO.

- Menos mal. No me gustaria pensar que sufri mucho. ~ Moot9 mird a su
alrededor -. 5Qué viene ahora? - pregu nté.

Tras él, la lluvia convirtiod en barro el montoncito de cg:nizas negras.

»n

“iGuardias! :Guardias?
Tcrrg Fratchctt

E_c[ Flaza Janés

[ spafia, 1999
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e ]ba aserla peor noche en la vida de Zc]:abo Mooty, ladrén de tercera clasc, Yy
no se habria consolado en absoluto saber que también serfa la dltima. {_a lluvia
hacia'qpé la gente se quc‘dara en sus casas y ¢l aun no habia cumPlicJo el cupo.
For tanto, se mostré un poco menos cauteloso de lo que habria sido en otras
circunstancias. |

Durante la noche, en las calles de Anlch-MorPorlc la Prccaucién es un
absoluto. No existe el concepto de EPrccauc:ién moderadaz . (O eres muy
Prccavido, o eres un cadaver. Quizé camines Yy rcsPircs, pero el caso es que eres
un cadaver.

Mootg oyo los sonidos amortiguados que le “cgaban de un ca”cjc’nh
cercano, se sacod de la manga la cachiporra forrada de cuero, espero a que su
victima estuviera a punto de doblar la esquina, saltd, exclamé  3(Oh, mier..lg | y
murio.

Fue una muerte de lo mas inusual. Nadie moria asi desde hacia por lo
menos un siglo,

[_:_] muro de F)icc!ra que habla a su csPa]C!a s¢ puso al rcjo vivo por el calor,
Y el brille se fue fundiendo pOCo a poco con la oscuridad circundante.

Fue el Primcr ciudadano de Ank]—l~MorPor1< en ver al dragc’m. Por
dcsgracia, esto no lo consold en absoluto, porque estaba muerto.

3..dat |, dijo.

Su yo descarnado contcmp]é el montoncito de cenizas que, esto lo supo
con una certeza poco comun, eran lo que qucdaba de su cuerpo. \/c:r tus
ProPios restos mortales es una sensacién extrafia. No fe Parccié tan csPantoso
como habria dicho si se lo hubieran Prcguntado diez minutos antes. [} hecho de
descubrir que estas muerto se compensa al descubrir que hay una Par’cc de i
conciente que se da cuenta de que estas muerto.

! caueijén volvia a estar desierto.

-Fues s que ha sido raro — se c!ijo Moo’cg.
EXTREMADAMENTE INUSUAL DESDE LUEGO.
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