Tesis

Universidad Nacional Autonoma de México
Facultad de Quimica
Titulo de Tesis:

Deteccidn e Identificacion de Microorganismos Patogenos en carne frescay
carne congelada.

Que para obtener el Titulo de:
Quimica de Alimentos.

Presenta:
Beatriz Eugenia Solis Castro

México D.F a 2012




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Tesis

Nombre del Jurado Asignhado.

Presidente: Maria del Carmen Wacher Rodarte
Vocal: Eduardo Bonilla Espinosa

Secretario: Victor Manuel Luna Pabello

ler Suplente: Gloria Diaz Ruiz

2do Suplente: Aleida Mina Cetina

Sitio donde se desarrollé el tema: Laboratorio 324. Edificio E. Facultad de
Quimica. Ciudad Universitaria.

Asesor de Tema: Maria del Carmen Wacher Rodarte.

Supervisor Técnico: Gloria Diaz Ruiz




Tesis

Primero quiero agradecer a las tres personas mas importantes en mi vida... a mi
mama Beatriz y a mi papa Antonio por apoyarme, por ayudarme a convertirme en
la persona que soy, y por darme todo su amor y carifio, estoy segura que no pude
haber tenido mejores papas que ustedes; y a mi hermana Pily, sé que a veces nos
peleamos y discutimos pero eres la mejor hermana y no te cambiaria por nada y

Sé que mi vida seria muy aburrida sin ti.

A la Doctora Carmen y a la Doctora Gloria por aceptarme en el laboratorio y por su
ayuda y guia durante todo el proyecto. A Tere por su ayuda, consejos y amistad.

A Alma, Claux y Cynthia por ser mis amigas desde el primer semestre de la
carrera, con ustedes pase momentos muy divertidos y sin ustedes la carrera no

hubiera sido lo mismo las quiero.

A Nelly, Armando, Soei y Vianik que nunca me despertaban cuando tomaba mi
suefio reparador de 5 minutos en la biblioteca o en algun otro lugar, en verdad

chicos son geniales les agradezco que cuidaran mi suefio, los quiero.

A Tats, Susa, Alejandro, Blanquita, Jose, Cynthia Puga, Moni, y Gustavo, chicos

son los mejores QA’s que conozco gracias por estar en mi vida.

A Mau, Ale, Cris, Neus, Mona, Arturo, Rodolfo y Ana Cristina, chicos a ustedes los
conoci mejor al final de la carrera pero se convirtieron en personas muy especiales

para mi, los quiero.

A todos mis amigos del mejor laboratorio, el 324, Ana, Anita, Adriana, Andrea,
Arely, Bianii, Barbara, Carlos, Caro, David, David Zayas, Gris, Girasol, Israel,
Karina, Lila, Marisol, Nalle, Paco, Ricardo, Sandra, y Victor (Que aunque estuvo
poco tiempo, pero estuvo), Yaz, y Zara, gracias por su compaifia, amistad,
platicas, consejos, y demas no pude haber tenido mejores compafieros de

laboratorio, los quiero.



Tesis

Y a todas las personas que alguna vez compartieron una clase, o un equipo de
laboratorio conmigo gracias también ustedes son parte importante de mi vida

aunqgue no lo crean.



Tesis

indice

Capitulo

2.1

2.2

2.1.1

2.1.2

2.1.3

214

2.1.5

2.1.6

2.1.7

2.1.8

2.1.9

2.1.10

2.1.11

2.1.12

2.1.13

2.1.14

2.1.15

221

2.2.2

Titulo
Resumen
Antecedentes
Carne
Estructura de la carne
Caracteristicas fisicas y quimicas de la carne
Cambios post — mortem de la carne
Fendmenos que conducen a la rigidez cadavérica
Resolucién del rigor mortis y maduracion de la carne.
Microbiologia de la carne
Microorganismos patégenos en la carne
Enfermedades transmitidas por alimentos.
Salmonella spp
Listeria monocytogenes
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Campylobacter jejuni
Yersinia enterocolitica
Bucella abortus
Métodos fisicos de conservacion de alimentos
Congelacién

Presién hidrostatica

Pagina

10
11
12
12
14
15
16
17
18
19
20
20

22



Tesis

2.3

2.4

2.5

2.6

6.1

6.2

6.3

2.6.1

2.6.2

2.6.3

2.6.4

2.6.5

6.2.1

6.2.2

6.3.1

6.3.2

Deteccion e identificacion de microorganismos
patégenos

Desarrollo e impacto de los métodos rapidos de
deteccién de microorganismos patdogenos

Problemas en el analisis de alimentos
Métodos moleculares

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Preparacion de la muestra para PCR
Deteccion de los productos de PCR
Condiciones que afectan el éxito del PCR
Inhibidores del PCR

Justificacion

Hipotesis

Objetivos

Materiales y Métodos

Cepas

Primera etapa: Deteccion de patdgenos por PCR de
cepas puras

Extraccién de DNA de cepas puras

Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) de cepas
puras

Segunda etapa: Desarrollo de un método para la
deteccidn de patdgenos por PCR en muestras de
carne

Estandarizaciéon del in6culo

Preparacion de las muestras de carne

23

24

23

25

26

31

31

34

35

37

38

39

40

41

41

41

43

45

45

46



Tesis

6.4

7.1

6.3.3

6.3.4

6.3.5

6.3.5.1

6.3.5.2

6.4.1

6.4.2

7.1.1

7.1.2

7.2

7.3

7.2.1

7.2.2

7.3.1

7.3.1.1

7.3.1.2

Sensibilidad del método

Inoculaciéon y enriquecimiento de las muestras de
carne

Extraccion de DNA de la carne

Método enzimatico

Extraccion de DNA utilizando un kit comercial (Fast ID)

Tercera etapa: Evaluacion de la sobrevivencia de
bacterias patégenas en carne congelada

Cuantificacion de bacterias sobrevivientes
Deteccion de bacterias patdgenas por PCR
Discusion y resultados

Primera Etapa: Deteccidon de patégenos por PCR
(cepas puras)

Extraccion de DNA de cepas puras
Reaccion de PCR con primers especificos

Segunda etapa: Desarrollo de un método para la
deteccion de patégenos en muestras de carne

Estandarizacién del inéculo
Sensibilidad del método

Tercera etapa: Evaluacion de la sobrevivencia de
patdgenos en carne congelada

Muestreo

Cuantificacion de bacterias sobrevivientes

Identificacion por PCR de Salmonella enterica subsp.

Typhimurium y Listeria monocytogenes

46

a7

48

50

51

52

53

53

53

55

58

58

60

68

68

68



Tesis

10

Conclusiones
Anexo A. Preparacion de reactivos

Bibliografia

80

82

85



Tesis

indice de Tablas

Numero Titulo

de tabla.

Tabla 1. Composicion de la carne de res y de cerdo
Tabla 2. Contenido de aminoéacidos esenciales en las proteinas

musculares de la carne de res
Tabla 3. Contenido de minerales en la carne fresca
Tabla 4. Extraccion de acidos nucleicos de alimentos para PCR

Tabla 4. Extraccion de acidos nucleicos de alimentos para PCR
(cont).

Tabla 5. Primers utilizados en la reaccion de PCR

Tabla 6. Formulacién de la tubos de reaccion de PCR para la
identificacion de Salmonella y L. monocytogenes.

Tabla 7. Condiciones en las cuales se llevo a cabo el muestreo
para evaluar la sobrevivencia de las bacterias.

Tabla 8. Datos obtenidos en la lectura con espectrofotometro de
las muestras de DNA de Listeria monocytogenes y
Salmonella enterica subsp. Typhimurium.
Tabla 9. Concentraciones de templado de Listeria y Salmonella.

Tabla 10. Estandarizacion del inéculo de Salmonella enterica
subsp. Typhimurium..

Tabla 11. Estandarizacion del in6culo de Listeria monocytogenes.

Tabla 12. Concentraciones de DNA de muestras de masa y de
carne, obtenido mediante la extraccion quimico
enzimatica.

Tabla 13. Concentracion de DNA con el kit comercial Fast ID de
Listeria monocytogenes obtenido para determinar los
limites de deteccion del método.

Péagina

32

33

44

44

51

56

59

59

60

63



Tesis

Tabla 14.

Tabla 15.

Tabla 16.

Tabla 17

Tabla 18.

Tabla 19.

Tabla 20.

Tabla 21.

Concentracion de DNA de Salmonella enterica subsp.
Typhimurium.obtenido para determinar los limites de
deteccion del método

Concentraciones del templado de Listeria
monocytogenes en la reaccion de PCR para la
determinacién de los limites de deteccion

Concentraciones del templado de Salmonella enterica
subsp. Typhimurium en la reaccion de PCR para la
determinacion de los limites de deteccion

Cuantificacion de bacterias sobrevivientes durante el
almacenamiento a baja temperatura de carne de res.

Cuantificacion de bacterias en el agar cuenta en placa, a
30°C, condiciones aerobias.

Concentraciones de DNA de Listeria monocytogenes
obtenido con el kit comercial Fast ID.

Concentraciones de DNA de Salmonella entérica subsp.

Typhimurium.obtenido con el kit comercial Fast ID.

Concentracion de DNA obtenidos de la extraccion
realizada a las colonias “no tipicas” que crecieron en las
cajas de agar Oxford y agar XLD.

64

64

65

69

71

74

74

77

10



Tesis

indice de Figuras.

Numero de Figura

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Titulo

La palabra se refiere a aquellas partes de los
animales que se usan como alimento.

Organizacion del musculo esquelético.

Termociclador Biometra el cual se puede
programar para controlar la temperatura y el
tiempo de reaccion

Reaccién en cadena de la polimerasa

Desnaturalizacién. Se rompen los puentes de
hidrogeno dejando a la doble hélice como
cadena sencilla.

Alineamiento. Los cebadores complementarios
que flanquean el sitio a amplificar se enlazan
formando puentes de hidroégeno. De esta
manera la polimerasa puede comenzar a
extenderlos para copiar ambas hebras molde.

Extension. A la temperatura 6ptima de la ADN
Polimerasa Taq (72°C), la enzima agrega los
dNTPs a partir del 5 . hacia el extremo 3.

Diagrama general de la metodologia utilizada
en el estudio.

Gel de Agarosa donde se muestra el DNA
extraido de cepas puras de Listeria
monocytogenes (carriles 2 a 5) y Salmonella
enterica subsp. Typhimurium. (carriles 6 a 9).

Gel de agarosa al 2% donde se observan las
bandas correspondientes a los productos
amplificados de la reaccion de PCR de cepas
puras de Salmonella Typhimurium de la region
ITS (internal transcribed spacer) (carriles 2 y 3)
y de Listeria monocytogenes de la region
correspondiente al gen de la hemolisina,
listeriolisina O (carril 4y 5.)

Pagina

27

28

29

29

30

40

54

57

11



Tesis

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

A) Caja de Agar XLD con colonias
caracteristicas de Salmonella enterica subsp.
Typhimurium. B) Caja con agar Oxford con
colonias caracteristicas de Listeria
monocytogenes

Gel de agarosa al 1% donde se observa el
DNA extraido mediante el método quimico
enzimético de masa de maiz nixtamalizado
(carril 2 y 3) y carne inoculada con Salmonella
enterica subsp. Typhimurium. (carril 4) y
Listeria monocytogenes (carril 5).

Gel de agarosa al 1% donde se muestran las
bandas correspondientes a la extraccion de
DNA con el Kit Comercial Fast ID para

determinar los limites de deteccion del método.

Gel de agarosa al 2% donde se muestran los
productos de PCR de correspondientes a los
limites de deteccion de Salmonella.

Gel de agarosa al 2% donde se muestran los
productos de PCR de correspondientes a los
limites de deteccidn de Listeria.

Sobrevivencia de Listeria monocytogenes y
Salmonella enterica subsp.
Typhimurium.durante el almacenamiento en
congelacion.

A)Caja de agar XLD donde se pueden
observar colonias caracteristicas de
Salmonella y colonias diferentes de color
amarillo. B)Cajas con agar Oxford donde se
observan colonias caracteristicas de Listeria
monocytogenes y colonias diferentes de color
amarillo

Cuantificacién de bacterias en el agar cuenta
en placa, a 30°C, condiciones aerobias.

Gel de agarosa al 1% donde se observa el
DNA extraido de muestras de carne
inoculadas con Listeria monocytogenes (carril

58

61

62

66

67

69

71

72

73

12



Tesis

2 a 8) y con Salmonella enterica subsp.
Typhimurium. (carril 9 a 16).

Figura 20. Gel de agarosa al 2% donde se muestran las 76
bandas caracteristicas de la region
correspondiente al gen de la hemolisina,
listeriolisina O de Listeria monocytogenes
identificadas en las muestras de carne
utilizadas en el muestreo

Figura 21. Gel de agarosa al 2% donde se muestran las 76
bandas de la aregion ITS (internal transcribed
spacer) caracteristicas del Salmonella enterica
subsp. Typhimurium. identificadas en las
muestras de carne utilizadas en el muestreo.

Figura 22. Gel de agarosa al 2%, carril 1 marcador 78
molecular, carril 2 control negativo, carril 3
control positivo de Salmonella, carril 4 control
positivo de Listeria, carril 5 colonia (SG)
tomada de la caja de agar XLD con primers de
Listeria, carril 6 colonia (SG) tomada de la caja
de agar XLD con primers de Salmonella, carril
7 colonia (SC) tomada de la caja de agar XLD
con primers de Salmonella, carril 8 colonia
(SC) tomada de la caja de agar XLD con
primers de Listeria, carril 9 colonia (LG)
tomada de la agar Oxford con primers de
Salmonella, carril 10 colonia (LG) tomada de la
caja de agar Oxford con primers de Listeria.

13



Tesis

1. Resumen.

Para este estudio se utilizaron cepas de Salmonella enterica subespecie
Typhimurium y Listeria monocytogenes, ya que estos microorganismos tiene una
gran importancia en el area de alimentos porque son de los principales causantes
de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s). Se detectaron los productos
caracteristicos de PCR de cepas puras de estas dos bacterias, después, se
determinaron los limites maximos y minimos del método de deteccion los cuales
fueron de 10* UFC/g y de 10* UFC/g para ambas bacterias y también se determino
si era necesario someter las muestras a enriqguecimiento o no. Después, se
determinaron las concentraciones con los cuales se inocularon las muestras, estos
indculos estaban en el orden de 10°> UFC/g para Salmonella enterica subespecie
Typhimurium y de 10* UFC/g para Listeria monocytogenes. Se probaron dos
meétodos diferentes de extraccion de DNA, el quimico-enzimatico y un método
comercial (Kit Fast ID) y se eligié el método comercial ya que con este se obtenian
productos amplificados. Las muestras de carne inoculadas se sometieron a
congelacion a -14°C y se monitoreo por 4 semanas para detectar a los patégenos
presentes mediante una reaccion de PCR y se cuantificaron las bacterias
sobrevivientes mediante cuentas en placas en agar XLD y agar Oxford; estas
cuentas presentaron una disminucion durante las 4 semanas de monitoreo,
ademas, se presentaron colonias diferentes a las tipicas durante todo el muestreo,
estas bacterias se cuantificaron en agar cuenta en placa y también mostraron una
disminucién. Se realiz6 una reaccion de PCR para las colonias que eran diferentes
de la tipicas y se encontr6 que de las 3 colonias tomadas las 3 presentaban
bandas caracteristicas para Salmonella y una colonia también presentaba la
banda caracteristica para Listeria monocytogenes.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Carne

Bajo el término de carne muscular (carne en sentido estricto) se incluye,

fundamentalmente, el tejido muscular esquelético del animal; que representa

alrededor del 40 al 50% del peso corporal total del animal (Prandl, 1992) (Figura
1).

2.1.1 Estructura de la carne

El musculo esquelético esta constituido por células filamentosas (fibras
musculares), que dispuestas paralelamente unas sobre otras dan lugar a los
musculos. Las fibras musculares contienen ciertas estructuras fibrilares dispuestas
longitudinalmente (miofibrillas) y constituidas a su vez por finas fibras de proteinas

1Imagen tomada de: Arenas, Lilia et al. Calidad microbiolégica de la carne y los productos carnicos.
Agrotécnico No. 25. (2009) 44-46
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(filamentos). Las miofibrillas tienen la propiedad de acortarse debido a
transformaciones quimicas reversibles y con ello hacen posible la contraccion
muscular. El diametro de las miofibrillas asciende aproximadamente a 1um.

Estas estructuras estdn formadas por unidades estructurales idénticas enlazadas
longitudinalmente y denominadas sarcoOmeros. Cada sarcomero tiene multitud de
filamentos de proteinas que son los responsables Ultimos de la contraccion
muscular (Prandl, 1992).

SARCOLEMA

MITOCONDRlA MIOFILAMENTOS

I

FES | B

LINEA Z JLNEAZ |
o

Wi e——®

hd BANDA A

MIOFIBRILLAS 0, ey
SARCOMERO
L RETICULO LINEA Z LINEA Z
FIBRA TUBULOS T SARCOPLASMATICO
/ — —
NUCLEO :ce'EE o= —_—
FILAMENTO GRUESO — =BE — 3 =
FILAMENTO DELGADO — ; = Bl
- J [P—
/ TROPONINA \\ / \
." \‘ v.'

ACTINA TROPOMIOSINA MIOéINA

Figura 2. Organizacion del masculo esquelético®.

Las miofibrillas estan inmersas en un fluido, el sarcoplasma. La estructura celular
estd rodeada de una membrana muy delgada, el plasmalema, recubierta de una
fina capa de tejido conjuntivo, el sarcolema. Cada célula muscular puede
presentar cien 0 mas nudcleos, que se hallan inmediatamente debajo de la
membrana celular y que poseen una forma elipsoidal, con su eje mayor orientado
paralelamente a la fibra. El sarcoplasma contiene mioglobina que confiere a la

musculatura estriada su color rojo.

2 Imagen tomada de internet: http://www.bsas.org.uk/downloads/annlproc/Pdf2001/247.pdf
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Las fibras musculares estan rodeadas de una fina pelicula de tejido conectivo a la
gue se denomina endomisio. Se utiliza el término de perimisio para definir la
lamina de tejido conectivo que envuelve los grupos de fibras musculares y el de
epimisio para referirse a la fuerte ldmina de tejido conectivo que rodea cada

musculo.

Asociados a la estructura del tejido conjuntivo se encuentran los vasos
sanguineos, vasos linfaticos y los nervios. Cada fibra muscular esta unida a una
terminacion nerviosa motriz y mediante estimulacion es controlada la contraccion

muscular.
Las fibras musculares estan unidas a finos hilos que al confluir, en los extremos

finales de los musculos, forman gruesos cordones o tendones que normalmente

se relacionan con las estructuras 6seas (Prandl, 1992).

2.1.2 Caracteristicas fisicas y quimicas de la carne

Se designa con el nombre de carne fresca a la carne que no ha sido sometida a
ningun tratamiento que modifigue de modo irreversible sus caracteristicas
sensoriales y fisicoquimicas. Los principales pardmetros sensoriales que se deben
tomar en cuenta para decidir si la carne es fresca o no son: el color que debe ser
rojo cereza, no debe tener olores ni sabores extrafios, debe tener un aspecto
homogéneo sin zonas necroticas ni quemaduras por congelacion (Kerry et al.,
2002).

El musculo contiene aproximadamente un 75% de agua, del 15 al 20 % de
proteinas, 3,5% de sustancias no proteinicas solubles y un porcentaje de grasa
que varia del 5 al 40 dependiendo del tipo y raza del animal, de su alimentacion y
de su edad (Tabla 1). (Charley, 2004).

17
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Tabla 1. Composicién de la carne de res y de cerdo®

Agua Proteinas Grasa
Res
Magra 74 % 20.3% 4.6 %
Filete 59.4 % 16.6 % 22.8%
Pulpa 68.7 % 20.2% 10.6 %
Cerdo
Magra 71.5% 20.7 % 7.1%
Lomo 54.5 % 159% 29.5%
Pierna 59.5 % 16.6 % 22.5%

Se considera que el valor nutritivo de las proteinas de la carne es superior al de
las proteinas vegetales, aunque las diferencias entre ellas no son en realidad muy
grandes. Las proteinas de la carne contienen aminoacidos esenciales que hacen

gue su valor biolégico sea mayor (Tabla 2) (Prandl, 1992).

Tabla 2. Contenido de aminoacidos esenciales en las proteinas musculares de la carne de res 4

Aminoacidos Contenido en las Aminoacidos Contenido en las

proteinas proteinas
musculares (%) musculares/%)
Histidina 3.3 Fenilalanina 5.0
Isoleucina 6.0 Treonina 5.0
Leucina 3.5 Tript6fano 14
Lisina 10.0 Valina 55
Metionina 3.2

La cantidad y la estructura de la grasa animal dependen sobre todo de la especie,

de la raza y de la alimentacién, por lo que puede variar entre un 0.5% y un 25%, o

® Tabla tomada de: Oskar Prandl. Tecnologia e higiene de la carne (Madrid: Acriba 1992) 101- 195
* Tabla tomada de: Oskar Prand. Tecnologia e higiene de la carne (Madrid: Acriba 1992) 101- 195
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incluso un contenido mayor. La grasa animal esta constituida principalmente por
triglicéridos, que son ésteres de acidos grasos de longitud de cadena media y
larga, no todos son esenciales para el ser humano. Dentro de la definicion de
grasa animal también se encuentran los lipidos estructurales que contribuyen a la
formacion de ciertas estructuras celulares. La acumulacion de la grasa muscular

ocurre en el tejido conjuntivo y es visible en forma de veteado (Kerry et al., 2002).

El contenido mineral de la carne se encuentra asociado a compuestos organicos.
En la carne fresca el contenido de minerales se eleva al 1%, aproximadamente,
gue corresponde a fosfatos y sulfatos de potasio, ademas de sodio, magnesio,
calcio, cloro, hierro y zinc y también se puede presentar oligoelementos como el
flaor, el bromo, yodo, silicio, asi como el manganeso y el cobre (Tabla 3) (Prandl,
1992).

Tabla 3. Contenido de minerales en la carne fresca®

Minerales Contenido en 100 g de carne fresca
Potasio 300 — 400 mg

Sodio 40 -80 mg

Calcio 5—-7mg

Magnesio 10 -30 mg

Hierro 10 -20 mg

Cloro 40 — 80 mg

Azufre 150 — 300 mg

Fosforo 100 mg

Zinc 3-5mg

El contenido acuoso de la carne esta entre un 70 — 80 %, que en su mayor parte,

estd en forma de agua libre, donde se hallan disueltos diversos complejos solubles

® Tabla tomada de: Oskar Prandl. Tecnologia e higiene de la carne (Madrid: Acriba 1992) 101- 195
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y son difundidas algunas sustancias. La cantidad de agua ligada se cifra en
aproximadamente un 5 %.

El sabor y aroma de la carne desempefian un importante papel en la alimentacion
dado que estimulan la secrecién de las glandulas salivales y del jugo géstrico
estimulando el apetito. EI aroma resulta de la combinacion de numerosas
sustancias con sabor y aromaticas que individualmente no tendrian este aroma,
entre estas sustancias se encuentran: aminoacidos, péptidos, acidos organicos,
alcoholes, aldehidos, cetonas, esteres, derivados del benceno, furanos, lactonas,
etc.

El aroma depende principalmente del componente graso de cada especie, se

debe, en consecuencia, a sustancias aromaticas liposolubles que se forman por

calentamiento de los componentes de la grasa (Kerry et al., 2002).

2.1.3 Cambios post — mortem de la carne

Cuando ocurre la muerte del animal, y ante el cese del aporte de oxigeno a través
de la sangre, unicamente son posibles los procesos anaerobios. El contenido de
oxigeno del musculo es demasiado bajo para poder mantener una fosforilacion
oxidativa para convertir ADP en ATP, sin un suministro continuo de oxigeno a
través de la sangre. La contraccibn muscular requiere energia almacenada en el
ATP, el cual es hidrolizado para dar monofosfato inorganico y ADP. La disociaciéon
del grupo fosfato terminal del ATP es la Unica forma de liberar la energia

acumulada en ese enlace (Prandl, 1992).

2.1.4 Fendbmenos que conducen a la rigidez cadavérica

Los fenomenos que acontecen en la musculatura de los animales inmediatamente

después del sacrificio se deben, por una parte a los procesos metabdlicos
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anteriormente descritos y por otra a la falta de suministro sanguineo y a los
consiguientes trastornos metabdlicos.

Los procesos bioquimicos del musculo tras el sacrificio estan marcados por el
proceso de degradacion y resintesis del ATP. La sintesis del ATP se realiza, ante
la pérdida del suministro de oxigeno, exclusivamente por via anaerdbica. A
diferencia de lo que sucede en la fosforilacion oxidativa, a partir del acido piravico
se produce acido lactico que no puede ser transformado. La acumulacion del &cido

lactico lleva a una disminucion del pH de la carne.

Después del agotamiento de las reservas de glucégeno y de la fosfocreatinina se
produce una rapida disminucion de la concentracion de ATP, con lo cual el efecto
suavizante desaparece. EI musculo pierde su flexibilidad y elasticidad y su
extensibilidad se reduce hasta alcanzar solamente en un 5 — 10 % su longitud

normal, de esta forma el musculo llega a un estado de rigidez cadavérica.

El periodo de aparicion del rigor mortis depende de factores como, la cantidad de
glucogeno almacenada, si esta cantidad es alta el rigor mortis se tarda en
aparecer, pero llegaria al valor de pH adecuado (aproximadamente 5) (Prandl,
1992).

2.1.5 Resolucion del rigor mortis y maduracion de la carne.

Después de un periodo de tiempo mas o menos variable hay una progresiva
“resolucion” del rigor mortis cuando los musculos se ablandan. Las miofibrillas se
vuelven mas facilmente fragmentables mediante la homogenizacion controlada del
muasculo en disoluciones acuosas (indice de fragmentacion). Con tiempos de
maduracion mas largos después de la muerte del animal, el indice de

fragmentacién aumenta y la carne se vuelve mas tierna (Warris, 2003).

La maduracion de la carne tiene lugar, normalmente, durante el almacenamiento

de las canales. Se lleva a cabo a una temperatura de -1 a 2 °C. Sin embargo, para
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acelerar este proceso se recomiendan temperaturas mas elevadas (mayores a
15°C). (Préandl, 1992)

Los cambios que conducen a la maduracion comienzan incluso antes de la
aparicion del rigor mortis. El colageno y la elastina no muestran ningin cambio
durante la maduracién, aunque se llega a producir una cierta solubilizacién &cida
de colageno a través del acido lactico derivado de la glicélisis, esto contribuye a

gue la carne sea mas tierna.

La suavidad de la carne esta relacionada con la facilidad de extraccion de las
proteinas miofibrilares. Esto hace suponer que la menor dureza de la carne es
debida a la separacién de los filamentos de actina del disco Z y a la relajacién de
las conexiones transversales entre los filamentos de actina y miosina. Se
considera que el ablandamiento de la carne interviene también la posibilidad de
que la red del reticulo sarcoplasmico pueda perder su integridad en torno a las

miofibrillas individuales.

La maduracion de la carne, ademas de conducir a la disminucion de la durezay a
la elevacion del pH, aumenta la capacidad de retencion de agua. El incremento del
pH y de la capacidad de retencién de agua es, fundamentalmente, debido a la
degradacion de las proteinas para dar péptidos y aminoacidos, y a la liberacién de
iones de sodio y de calcio por parte del reticulo sarcoplasmico. Con todo ello,
aumenta el pH y se incrementa la presion osmética en las células musculares. La
liberacion de iones se manifiesta también por la elevacion de la conductibilidad

eléctrica.

Entre los hechos que caracterizan a la maduracion de la carne es de destacar el
desarrollo del aroma. Los procesos post-mortem acontecidos hasta la aparicion
del rigor mortis conducen a la degradacion del ATP a través del ADP y el AMP
hasta la formacion de inosin-monofosfato (IMP), fosforo inorganico y amoniaco. El
IMP, al degradarse da lugar a la ribosa, al fosfato y a la hipoxantina. A esta ultima

molécula se le atribuye un efecto favorable sobre las caracteristicas sensoriales de
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la carne. También se producen compuestos que contribuyen al aroma al

degradarse proteinas y grasas (Prandl, 1992).

2.1.6 Microbiologia de la carne

La microbiologia de la carne se ocupa de la presencia, origen e identificacion de
los microorganismos existentes en la carne. La sistematica de los
microorganismos establecida cada vez con mayor detalle en los ultimos afios
permite que la microbiota de la carne pueda ser identificada mas minuciosamente.
Como también se ha investigado mas profundamente el comportamiento
fisiologico de la microbiota, hoy dia pueden diferenciarse las caracteristicas
metabdlicas y con ellas la importancia funcional de los microorganismo de la carne
(Ngrrung et al., 2008).

El perfil microbioldgico de la carne depende del sacrificio, del proceso de

empacado, y las condiciones de almacenamiento de la carne.

La tasa microbiana constituye un parametro fidedigno para calificar la calidad de la

carne. Se han dividido a los microorganismos en cuatro grupos:

A. Microorganismos indeseables que tienen caracteristicas generadoras de
enfermedades, reciben el nombre de patégenos. Las enfermedades
producidas por los patégenos de origen animal para el hombre se conocen
COMO ZOoOonosis.

B. Microorganismos indeseables causantes de alteraciones, no tiene
propiedades patdégenas pero amenazan con su metabolismo la capacidad
de conservacion de la materia prima.

C. Microorganismos tolerables, aquellos que no participan ni en alteraciones
de la salud, ni en la descomposiciéon de la materia prima. Se trata de

microorganismos que sélo desarrollan una actividad metabdlica escasa.
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D. Microorganismos beneficiosos que en virtud de su metabolismo influyen
ventajosamente sobre las materias primas o0 productos terminados,

contribuyendo con ello a mejorar o asegurar la calidad.

Esta clasificacion, basada exclusivamente en criterios funcionales, ocasiona

naturalmente superposiciones, al menos entre los grupos b y d.

La presencia de determinados microorganismos permite la deteccion de
contaminacion; estos microorganismos reciben el nombre de indicadores de
calidad. Los microorganismos que estan presentes habitualmente en el contenido
intestinal como por ejemplo Escherichia coli, indican de contaminacion con

particulas de heces (Prandl, 1992).

La carne alberga asimismo multitud de especies microbianas. Estas se encuentran
principalmente en la superficie corporal, sobre todo en las regiones humedas de
las aberturas naturales, y también son abundantes los microorganismos que se
encuentran en el tracto gastrointestinal. La inmensa mayoria de estos

microorganismos son anaerobios estrictos (Doyle et al., 2001).

2.1.7 Microorganismos patdégenos en la carne

La carne puede contener microorganismos patdgenos; estos constituyen un riesgo
tanto para el consumidor como para los que manipulan la carne. La deteccion y
exclusion de tales riesgos es solo posible en parte mediante el reconocimiento de
los animales que se realiza antes de su sacrificio y con la posterior inspeccion de

las canales (Sofos, 2008).
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2.1.8 Enfermedades transmitidas por alimentos.

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) se producen por la ingestiéon
de alimentos y/o bebidas contaminados con microorganismos patdgenos que
afectan la salud del consumidor en forma individual o colectiva. Sus principales
sintomas son diarrea y vomito, pero también se puede presentar choque séptico,
hepatitis, cefaleas, fiebre, vision doble etc.

Hasta la fecha se han descrito mas de 250 ETA. La mayoria son infecciones
ocasionadas por distintas bacterias. Las bacterias mas cominmente reconocidas
como causantes de ETA se encuentran especies de los géneros Campylobacter y
Salmonella, asi como la cepa O157:H7 de E. coli. A largo plazo, algunas de estas

enfermedades pueden conducir a otros padecimientos.

Las ETA constituyen un importante problema de salud publica debido al
incremento en su ocurrencia, el surgimiento de nuevas formas de transmision, la
aparicién de grupos poblacionales vulnerables, el aumento de la resistencia de los
patdbgenos a los compuestos antimicrobianos y el impacto socioeconémico que
ocasionan. La incidencia de estas enfermedades es un indicador directo de la
calidad higiénico-sanitaria de los alimentos, y se ha demostrado que la
contaminacion de estos puede ocurrir durante su procesamiento o por el empleo
de materia prima contaminada, pues algunas bacterias patégenas para el hombre
forman parte de la flora normal de aves, cerdos y ganado (Gonzalez Flores et al.,
2005).

2.1.9 Salmonella spp

Todos los miembros del género Salmonella son bacilos Gram negativos,
anaerobios facultativos con flagelos peritricos, pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae. Su habitat natural es el tracto intestinal de los mamiferos y de

las aves. Sus principales caracteristicas metabdlicas involucran la fermentacion de
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glucosa con produccion de &cido y la capacidad de producir sulfuro de hidrégeno.
El género Salmonella actualmente estd compuesto de dos especies, Salmonella
enterica y Salmonella bongori. Salmonella enterica consiste en seis subgrupos,
grupo | (S. enterica subsp. enterica) I, lla, lllb, IV, y VI. Solo la S. enterica subsp.
enterica es considerada de relevancia clinica, y esta subespecie incluye al
patégeno asociado con la fiebre tifoidea S. enterica serovar Typhi. Las otras
subespecies y la Salmonella bongori estan usualmente asociadas con el ambiente
o con los reptiles y no es considerada como problema de salud publica.

La invasion celular es un importante factor que influencia la virulencia de los
serotipos de Salmonella, el fenotipo invasivo esta determinado por un gran cluster
de genes en la isla de patogenicidad 1 de Salmonella (SPI1), la cual est4 presente

en todas las especies invasivas de Salmonella (Levin, 2010).

La capacidad de supervivencia del microorganismo, sus escasas exigencias en lo
referente al sustrato y su capacidad de multiplicarse fuera de los organismos vivos

han hecho fracasar todos los intentos de erradicar la salmonelosis.

La salmonelosis es una infeccion aguda difundida a nivel mundial, con variaciones
en la frecuencia de serotipos de un pais a otro, con gran importancia en la salud
publica debido al impacto socioecondmico que ocasiona tanto en los paises en
desarrollo como en los desarrollados. Se presenta principalmente en areas donde
no se ha alcanzado las condiciones de higiene adecuadas La transmision puede
producirse mutuamente entre los animales y los hombres, pero la forma de
transmision mas importante es por medio de los alimentos ya que los brotes
causados por estos son los que afectan a centenares de personas y, aunque la
salmonelosis puede ser causada por cualquiera de los casi 2500 serotipos que
existen hoy, los que se aislan con mayor frecuencia en México son la Salmonella

Enteritidis y Salmonella Typhimurium (Gutierrez Cogo et al., 2000).

La incidencia de la Salmonelosis de origen alimentario a partir de la década de los

ochenta ha aumentado considerablemente en el mundo industrializado y ha
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alcanzado proporciones epidémicas en varios paises. Este incremento es el
resultado de una combinacion de factores relacionados con el desarrollo en la
industrializacion en todas las fases de produccién de los alimentos, asi como el
almacenamiento, distribucion y preparacion de los mismos. Estos cambios han
tenido como consecuencia nuevos problemas en la higiene de los alimentos al
originar una fécil diseminacion de Salmonella asi como de otros patdégenos en los
alimentos (Zaidi et al., 2006).

La contaminacion con Salmonella se puede prevenir evitando la multiplicacion de

la bacteria en los primeros momentos de la produccion o mejorando las

condiciones del sacrifico de los animales.

2.1.10 Listeria monocytogenes

Es un bacilo mévil, Gram positivo con flagelos peritricos. Tiene la capacidad de
crecer a temperaturas de 4°C, se puede encontrar en agua, suelo, animales, y en

una gran variedad de alimentos.

Esta bacteria es de interés de salud publica ya que es el agente causante de la
listeriosis, una infeccién que se caracteriza por provocar monocitosis, crecimiento
del microorganismo en macréfagos, septicemia, y la formacion de abscesos en las
visceras. La infeccion en mujeres embarazadas puede provocar la invasion del
feto y provocar abortos. La forma mas comun de la listeriosis es la meningitis, la
cual de desarrolla principalmente en neonatos, y tiene una tasa de mortalidad que
va del 20 al 40%, ademas del desarrollo de secuelas, como retardo psicomotor.

Entre las siete especies de Listeria, solo L. monocytogenes y L. ivanovii son
patdogenos para los humanos y animales. Los factores de virulencia que
contribuyen a la patogenicidad del organismo y a la habilidad de entrar, sobrevivir

y crecer dentro de las células mamiferas es la hemolisina a (listeriolisina O).
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Para el desarrollo de la enfermedad se requieren niveles de contaminacién de 10?
a 10* células del microorganismo por gramo de alimento. Sin embargo, la dosis
infectiva varia dependiendo de la patogenicidad y virulencia de la cepa involucrada

y de los factores de riesgo del hospedero (Levin, 2010).

Los brotes de listeriosis a nivel mundial, tiene como principal vehiculo acarreador,
alimentos como productos lacteos y carnicos. En México no se conoce la
incidencia de listeriosis.

El control de este microorganismo durante la produccion y el almacenamiento de
alimentos es un punto critico en la proteccién contra la Listeria, pero la resistencia
del microorganismo al estrés ambiental y a algunas medidas antimicrobianas
aplicadas en la produccion o en el almacenamiento hacen dificil el control de esta
(Callejo et al., 2008).

Una particularidad de la epidemiologia de esta bacteria es la distribucion

desproporcionada de los subtipos que se han aislado de pacientes que presentan
listeriosis (Alcazar Montafiez et al. 2006).

2.1.11 Escherichia coli.

Es un bacilo Gram negativo, es anaerdbico facultativo, movil por flagelos
peritricos, no forma esporas, es capaz de fermentar la glucosa y la lactosa. E. coli,
en su habitat natural, vive en los intestinos de la mayor parte de mamiferos sanos.

Es el principal organismo anaerobio facultativo del sistema digestivo.

En individuos sanos, es decir, si la bacteria no adquiere elementos genéticos que
codifican factores virulentos, la bacteria actia como un comensal formando parte
de la flora intestinal y ayudando asi a la absorcion de nutrientes. En humanos, E.

coli coloniza el tracto gastrointestinal de un neonato adhiriéndose a las
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mucosidades del intestino grueso en el plazo de 48 h después de la primera

comida.

Se distinguen 6 tipos segun su poder patdgeno: Enteroagregativa (EAEC),
Enterohemorragica (EHEC), Enteroinvasiva (EIEC), Enteropatégena (EPEC),
Enterotoxigénica (ETEC), adherente difusa (DAEC). La cepa mas peligrosa es una
enterohemorragica O157:H7, que ha causado graves infecciones en personas de
paises desarrollados. Se puede diferenciar de otras E. coli por la produccion de
una potente toxina que dafa el revestimiento de la pared intestinal y causa diarrea
con sangre. El tipo EPEC es uno de los agentes causantes de diarreas en paises
en vias de desarrollo como México, esto se debe en gran medida a que en el
ambito local se desconocen muchos aspectos relevantes acerca de la virulencia y
el diagnéstico eficaz de este agente, lo que repercute en el control adecuado de la

enfermedad diarréica en nifios (Vidal et al., 2007).

La contaminacion de los alimentos con esta bacteria se puede prevenir mejorando

los procesos de produccion de los alimentos (Levin, 2010).

2.1.12 Staphylococcus aureus.

Es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo y es la especie predominante en
los brotes de infeccion estafilococica. Esta enfermedad es causada por la
produccion de enterotoxinas que estan presentes en el microorganismo (A, B, C,
D y E). La enterotoxina A es la mas frecuente. Todas estas enterotoxinas son
termoestables y resistentes a las proteasas gastrointestinales como la pepsina,
esto explica su habilidad de permanecer activas después de la ingestién. La
cantidad de enterotoxina requerida para que aparezcan los sintomas es muy baja
aproximadamente de 20 ng a 1 pg, lo cual corresponde aproximadamente a 10°
UFC /g de alimento (Pelisser et al., 2009).
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Las enterotoxinas se dividen en dos grupos. Los miembros del grupo 1 son
consideradas toxinas eméticas y se conocen como SEA, SEB, SECi, SECho,
SED, y SEE Yy son las causantes del 95% de las enfermedades por enterotoxinas
de Staphylococus, en humanos. El grupo 2 incluye 15 enterotoxinas encontradas

recientemente.
Los sintomas tipicos de las infecciones con las enterotoxinas de este

microorganismo son autolimitantes e involucran vomito, dolor abdominal y diarrea
(Levin, 2010).

2.1.13 Campylobacter jejuni:

Es un bacilo gram negativo, movil es microaeréfilo que puede sobrevivir a
temperaturas de refrigeracién por varias semanas, pero solo unos pocos dias a
temperatura ambiente. Es sensible a las temperaturas ambientales, a la
desecacion, a los acidos, a los desinfectantes, al oxigeno en dosis excesivas, por
lo cual requiere de una atmésfera especial para su crecimiento ademas de no
desarrollarse en alimentos con un bajo pH. Existen 14 especies de
Campylobacter, pero C. jejuni es la que frecuentemente se relaciona con las

enfermedades en humanos.

Se encuentra en el intestino de muchos animales domésticos, particularmente en
aves como el pollo, donde coloniza el intestino y da como resultado animales

saludables que se convierten en hospederos.

Es uno de los principales agentes infecciosos de la campilobacteriosis, que se
presenta principalmente en paises industrializados. Suele ser auto limitante, pero
se pueden presentar complicaciones como artritis, meningitis, neumonia y una
forma severa del sindrome de Guillain—Barré que involucra paralisis

neuromuscular de las extremidades.
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2.1.14 Yersinia enterocolitica.

Es un bacilo Gram negativo, mévil que crece en temperaturas menores a 25°C, no
forma esporas, es anaerobio facultativo, es movil por flagelos peritricos, es
oxidasa negativo y catalasa negativo, su temperatura ideal de crecimiento esta
ente 30 - 37°C, tiene la capacidad de reproducirse a £5°C y aun pH entre 7 y 8. Se
conocen 5 biotipos y hasta 70 serotipos, basados en antigenos O, y su
patogenecidad esta asociada a los biotipos 1, 2 y 4 y a los serotipos O:3, O:8, y
0:9 (Prandl, 1992). Causa la infeccion llamada yersiniosis se presenta con fiebre,
diarrea y dolor abdominal durante 1-3 semanas, en algunos casos se presenta
adenitis mesentérica (inflamacion de los ganglios del mesenterio) que puede imitar

a la apendicitis (Ferri, 2003).

En los Estados Unidos, los cerdos son reservorios comunes de los serotipos O:3y
0:9, en Dinamarca, Bélgica y Suecia, el serotipo O:3 es el predominante en estos
animales, pero en los Estados Unidos, se ha detectado con mayor frecuencia el
serotipo O:8.

Otra caracteristica relacionada con el crecimiento del microorganismo es que
puede alcanzar niveles de infeccion en cuatro dias en la carne de cerdo y también
ha sido aislada a partir de carne empacada al vacio, en alimentos congelados
cuando éstos han tenido procesos repetidos de congelacién y descongelacion.

También se ha encontrado en la leche y en los productos derivados.
En México, se desconoce la presencia de Yersinia enterocolitica en cerdos, asi

como los biotipos y serotipos que estan presentes en el pais (Elizalde et al.,
2001).
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2.1.15 Brucella abortus:

Son bacilos inmadviles, gram negativos que de acuerdo con su comportamiento
bioquimico y de fagotipificacion se clasifican en 6 especies que estan asociadas a
varios huépedes principales, B. abortus al ganado bovino, B. melitensis al caprino,
B. suis a los porcinos, B canis a los caninos, y B. neotomae a roedores salvajes,
recientemente, B. maris se asocia a mamiferos marinos (Medellin Vega, 2006).
Puede sobrevivir en carne fresca durante semanas, y en carne sazonada y curada

se mantiene viable al cabo de 150 dias.

La brucelosis es una enfermedad de difusion mundial, capaz de transmitirse desde
los animales al hombre, pero no a la inversa. La enfermedad también se adquiere
tomando leche infectada (Prandl, 1992). También se conoce como fiebre
ondulante, puede incapacitar fisicamente y puede volverse cronica para producir

una invalidez permanente.

Las brucelas sobreviven en ambientes extracelulares e intracelulares. Las
relaciones compatibles con los hospederos, incluyendo, periodos de incubacion
variables, portadores asintomaticos y resistencia a los tratamientos, estan entre

algunos de los problemas mas importantes.

A pesar de los esfuerzos que se estan haciendo desde hace mucho tiempo para
controlar y erradicar la brucelosis, esta infeccion sigue siendo una zoonosis
importante en el mundo entero. Su persistencia se puede atribuir a la diversidad
existente en el género Brucella; a la gran variedad y a la distribucion geografica de
los animales sensibles; y a la supervivencia y a los mecanismos de transporte de

un hospedero a otro que presentan estas bacterias (Medellin Vega, 2006).
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2.2 Métodos fisicos de conservaciéon de alimentos.

El deterioro de los alimentos se puede prevenir aplicando una o mas de las
siguientes estrategias: inhibicion del crecimiento microbiano, destruccion
(inactivacion irreversible) de células microbianas, o remocién mecanica de los

microorganismos de los alimentos.

Los métodos fisicos de conservacion de alimentos son aquéllos que utilizan
tratamientos fisicos para inhibir, destruir o remover microorganismos indeseables
sin involucrar aditivos antimicrobianos o productos del metabolismo como

conservadores.

Los tratamientos fisicos mas comunmente usados son: el secado, la congelacion,
y la refrigeracion que solo inhiben el crecimiento microbiano, las células
microbianas pueden ser destruidas o inactivadas irreversiblemente por los
tratamientos con rayos UV, microondas, radiaciones ionizantes, y con nuevos
tratamientos que no utilizan calor como los tratamientos a altas presiones
hidrostéticas o con pulsos eléctricos. La remocidén de microorganismos se puede
llevar a cabo por medio de filtracion de alimentos liquidos por membrana (Doyle et
al., 2001).

2.2.1 Congelacion.

Muchos alimentos se conservan mediante este método, el cual no produce

cambios sensoriales notables.
La congelacion de alimentos no ocurre a una temperatura definida pero si en un

rango establecido. Dependiendo de la composicion del alimento, el agua comienza

a congelarse entre —1 a —3 °C. Como un efecto de la congelacion la actividad del
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agua (Aw) decrece, por lo que en los alimentos congelados solo pueden crecer los

microorganismos tolerantes a temperaturas bajas y los xerotolerantes.

Durante la congelacion los microorganismos pueden sufrir maltiples dafos, los
cuales pueden causar su inactivacion directamente o en un corto tiempo.

El enfriamiento rapido de alimentos puede causar la muerte inmediata de una
porcion de las bacterias. Las bacterias Gram negativas especificamente las
mesofilas son mas susceptibles a dafios de membrana por efecto de la
congelacion. Durante la congelacion del agua ocurre un shock osmatico y la
formacion de cristales intracelulares causa dafios mecanicos. La concentracion de

liquidos celulares cambia el pH y la fuerza iénica (Archer, 2004).

La calidad de los alimentos congelados depende de la calidad de su materia prima
antes de la congelacion. Aunque algunos microorganismos se eliminan durante la
disminucién de la temperatura, durante el almacenamiento a la temperatura de
congelacion se conserva la viabilidad de los sobrevivientes. La congelacion
conserva la viabilidad de ciertos patégenos como por ejemplo Salmonella
enteriditidis en helado hecho en casa y comercial (Archer, 2004).

Entre los factores mas importes que afectan la congelacion es la composicion del
alimento donde se encuentra el microorganismo. Ciertos compuestos aumentan y
otros disminuyen el efecto de la congelacion, por ejemplo el glicerol, la sacarosa y

las proteinas tienen efecto crioprotector.

La temperatura es uno de los factores mas importantes que afectan el crecimiento
microbiano. Durante el almacenamiento de la carne la temperatura desciende

hasta un rango donde el crecimiento de los microorganismos es minimo.

Aunque la congelacion reduce considerablemente la carga microbiana en
alimentos no se puede considerar un proceso de esterilizacion, los
microorganismos sobrevivientes pueden crecer bajo ciertas condiciones durante la

descongelacién de alimentos congelados. La poblacion puede ser igual o exceder
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el nivel que existia antes y durante la congelacion. Durante la descongelacion se
libera del alimento una solucion rica en nutrientes, a través de la membrana
dafiada de las células microbianas y esto favorece el crecimiento microbiano. Por
lo tanto, los productos descongelados pueden ser vulnerables a un rapido
deterioro microbiano, y volver a congelar los alimentos es una préactica peligrosa
(Doyle et al., 2001).

2.2.3 Presién hidrostatica.

La alta presion hidrostatica tiene el potencial para producir alimentos de alta

calidad que sean microbiol6gicamente seguras con una larga vida de anaquel.

Los microorganismos responden de manera diferente a la alta presion. Las
esporas bacterianas son el grupo mas resistente y no pueden ser desactivadas

solamente por presion hidrostatica alta.

La alta presion hidrostatica genera dafios en la membrana de los
microorganismos, estos dafios generan una pérdida en la funcionalidad de la
membrana celular. También afecta a la morfologia de la célula, a las reacciones
bioquimicas del microorganismo, asi como a los mecanismos genéticos. Todos
estos dafios generan que la célula del microorganismo se inactive ya sea completa
o parcialmente. El que la célula puede recobrarse de estos dafios dependera de
las condiciones después del tratamiento, por lo que generalmente se adicionan
compuestos como el cloruro de sodio para inhibir el crecimiento de las bacterias
dafnadas (Patterson, 2005).

El tratamiento con alta presion hidrostatica se aplica a jugos de frutas para reducir
la cantidad de hongos y levaduras que puedan estar presentes asi como para
eliminar a los patégenos como E. coli O157:H7. También se pueden tratar a los

vegetales pero debido a su pH alto se mantiene la posibilidad del crecimiento de
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organismos formadores de esporas. En los alimentos delicatesen puede estar
presente Listeria monocytogenes u otros patdgenos, por lo que los tratamientos a
alta presion son un buen paso final para la conservacion de estos. Las ostras
también son un ejemplo de alimentos tratados con alta presion para la eliminacion
de Vibrio spp (Patterson, 2005).

2.3 Deteccidn e identificacién de microorganismos patbgenos.

La deteccion y la investigacion de los brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA) constituye uno de los principales retos para el sistema de salud
publica, pues requiere obtener, de manera oportuna y eficaz, informacion médica
(datos personales, sintomas, etc.) y analisis de laboratorio de los restos de
alimentos o de las materia primas empleadas en su elaboracion e, incluso, de las

manos de las personas involucradas en la manipulacion del alimento.

Tradicionalmente, las infecciones se detectan mediante el cultivo de muestras de
alimento que se creen contaminadas Yy la identificacion de las bacterias que crecen
en los medios de cultivo, con base en criterios morfologicos y fisioldgicos que
quizd dependa de factores ambientales o genéticos. Por otro lado, se ha
demostrado que algunas células bacterianas pueden entrar en un estado viable
pero no cultivable (VPCN), debido al procesamiento al que se sujeta el alimento, lo
gue imposibilita el uso de los métodos de cultivo como herramienta de diagndstico.

Ademas, la obtencion de resultados puede tomar dias incluso semanas.
Por esta razon es necesario emplear métodos mas rapidos y con mas sensibilidad,

como los métodos moleculares, para detectar a los microorganismo patdgenos
(Doyle et al., 2001).
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2.4 Desarrollo e impacto de los métodos rapidos de deteccidon de microorganismos

patégenos.

En la actualidad el analisis de alimentos para detectar microorganismos patégenos
son rutinarios, pero la mayoria de estos analisis se basan en métodos
dependientes de cultivo, crecimiento y conteo de células bacterianas viables. Sin
embargo, el avance de la biotecnologia ha hecho grandes cambios en los
métodos de deteccidn, desarrollando ensayos que sean especificos, rapidos y
algunas veces mas sensibles que los métodos convencionales. Estos ensayos son

llamados “métodos rapidos”.

Sin embargo, es importante conocer el impacto de estos métodos rapidos, los
continuos problemas en la deteccion de patdogenos en los alimentos, las
limitaciones, y la importancia de validar estos métodos antes de su aplicacion
(Doyle et al., 2001).

2.5 Problemas en el anélisis de alimentos.

El analisis microbiolégico en alimentos, especialmente para especies particulares
de patdégenos, presenta problemas importantes practicamente en todos los
métodos de utilizados para el analisis. Esto puede ser causado, por el hecho de
que las bacterias no estan distribuidas uniformemente, por la heterogeneidad en
los componentes, por la forma fisica y por la viscosidad que los alimentos
presentan. Todo esto no permite un analisis reproducible o un aislamiento

consistente de los microorganismos patdogenos.

En suma a los problemas antes mencionados, el analisis se complica por la
presencia de microbiota nativa. Esta microbiota no posee riegos de salud
significativos, pero su presencia en ocasiones interfiere con el aislamiento

selectivo y la identificacion de ciertos patdgenos, los cuales se encuentran en
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niveles mas bajos. Estas interferencias se convierten en problemas criticos
cuando los alimentos se someten a los analisis de deteccion de patdgenos como

Shigella, y E. coli enterohemorragica (EHEC).

Otro problema que se presenta es el dafio que provocan los procesos o0
tratamientos usados en la fabricacion de alimentos, como el calor, el frio, el
secado, la congelacion, los aditivos y conservadores, que causan un dafio letal en
las células bacterianas. Estas células dafiadas son sensibles a muchos
compuestos o antibidticos usados en los medios de enriquecimiento selectivo, y
esto puede causar que otras células presentes en la muestra crezcan en mayor

namero que las células del patégeno.

Para superar todos estos problemas, los métodos convencionales de identificacion
tienen que ser constantemente modificados o adaptados a cada especie de
bacteria a identificar. La modificacion mas efectiva a través de los afios es el
enriqguecimiento de la muestra, para aumentar la deteccion de especies
especificas de patdgenos. Este proceso usualmente comienza con el
preenriquecimiento de la muestra en medios no selectivos para reparar las células
dafiadas, después sigue el paso de enriguecimiento, donde se inoculan alicuotas
del medio preenriquecido a medios de enriquecimiento selectivo para el patégeno
de interés, en estos medios la microbiota nativa se inhibe y permite el crecimiento

del patégeno.

Como resultado a todos estos pasos previos, el andlisis con métodos
convencionales se lleva a cabo en un gran periodo de tiempo, por lo que el
realizar ensayos rapidos para asegurar la calidad del alimento se convierte en un

problema (Doyle et al., 2001).
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2.6 Métodos moleculares

Antes de 1980 y la llegada del PCR, la identificacion de microorganismos
patbgenos se llevaba a cabo mediante enriquecimiento e aislamiento de los
microorganismos de muestras clinicas y de alimentos, para después llevar a cabo
pruebas bioquimicas o0 inmunolégicas para confirmar la identidad del

microorganismo (Diaz Ruiz et al., 2003).

En los afios recientes los métodos moleculares han cambiado la perspectiva sobre
la diversidad microbiana y han permitido describir y monitorear distintos

microorganismos en diversos ambientes.

Con estos métodos ha sido posible determinar la estructura de comunidades
microbianas, ya que se usan métodos que no dependen de cultivos microbianos.
También estos métodos nos permiten saber si los microorganismos identificados

estan activos.

Si los microorganismos que se quiere identificar se encuentran en alimentos muy
complejos, se hace estudios in situ para evitar problemas al momento de extraer
los microorganismos.

Debe mencionarse que dentro de las técnicas de la biologia molecular la reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR) es por excelencia de las mas utilizadas.

2.6.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La PCR es un método de sintesis de ADN in vitro con el que un segmento
particular de éste es especificamente amplificado al ser delimitado por un par de
cebadores o iniciadores que lo flanquean. Su copiado se logra en forma

exponencial a través de repetidos ciclos de diferentes periodos de tiempos y
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temperaturas de incubacién en presencia de una enzima ADN polimerasa

termoestable (Figura 4).

Debido a estos ciclos el nimero de pasos es altamente repetitivo por lo que se

han desarrollado maquinas denominadas termocicladores para controlar los

cambios de temperatura y los tiempos (Figura 3).

La reaccion consta, por lo regular, de una treintena de ciclos repetitivos

conformados cada uno de tres pasos: el primero consiste en la ruptura de los

puentes de hidrogeno del ADN para desnaturalizarlo (Figura 5), para lo que se

incuba a una temperatura de alrededor de 95°C, por un minuto. Este paso expone

Figura 3. Termociclador Biometra el
cual se puede programar para
controlar la temperatura y el tiempo
de reaccion

las bases nitrogenadas del ADN blanco.
En el segundo ocurre la hibridacion de las
cadenas desnaturalizadas del ADN blanco
con los denominados cebadores o
iniciadores (ADN sintético de hebra
sencilla), a una temperatura que facilita el
apareamiento de las bases nitrogenadas

complementarias de ambas clases de

ADNs (Figura 6). Esta temperatura
depende de la temperatura de fusién (Tm)
de los iniciadores, la cual generalmente

oscila entre 50 y 60°C.
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El tercer paso se efectia a 72°C, temperatura a la que la polimerasa extiende la
longitud de los cebadores, afiadiendo los diferentes nucleoétidos libres en el orden
que le va dictando la secuencia de nucleétidos de la cadena que actia como

molde (Figura 7).

Para realizar una PCR se necesita mezclar en un tubo el ADN que contiene la
secuencia a amplificar, ambos cebadores que se alinearan a las cadenas simples
del ADN, la mezcla de los cuatro desoxirribonucleésidos trifosfatados (ANTPs) en
cantidades suficientes, el tampdn de reaccién para la polimerasa, agua ultra pura
para completar el volumen final de reaccion (que normalmente oscila entre 20 y
100 ul), y como ingrediente final crucial para la reaccion, la enzima ADN

polimerasa termoestable.

Figura 5. Desnaturalizacion. Se rompen los puentes de hidrogeno dejando a la doble hélice como
cadena sencilla.’

Al final del primer ciclo, ambas hebras de una molécula de ADN a las que se les
hayan apareado los iniciadores han sido copiadas para generar dos nuevas
cadenas. Cuando se repite por segunda ocasion el ciclo de tres pasos, las dos
moléculas del primer ciclo se copian para producir ahora cuatro moléculas. El

tercer ciclo genera ocho moléculas.

7Imagen tomada: Iram Pablo Rodriguez Sanchez, Hugo A. Barrera Saldafia. La reaccion en cadena
de la polimerasa a dos décadas de su invencion. Ciencia UANL Vol. VII No. 3 (2004) 323- 325
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Figura 6. Alineamiento. Los cebadores complementarios que flanquean el sitio a amplificar se
enlazan formando puentes de hidrogeno. De esta manera la polimerasa puede comenzar a
extenderlos para copiar ambas hebras molde.®

Figura 7. Extension. A la temperatura 6ptima de la ADN Polimerasa Taq (72°C), la enzima agrega
los dNTPs a partir del 5’ hacia el extremo 3". o

En teoria, 20 ciclos producirdn aproximadamente un millbn de copias de la
molécula molde de ADN, y 30 ciclos generaran alrededor de mil millones de copias
de ésta. Pero en la practica, el proceso no es tan eficiente.

8Imagen tomada: Iram Pablo Rodriguez Sanchez, Hugo A. Barrera Saldafia. La reaccion en cadena
de la polimerasa a dos décadas de su invencion. Ciencia UANL Vol. VII No. 3 (2004) 323- 325
9Imagen tomada: Iram Pablo Rodriguez Sanchez, Hugo A. Barrera Saldafia. La reaccion en cadena
de la polimerasa a dos décadas de su invencion. Ciencia UANL Vol. VII No. 3 (2004) 323- 325
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2.6.2 Preparacion de la muestra para PCR.

Para elegir el como preparar la muestra correctamente, primero se debe conocer
que patégeno contamina el alimento, si se encuentra en niveles altos o si se sera
necesario para amplificar la bacteria hacer un enriquecimiento a la muestra. Por
ejemplo; células de Listeria monocytogenes se pueden encontrar en un bajo
namero en una muestra de carne y aun asi causar una grave enfermedad, pero
seria imposible recuperar las células necesarias para hacer una reaccion de PCR.
Un cultivo enriguecido puede aumentar el nimero de células bacterianas y el PCR
puede detectarlas mas rapidamente que un método estandar bacteriolégico
(Maurer, 2006). Una vez colectadas las células del patdogeno el templado para la
reaccion del PCR ya sea DNA o RNA debe ser extraido. El primer paso en la
extraccion del templado de un patdégeno requiere lisis (ruptura) de las células para
liberar los acidos nucléicos (DNA o RNA). Organismos especificos pueden requerir
protocolos especificos para una eficiente extraccion del templado; ya que algunas
veces esto depende de la membrana celular de la bacteria. Las bacterias Gram
negativas tienen una membrana celular delgada, por lo cual el calor o los
detergentes pueden lisar las células. Muchos protocolos reportados en
publicaciones recientes para extracciéon de templado de E. coli, Salmonella y

Campylobacter usan estas técnicas para lisis de las células (tabla 4.)

2.6.3 Deteccién de los productos de PCR.

La deteccion de los productos de PCR pude ser realizada de varias formas. La
mas utilizada es la electroforesis. Después de la reaccion de PCR la muestra se
carga en un gel de agarosa y el fragmento de DNA, si esta presente en la muestra,
es separada por electroforesis basada en el tamafio. Los marcadores de peso
molecular se incluyen en el gel para estimar el tamafo del producto. El gel de
agarosa y el buffer contiene bromuro de etidio el cual se enlaza a la doble cadena

y fluoresce por accién de la luz UV (Maurer, 2006).
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Tabla 4. Extraccion de &cidos nucléicos muestras de alimentos para PCR™.

Categorias de
alimentos

Lacteos
Inhibidores del
PCR: grasa,
proteinas, calcio,
quelantes,
células muertas,
niveles bajos de
patégenos, otras
bacterias

Carney pollo
Inhibidores de
PCR: grasa,
proteinas
coladgeno,
sangre, bajos
niveles de
bacterias

Muestras

Leche
desnatada,
pasteurizada,
seca, queso
suave y fuerte.

Leche fresca

Queso suave

Pollo y carnes
rojas

Homogenizados
de piel de pollo,
piernas
completas de
pollo, salchichas
de pollo, pierna
de pavo, carne
picada.

Pollo completo
fresco

Musculo de pollo
y pavo, érganos
internos y
carcasas frescas

Jamon

Carne de puerco
picada, y pierna
de puerco fresca

Método para
concentrar al

patégeno

Centrifugacion
diferencial o sin
concentrar al
patégeno.

Enriguecimiento

y centrifugacion.

Ninguno

Enriguecimiento

y centrifugacion

Centrifugacion

Enriguecimiento

y centrifugacion.

Enriguecimiento.

Separacion
inmuno-
magnetica

Enriguecimiento
y centrifugacion

Extraccion de
DNA (RNA)

Extraccién con
solventes o
extracciéon con
isotiocianato de
guanidina

Kit comercial

Lisis con
detergentes
(Yoduro de
sodio)

Kit comercial

Extraccién con
detergentes e
isotiocianato de
guanidina.

Células lisadas
por calor

Calor, lisis
alcalina y kit
comercial

Extraccién con
detergente y
lisozima.

Buffer comercial
de extraccion y
calor

Patégeno

Listeria, E. coli,
Staphylococcus,
Yersinia,
Campylobacter

Salmonella

Listeria

Listeria,
Salmonella, E.
coli

Campylobacter

Campylobacter

Salmonella

Listeria

Yersinia

1% Tabla tomada de: John Maurer. PCR Methods in foods. (EUA: Springer 2006) 43- 45
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Tabla 4. Extracciéon acidos nucleicos de muestras de alimentos para PCR. (cont.)™!

Categorias
alimentos

Carney pollo

Productos del
mar
Inhibidores de
PCR:
compuestos
fendlicos,
aldehidos,
proteinas y
grasas, bajos
niveles de
bacterias

Frutas y
verduras
Inhibidores de
PCR: quelantes
Y pocas
bacterias

de Muestras

Salchichas

Salmén ahumado

Camaron
congelado, budin
de pescado,
arenques salados

Mariscos y ostras

Ostras frescas

Frambuesas

Lechuga

Método

patégeno

Homogenizacion
del alimento y
después filtracion
y centrifugacion

Homogenizacion

Enriquecimiento

Homogenizacion
del alimento y
centrifugacion a
alta velocidad

Homogenizacion
y después
centrifugacién

Columna de
filtracion y
centrifugacién

Homogenizacién
centrifugacion y
precipitacion con
polietilenglicol

para
concentrar al

Extraccion
DNA (RNA)

Kits comerciales
gue incrementan

los niveles de
Mg®* en las
muestras

Extraccién con
detergentes y
Tween 20, los
inhibidores de
PCR se
remueven por
extraccion con
solventes o
columna de
purificacion
Extraccién con

calory
detergente

Tiocianato de
guanidina y
purificacion con
silica

Kit comercial

Kit comercial

Kit comercial

de Patégeno

Clostridium

Listeria

Listeria

Hepatitis A
Virus de Norwalk

Norovirus

Protozoa

Hepatitis A
Virus de Norwalk

! Tabla tomada de: John Maurer. PCR Methods in foods. (EUA: Springer 2006) 43- 45
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Los métodos moleculares han permitido la deteccidén de patdgenos asociados a la
carne y sus productos; gracias a estos se ha podido detectar a E. coli O157:H7 en
carne molida, hamburguesas congeladas (Marzocca et al.,, 2006), carne de
puerco, pavo y pollo (Suo et al. 2010) Staphylococcus aureus en salchichas y
salami (Pelisser et al. 2009), Yersinia enterocolitica en carne de puerco, carne de
res y salchichas (Lambertz et al. 2008), diferentes serovariedades de Salmonella
en pollo congelado (Moussa et al. 2010), carne molida (Trkov et al.,1999), pavo y
carne de puerco (Suo et al. 2010), Campylobacter jejuni en pollo, chuletas,
salchichas fermentadas, pechuga de pollo, carne molida (Bohaychuk et al., 2005)
y a Listeria monocytogenes en carne de res, salchichas, albondigas,
hamburguesas, (Ingianni et al., 2007), carne de puerco, pollo, (Suo et al., 2010) y

nuggets de pollo (Rodrigues et al., 2002).

2.6.4 Condiciones que afectan el éxito del la PCR.

El proposito del la PCR es incrementar la concentracion de un fragmento
especifico de DNA de un organismo. La polimerasa incrementa
exponencialmente la concentracion de DNA en la muestra a causa del los ciclos
de temperatura a la cual se lleva a cabo la reacciéon. EI DNA sintetizado
inicialmente sirve como templado para los siguientes ciclos. Sin embargo, si las
condiciones nos son las 6ptimas, la polimerasa no puede sintetizar el DNA
suficiente para que la reaccion sea detectada como positiva; cuando esto sucede
se dice que es un “falso-negativo”. Los falsos-.negativos pueden ser provocados
por muchas causas. Usar los primer incorrectos, la composicion del buffer, la
concentracion del magnesio (Mg®”, la concentracion de los desoxirribonucleésidos
trifosfatados (dNTP’s), la temperatura de alineacion equivocada y un templado
erroneo pueden causar falsos positivos y falsos negativos en la reaccion. Siempre
se deben incluir dos controles negativos: el DNA de un organismo que no posea la
region a amplificar y un control sin templado de DNA. Esto puede ayudar a

determinar la especificidad de la reaccion y si es que existe una contaminacion en
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las muestras. También se debe incluir un control positivo con DNA de un
organismo el cual siempre sea amplificado con la reaccion. Estos controles
pueden ayudar a identificar el problema cuando la reaccién es inhibida. Para cada
reaccion de PCR se debe determinar la concentracién ideal de Mg*, la
especificidad de los primers, el buffer y las condiciones de temperatura. La
concentracion del templado también influye en el resultado de la reaccion (Maurer,
2006).

2.6.5 Inhibidores del PCR.

La reaccién del PCR puede ser inhibida cuando ciertas sustancias se unen o
degradan un componente de la reaccion y evitan que este participe en la reaccion.
Estas sustancias son llamados “inhibidores del PCR” e incluyen a los quelantes
del Mg**, a las sustancias que se unen o degradan a la polimerasa o al templado
de DNA, los acidos humicos, urea, el grupo hemo presente en la sangre, sales,
entre otros. Los medios selectivos o de enriquecimiento pueden contener
sustancias que son inhibidores de la reaccion por lo que es importante lavar las
células que se recuperaron. Algunos de estos inhibidores, presentan una
solubilidad similar al del DNA por lo que no pueden ser eliminados durante los
protocolos mas usados de extraccion y permanecen como contaminantes en el
extracto de DNA. (Moreira, 1998)

Cuando se aislan bacterias o0 DNA de un alimento, la gran variedad de
componentes en la matriz complican la preparacién de la muestra, ademas de
promover la inhibicion de la reaccion. Estos inhibidores presentes en el alimento
pueden tener diferentes efectos sobre la reaccién de PCR, pero en general, se
presentan mas dificultades para detectar los niveles bajos de células bacterianas
(Davalieva et al. 2010). Un buen protocolo de preparacion de muestra se debe
concentrar en recuperar al patdgeno retirando los inhibidores que puedan estar

presentes en el alimento. Algunos de estos métodos son la purificacion con
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resinas de intercambio iGnico, la extraccion con silica entre otros pero estos suelen
aumentar el costo del protocolo. En la actualidad existen una gran variedad de kits
comerciales con los cuales se extrae el DNA facilmente y con los cuales la

presencia de inhibidores en el extracto final es minima.

Se pueden utilizar algunos aditivos en la reaccion que ayudan a que estos
inhibidores no tengan efecto durante la reaccion algunos de ellos son, el Tween 20
que estabiliza a la Taq, ademas, si quedaron trazas de SDS en el extracto este
las neutraliza, el DMSO que disminuye la formacion de estructuras secundarias en
la hebra molde de DNA y ayuda en la amplificacion de las zonas ricas en GC, y la
albumina que funciona como captadora de iones y otros inhibidores (Maurer,
2006).
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3. Justificacion.

La carne es uno de los principales productos de consumo humano y debido a la
importancia de ésta en la transmision de enfermedades es necesario buscar
métodos efectivos de conservacion, asi como de deteccion. Esto permitira
estudiar los efectos de los métodos en la eliminacién de los microorganismos

patdgenos.

Este estudio forma parte de un proyecto mas grande en el cual se evalian los
cambios que ocurren durante la congelaciéon de la carne para utilizarlos como

control.
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4. Hipotesis.

Ya que la congelacibn no es un método para eliminar microorganismos, se
observara una reduccion en las concentraciones de Salmonella y de Listeria, pero

las bacterias sobrevivientes permaneceran durante el almacenamiento.
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5. Objetivos.

Determinar el efecto de la congelacion de la carne fresca en la sobrevivencia de

Salmonella entérica subespecie Typhimurium y de Listeria monocytogenes.

5.1 Obijetivos particulares

1. Desarrollar un método de identificacion para Salmonella entérica

subespecie Typhimurium y de Listeria monocytogenes. presentes en la

carne de res.

2. Determinar el efecto de la congelacion y del almacenamiento en

congelacion en la sobrevivencia de cepas de Listeria monocytogenes y de

Salmonella, mediante estudios de reto.

3. Determinar el efecto de la congelacion y del almacenamiento en

congelacion en la presencia de cepas Salmonella entérica subespecie

Typhimurium y de Listeria monocytogenes., mediante estudios de reto,

usando la PCR.
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6. Materiales y Métodos.

1° etapa:
Confirmacién de la
obtencién de
productos de PCR
con cepas puras

Reactivaciéon de
cepas de Listeria
monocytogenes y

Salmonella

Typhimurium.

Extracciéon de
ADN

Reaccion de PCR
con primers
especificos.

Deteccion de
bandas Unicas
(electroforesis)

2° etapa: Deteccion de
patégenos en muestras
de carne deres.

Reactivacién de cepas de
Listeria monocytogenes y
Salmonella Typhimurium.

Estandarizacion del
inéculo.

Determinacion de la
sensibilidad del
método

Deteccién por PCR.

Tesis

3° etapa: Evaluacion de la
sobrevivencia de patégenos
en carne congelada.

Inoculacién de la carne

Congelacion de las muestras de
carne

Muestreo.

Cuantificacion de las
bacterias

Enriquecimiento

Extraccion de
ADN.

Identificacion de
bandas Unicas
(electroforesis) PCR.

Reaccién de

Figura 8. Diagrama general de la metodologia utilizada en el estudio.
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Antes de realizar la deteccion por PCR de las dos bacterias se realizaron
experimentos para confirmar que se obtuvieran los productos de PCR especificos
de cada bacteria. Después se montd una técnica para extraer DNA de calidad
para realizar la reaccion de PCR. Se evalud la sobrevivencia de las bacterias
mediante el método tradicional y se realiz6 la deteccion por PCR a partir de

medios de enriquecimientos.

6.1 Cepas.

Para el desarrollo del presente proyecto se utilizd una cepa de Salmonella
Typhimurium y una cepa de Listeria monocytogenes pertenecientes a la coleccion
de cepas del laboratorio 324 del conjunto E de la Facultad de Quimica. Las
bacterias se encontraban conservadas en glicerol y congeladas a -63°C. Para la
reactivacion de las cepas, se inocularon 20 uL del cultivo en 5 mL de caldo
Infusion Cerebro Corazén (BHI; BD Sparks MO. Estados Unidos) y se incubaron
durante 18 horas 37°C; después se tomaron 50 uL del cultivo activado de
Salmonella enterica subsp. Typhimurium y 80 uL del cultivo activado de Listeria
monocytogenes, se inocularon en 4.5 mL de caldo BHI y se incubaron por 8 horas
a 37°C.

6.2 Primera etapa: Deteccién de patégenos por PCR de cepas puras.

6.2.1 Extracciéon de DNA de cepas puras.

Se extrajo DNA de cepas puras mediante el método que se describe a

continuacion.

Se transfirieron 1.5 mL de los cultivos de Salmonella y de Listeria preparados
como se indica en la seccién anterior, se centrifugaron a 10000 rpm por 10

minutos, se descarto el sobrenadante y se agregaron, por segunda vez 1.5 mL de
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los cultivos, se centrifugaron, en las condiciones descritas. Se descartdé el
sobrenadante y se continio el procedimiento con el pellet obtenido. El pellet
obtenido se lavo con solucion salina al 0.1%, se agitdé en vortex y se centrifugé a
10000 rpm por 5 minutos. El pellet lavado se resuspendié en 500 uL buffer TES
(Tris 0.05 M, EDTA 0.005 M, NaCl 0.05 M).

Se adicionaron 20 puL de lisozima (20 mg/mL) (Sigma Aldrich), para lisar la célula y
se incubo6 en thermomix a 37°C de 15 a 60 minutos; a partir de los primeros 15
minutos se fueron retiraron los microtubos que presentaron viscosidad el tiempo

no sobrepaso los 60 minutos.

Se agregaron 8 uL de pronasa (20 mg/mL) (Sigma Aldrich) para degradar
proteinas. La pronasa es una proteasa no especifica, la cual tiene actividad
proteolitica tanto para proteinas nativas como para proteinas desnaturalizadas, y
se agregaron 8 uL de RNAasa (Sigma Aldrich) (20 mg/mL) para eliminar el RNA, y

se incub6 a 65°C por 1 hora.

Se adicionaron 120 uL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10 % incubando los
microtubos a 65°C por 10 minutos. Los tubos se enfriaron, para después adicionar
600 pL de la mezcla de fenol-cloroformo en una proporcion 24:24 (Sigma- Aldrich),
se agitaron vigorosamente para formar una emulsion blanca y después se
centrifugaron a 14000 rpm por 10 minutos para separar la mezcla en 2 fases. Se
retiro el mayor volumen posible (aprox 500 uL) de la fase acuosa (fase superior) y
se coloc6 en un microtubo limpio (los pasos donde se agrega fenol-cloroformo se
repitieron 2 veces).

Se agregaron 500 uL de etanol almacenado en congelacion (-4°C) con lo cual se
favorecié la precipitacion del DNA, se centrifugaron a 14000 rpm por 10 minutos y
se retird el sobrenadante. Los tubos se dejaron invertidos toda la noche a
temperatura ambiente para que se evaporara el etanol. Se resuspendio el pellet en
50 uL de agua destilada estéril y se incubd a 55°C por 1 hora. Para verificar la

integridad del DNA se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1%, la cual
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se realiz6 a 90 volts por 30 minutos y se tifid en una solucién de bromuro de etidio

al 2%. El gel se digitalizé con un equipo Kodak image station.

Se cuantific6 el DNA de las muestras espectrofotométricamente. Se midié la
absorbancia del DNA a 260 nm, y la absorbancia 280 nm para medir la cantidad
de proteinas presentes en la muestra. Se tomaron 15 uL de las muestras de DNA

y se colocaron en una celda para medir la absorbancia.

6.2.2 Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) de cepas puras.

Con esto se buscaba verificar el funcionamiento adecuado de los primers asi

como la correcta formulacién de la reaccion

Se realizé la reaccion de PCR utilizando primers especificos para Salmonella y
para Listeria, en la tabla 5 se muestran las secuencias de cada uno de los primers.
Los primers Its para Salmonella amplifican las regiones ITS (espaciador interno
transcrito) que son secuencias localizadas entre el rADN 16S y el 23S que tienen
un tamafio de 231 pb. Los primers Hyl para Listeria monocytogenes que
amplifican un fragmento de 210 pb correspondiente al gen de la hemolisina,

listeriolisina O (Tabla 5).

Tabla 5. Primers utilizados en la reaccion de PCR

Bacteria blanco Primer Secuencia del Primer Referencia
Salmonella spp. Itsf 5-TATAGCCCCATCGTGTSGTCAGAAC-3’ Chiu et al. 2005
Itsr 5-TGCGGCTGGATCACCTCCTT-3
Listeria monocytogenes  Hylf 5-CGCAACAAACTGAAGCAAAGG-3’ Park et al. 2006
Hylr 5-TTGGCGGCACATTTGTCAC-3’
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Los tubos de reaccidon contenian, buffer de la enzima (Tris-HCI 100 mM, KCI 500
mM) en una concentracion 1X, MgCl, una concentracion de 2.5 mM, Tween-20 al
0.01%, glicerol al 12%, dNTP’s con una concentracién 0.2 mM los primers a una
concetracion de 10 pmol y la Taq polimerasa a una concentracion de 2 u/uL

(Tabla 6).

Tabla 6. Formulacion de los tubos de reaccion de PCR para la identificacion de Salmonellay L.
monocytogenes.

Reactivo Concentracién del Concentracioén en tubo Cantidad (uL)
reactivo de reaccién (1X)

Buffer de la enzima 10X 1X 5
MgCl, 25mM 2.5mM 5
Tween-20 0.1% 0.01% 5
Glicerol 50% 12% 12
dNTP’s 10mM 0.2 mM 1
Primer f 20X 10 pmol 1
Primer r 20X 10 pmol 1
Taq polimerasa 5 u/uL 2 u/uL 1
ADN variable 10

H.0 estéril 9
Volumen total 50

La reaccion de PCR se llevd a cabo en un termociclador Biometra modelo T
personal. La temperatura inicial de reaccion fue de 94°C por 3 minutos para
desnaturalizar el DNA, seguido de 35 ciclos de amplificacion que consistieron en la
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, el alineamiento a 61°C por 35

segundos y la extension a 72°C por 35 segundos.

Para observar los productos obtenidos se realizé una electroforesis en gel de

agarosa al 2%. Se realiz6 a 70 volts por 1 hora y se tifid en una solucion de
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bromuro de etidio al 2%. Por ultimo el gel se fotografié y se capturd con un equipo

Kodak Image Station.

6.3 Segunda etapa: Desarrollo de un método para la deteccidon de patdégenos por

PCR en muestras de carne de res.

6.3.1 Estandarizacién del in6culo.

Se estandarizaron los indculos de Salmonella enterica subsp. Typhimurium y de
Listeria monocytogenes, para tener un control de la cantidad de células que se

iban a inocular en la muestras de carne.

Las bacterias se reactivaron y propagaron como se describe en la seccidn
anterior. Después se realizaron diluciones en solucién salina al 0.1% desde 10™
hasta 10° de Listeria monocytogenes, y desde 107 hasta 102 de Salmonella
entérica subsp. Typhimurium. De las diluciones 10 de Listeria y 102 Salmonella

se tomaron 22.5 ulL y se agregaron a un vial con 4.5 mL de solucién salina 0.1%.

Para el conteo, se utilizé el Agar Xilosa-lisina-desoxicolato (XLD: BD Sparks MO.
Estados Unidos) para Salmonella enterica subsp. Typhimurium y el Agar Oxford
(Acumedia Neogen. Lansing Michigan, EU) para Listeria monocytogenes, después
de 24 horas en incubacion a 37°C, se contaron las colonias rojas con centro negro
en las placas de agar XLD y las colonias blancas con con halo negro en las placas
de agar Oxford. Solo se tomaron en cuenta las placas que estuvieran dentro del

rango de 25 a 250 colonias.
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6.3.2 Preparacién de las muestras de carne.

Las muestras de carne utilizadas para la realizacion de los experimentos fue filete
de res fresco adquirido en una tienda de autoservicio del sur de la ciudad. La
carne tenia un color rojo cereza, la superficie de la carne era brillante, firme al
tacto, la poca grasa que contenia era de color blanco, aunque algunas zonas de
las piezas de carne presentaban un color café. Las muestras se cortaron en trozos

de 25 g, y se guardaron en bolsas de stomacher.

6.3.3 Sensibilidad del método.

Con el fin de calcular los limites de deteccion de la reaccion de PCR se inocularon
por duplicado las muestras de carne con Salmonella enterica subsp. Typhimurium
y Listeria monocytogenes. Las muestras se inocularon en la superficie con 100 uL
de cada dilucién de bacterias, las concentraciones iban desde 10! hasta 10*
UFC/g. el indculo se esparcid en la superficie mediante un pequefio masaje al
corte de carne. Una de las muestras se sometié a enriquecimiento, recuperando
un mililitro del homgenizado de la carne con solucién salina y agregandolo a 9 ml
de caldo BHI. Se sometid a incubacion se recuperaron las células, se extrajo el
DNA vy se realizd una reaccion de PCR. La muestra 2 se sometid a extraccion de

DNA sin un enriguecimiento previo y se realiz6 una reaccion de PCR.

6.3.4 Inoculacién y enriguecimiento de las muestras de carne.

Las cepas se reactivaron y propagaron como se describid previamente. Para
Salmonella se realizaron las diluciones desde 10 hasta 102 en solucién salina
0.1%. De la dilucién 102 se tomaron 125 uL para inocular 25 g de carne. Para

Listeria monocytogenes se hizo el mismo procedimiento pero tomando los 125 uL
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de la dilucién 10°. La carne fue inoculada en la superficie y con un pequefio

masaje se extendio el indculo.

Las muestras de carne después de ser inoculadas se diluyeron en 250 mL de
solucion salina al 0.1% y se homogenizaron por 4 minutos a velocidad media en el
Stomacher (Seward). Se tom6 1 mL del homogenizado y se agreg6 a un tubo que
contenia 9 mL de BHI, se incubaron por 14 horas a 37°C para después recuperar
las células mediante centrifugacién a 10000 rpm por 10 minutos.

6.3.5 Extraccion de DNA de la carne.

6.3.5.1 Método enziméatico.

Para realizar la extraccion de DNA de las muestras de carne primero se probé un
método quimico enzimético en el que se considerd la biomasa recuperada
después de la centrifugacion de 3 mL de las muestras sometidas a
enriquecimiento (ver seccion anterior), y en el segundo caso se trabajé con 25 g
de carne inoculada y se homogeniz6 con 10 mL de buffer de fosfatos a pH 8 en el
stomacher durante 6 minutos a velocidad media, se consideraron 1.5 mL del
homogenizado y se centrifugaron a 14000 rpm por 10 minutos. Se descart6 el

sobrenadante y se trabaj6é con el pellet.

Se adicionaron 200 pL de solucion de lisozima (Sigma-Aldrich 20 pg / pL) y 20 uL
de solucion de mutanolisina (Sigma-Aldrich 1 Ul/ uL), se agitaron los tubos en el

vortex y se incubaron a 37°C por 1 hora o hasta ver viscosidad.
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Se adicionaron 100 uL de solucion de proteinasa K (Sigma-Aldrich 1 mg/mL), se
agitaron en vortex. Se adicionaron 20 uL de solucién de RNAasa (Sigma-Aldrich
20 pg/ uL), se agitaron en el vértex y se incubaron a 65°C por 1 hora. Después se

adicionaron 120 uL de SDS al 10% y se incubaron por 10 minutos.

Los tubos se enfriaron y se adicionaron 300 uL de NaCl 5M y 650 uL de la mezcla
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (Sigma-Aldrich 24:24:1), los tubos se agitaron
manualmente durante 20 segundos y después 10 segundos en vortex. Las
muestras se centrifugaron a 14000 rpm por 10 minutos, se recuperd la fase
acuosa (aproximadamente 500 uL) donde se encuentra el DNA y se transfirid a un

microtubo limpio; se repitié este procedimiento 3 veces.

A la fase acuosa recuperada después de los tratamientos anteriores se le
agregaron 500 uL de isopropanol (J.T Baker) a temperatura ambiente, se agité
suavemente y se dejo reposar 1 hora. Los tubos se centrifugaron por 15 minutos a
14000 rpm y se retiré todo el sobrenadante. Se dejo secar el pellet durante una
noche a temperatura ambiente. EI ADN precipitado se resuspendié en 50 uL de

agua estéril y se incubé 1 hora a 65 °C

Se comprobd la calidad del DNA realizando una electroforesis con un gel de
agarosa al 1%. Se realiz6 a 90 volts por 30 minutos. Después el gel se tifii6 en una
solucion de bromuro de etido al 2%. El gel se fotografio con un equipo Kodak
image station. EI DNA fue cuantificado con espectrofotdmetro, midiendo la
absorbancia a 260 nm de la muestra de DNA.
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6.3.5.2 Extraccion de DNA utilizando un kit comercial (Fast ID).

Después se utilizd un sistema comercial (Kit FastID [K1-0001-0200]), la biomasa
recuperada de la centrifugacion de 3 mL de la muestra de carne enriquecida; para
las muestras no enriquecidas se trabajo con 25 g de carne inoculada y se
sometieron a homogenizacion en el Stomacher por 4 minutos a velocidad media
con 20 mL de solucion salina al 0.1% y se consideraron 1.5 mL del homogenizado,
se centrifugaron a 14000 rpm por 10 minutos, se descarto el sobrenadante y se

trabajo con el pellet.

Se agregd una cantidad aproximada de 10 ug de lisozima (Sigma-Aldrich) y 500
uL del buffer de lisis el cual contiene sales caotrGpicas y detergentes que ayudan a
la ruptura de la membrana de la célula, los tubos se incubaron a 65°C por 30
minutos y después se agregaron 10 uL de proteinasa K (Sigma-Aldrich 1 mg/mL),

los tubos se incubaron a 65°C por 30 minutos.

Se agregaron 500 pL de cloroformo (J.T Baker) y se centrifugaron a 10000 rpm
por 5 minutos. Se retiraron 500 puL del sobrenadante y se colocaron en un
microtubo (Binding Column); se agregaron 500 uL del buffer Genomic Bind, el
cual contiene una alta concentracion de sales. Los tubos se centrifugaron a 14000
rpm por 5 minutos. La columna se lavd, agregando 800 uL de buffer genomic
wash, centrifugando los tubos a 10000 rpm por 5 minutos, y después la columna
se lavo 3 veces con 800 uL de etanol al 75% y se centrifugaron cada vez a 10000

rpm por 5 minutos.

La columna se sec6 en la microcentrifuga a alta velocidad (aprox. 10000 rpm) por

unos pocos segundos. La columna ya seca se coloco en un microtubo limpio y se
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agregaron 100 uL de buffer TE (Tris-EDTA), los tubos se incubaron por 10 minutos

a 65 °C y después se centrifugaron 1 minuto a 10000 rpm para obtener el DNA.

La integridad del DNA se verificO mediante una electroforesis en gel de agarosa al
1%, la cual se realiz6 a 90 volts por 30 minutos, después se tifié en una solucion
de bromuro de etidio al 2%. El gel se fotografié en un equipo Kodak image station.

Después el DNA se cuantifico en el espectrofotdmetro.

Después se realizo la reaccion de PCR como se describié anteriormente.

6.4 Tercera etapa: Evaluacién de la sobrevivencia de bacterias patbgenas en

carne congelada.

Las muestras de filete utilizadas para evaluar la sobrevivencia de Salmonella y de
Listeria, se adquirieron en un supermercado del sur de la ciudad. La carne se
compro la noche antes de comenzar el muestro y se guardo en refrigeracion. El

dia del muestreo la carne se corté en un ambiente estéril.

Se prepararon 14 muestras de 10 g y 14 muestras de 25 g. Se inocularon siete
muestras de 10 g y siete de 25 g con 10° UFC/g de Salmonella Typhimurium y las
muestras restantes se inocularon con 10* UFC/g de Listeria monocytogenes. Una
vez inoculadas las muestras, se conservaron en las condiciones descritas en la

Tabla 7 y se cuantificaron las bacterias sobrevivientes.

En cada tiempo se realizo enriqguecimiento de la carne para posteriormente extraer

el DNA con el Kit Fast ID, con el cual se realizé el PCR para la deteccion de los
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patdgenos; y cuenta en placa para verificar que aun existian células viables en las

muestras.

Tabla 7. Condiciones en las cuales se llevo a cabo el muestreo para evaluar la sobrevivencia de

Carne 2 horas en 24 horasen 1lsemanade 2 semanas 3 semanas 4 semanas de
recién refrigeracion.  congelacién.  congelacion. de de congelacion
inoculada congelacion  congelacion.

6.4.1 Cuantificacién de bacterias sobrevivientes.

Para la cuenta en placa las muestras de 10 g se diluyeron en 90 mL de solucién
salina 0.1%, se sometieron a homogenizacion en el stomacher (Seward) por 4
minutos, después se realizaron diluciones decimales correspondientes. Se
sembraron 100 pL de las diluciones correspondientes en placas de agar XLD para
Salmonella y en placas de agar Oxford para Listeria. Se incubaron a 37°C por 24
horas. Se contaron las colonias rojas con centro negro en las placas de agar XLD
y las colonias blancas con enegrecimiento en las placas de agar Oxford. Solo se
tomaron en cuenta las placas que estuvieran dentro del rango de 25 a 250

colonias.

6.4.2 Deteccidn de bacterias patbgenas por PCR.

Las muestras de 25 g se sometieron a enriquecimiento, para posteriormente
recuperar las células y realizar la extraccion de DNA con el Kit Fast ID, para
después hacer la reaccion de PCR, todo esto ya ha sido descrito anteriormente.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1 Primera Etapa: Deteccion de patdgenos por PCR (cepas puras).

7.1.1 Extraccién de DNA de cepas puras.

Las cepas de Salmonella enterica subsp. Typhimurium Listeria monocytogenes
con las que se trabajé se encontraban conservadas en glicerol y congeladas a -
63°C. Para recuperarlas se tomaron 20 uL de cada cultivo conservado y se
sembraron en caldo BHI y se dejaron 24 horas en incubacién a 37° C. Esto fue
suficiente para tener un crecimiento adecuado para después realizar la extracciéon
de DNA.

El protocolo de extraccion quimico - enzimatico utilizado permitié extraer DNA de
las cepas puras, de acuerdo con las lecturas que se obtuvieron en el
espectrofotometro (tabla 8); sin embargo al realizar la electroforesis de las
muestras para verificar la integridad del DNA las bandas correspondientes a las
muestras de DNA extraido de Listeria monocytogenes son muy tenues, y para el
caso de Salmonella Typhimurium las bandas que se observaron no fueron

definidas (figura 9), lo indicaba fragmentacién en el DNA.

La lectura de la absorbancia de las muestras en el espectrofotdmetro también
ayudd a determinar la concentracion de DNA que se tenia en cada una de las
muestras extraidas, asi como la pureza de estas muestras, la cual se calculd con
el cociente de el valor de la absorbancia a 260 nm entre el valor de la absorbancia
a 280 nm, este cociente debe estar entre 1.8-2.0 (Amagliani et al. 2007) para
poder decir que el DNA es puro y que no deberia contener concentraciones altas
de proteinas, las cuales podrian tener un papel como inhibidores en la reaccion de
PCR.
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Figura 9. Gel de Agarosa donde se muestra el DNA extraido de cepas puras de Listeria
monocytogenes (carriles 2 a 5) y Salmonella enterica subsp. Typhimurium (carriles 6 a 9).

En la tabla 8 se puede observar la pureza de las muestras de DNA extraido,
ningun valor de pureza esta dentro del limite que se considera 6ptimo (1.8-2.0) por
lo cual podemos decir que las muestras contenian proteinas que no se eliminaron
con los lavados de fenol-cloroformo, y estas podrian tener un efecto inhibitorio en
la reaccion de PCR que se realizaria posteriormente con esas muestras de DNA.
Las muestran presentan una concentracion adecuada, tanto la muestra 2 de
Salmonella como la 2 de Listeria presentaron un concentracion baja con respecto
a las otras tres muestra; para realizar la reaccion de PCR se escogieron las

muestras con mayor concentracion.
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Tabla 8. Se presenta los resultados obtenidos de 4 muestras de cada cepa.

Muestra Abs 260 Abs 280 Concentracién
(ng/uL)
Salmonella 1 0.3821 0.2416 95.53 1.582
Salmonella 2 0.1181 0.0527 29.53 2.241
Salmonella 3 0.4116 0.2492 102.90 1.652
Salmonella 4 0.5353 0.3338 133.83 1.604
Listeria 1 0.2254 0.1491 56.35 1.512
Listeria 2 0.1093 0.0640 27.33 1.708
Listeria 3 0.2037 0.1369 50.93 1.488
Listeria 4 0.3832 0.2745 95.80 1.396

7.1.2 Reaccion de PCR con primers especificos para detectar Listeria

monocytogenes y Salmonella enterica subsp. Typhimurium.

Se escogid la muestra 4 tanto para Salmonella como para Listeria para realizar
con a la reaccién de PCR ya que su concentracion fue alta (Tabla 8). Para la
muestra de Salmonella se diluyé a 100 ng/uL y 70 ng/uL, con respecto a Listeria
también se diluyé a 70 ng/uL y 95.8 ng/uL, con el fin de contar con una
concentracion de DNA adecuada para que la reaccion de PCR se llevara a cabo

de forma efectiva.

Los tubos de reaccién se prepararon con los volimenes descritos en la tabla 6 de
la seccion anterior; y en la tabla 9 se muestran las concentraciones de templado
utilizado en la reaccion de PCR que se llevdé a cabo como se describe en la

seccion 4.10.

Tabla 9. Concentraciones del templado de Listeria y Salmonella.

Muestra Concentracion (ng/ul) Concentracion en tubo de
reaccion (ng/pL)
Salmonella 70 14
Salmonella 100 20
Listeria 95.8 19.16
Listeria 70 14
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La mezcla de reaccion contenia Tween 20 y glicerol, los cuales son coadyuvantes
en la reaccion. EI Tween 20 estabiliza la Taq polimerasa, ademas evita la
formacion de estructuras secundaria en la hebra molde de DNA, elevando el
rendimiento de la reaccion pero se puede presentar una incremento en la
inespecificidad de ésta. El glicerol aumenta la eficiencia de la amplificacion,
ademas de aumentar la especificidad de la reaccion (Cortazar Martinez et al.,
2004). Al terminar la reaccion se realizd una electroforesis en gel de agarosa al
2% para verificar que se hubieran obtenido productos de PCR (Figura 10). En este
gel se pudieron observa las bandas correspondiente a los productos amplificados
de Salmonella enterica subsp. Typhimurium (312 pb. Chiu et al., 2005) y Listeria
monocytogenes (210 pb. Park et al. 2006); las bandas se observaron definidas y
en el caso de Salmonella enterica subsp. Typhimurium la banda fue intensa, en
cambio la banda de Listeria monocytogenes no fue tan intensa. En ambas
concentraciones de DNA se observo lo mismo en la electroforesis, lo cual indica

gue la concentraciéon no fue un factor que influyera.

1031
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Salmonella Typhimurium Listeria monocvtoaenes

Figura 10. Gel de agarosa al 2% donde se observan las bandas correspondientes a los productos
amplificados de la reaccion de PCR de cepas puras de Salmonella enterica subsp. Typhimurium de la
regiéon ITS (internal transcribed spacer) (carriles 2 y 3) y de Listeria monocytogenes de la regién
correspondiente al gen de la hemolisina, listeriolisina O (carril 4y 5.)
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Al haber obtenido las bandas correspondientes al DNA de las bacterias utilizadas
se verificO: el correcto funcionamiento de los primers utilizados, la formulacién de
la reaccion, las condiciones en las cuales se llevo a cabo la reaccion, y el que las

concentraciones utilizadas de DNA fueron las adecuadas.

7.2 Sequnda Etapa: Desarrollo de un método para la deteccién de patbgenos en

muestras de carne de res.

7.2.1 Estandarizacion del in6culo.

Las cepas utilizadas se reactivaron como se describe en la seccion 4.1. Para esta
parte de la metodologia se realizé un conteo en placa tanto para Salmonella
enterica subsp. Typhimurium como para Listeria monocytogenes (Figura 11) y asi
determinar la cantidad de microorganismos que se inocularon en las muestras de

carne.

Se hizo la estandarizacion de los in6culos. Para Listeria estaban dentro del orden
de 10* UFC/g de muestra (Zhang et al., 2009) (Tabla 10); y para Salmonella la
estandarizacion del inéculo fue del orden de 10° UFC/g (Bohaychuk et al., 2005)
(Tabla 11); la estandarizacion del indculo se realizé de esta forma ya que en un
principio el indculo de Salmonella también estaba en el orden de 10* UFC/g pero

al hacer el conteo inicial se sobre estimaba el conteo de células.

A B

Figura 11. A) Caja de Agar XLD con colonias caracteristicas de Salmonella enterica subsp.
Typhimurium B) Caja con agar Oxford con colonias caracteristicas de Listeria monocytogenes
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Tabla 10. Estandarizacién del inéculo de Salmonella Typhimurium

Dilucion No. de colonias Promedio Cuenta
UFC/mL
>250
-1
10 >250 0 T e
124
1072 135 129.5 1.30x10°
11 0
3 5(I
10 22 16.5 1.65x10
4
10* 3 3.5 3.5x10° ™

I'y Il. Valor estimado

Tabla 11. Estandarizacién del inoculo de Listeria monocytogenes

10” 16 15 1.5x10%
1

10°° 2 15 1.5x10*™
0

10" 0 0

Iy IV. Valor estimado

Las cantidades inoculadas de las bacterias fueron altas considerando que una
muestra de alimento podria estar contaminada con una baja cantidad de células
del microorganismo, pero con estas concentraciones de indculo se aseguro una
alta concentracion de células bacterianas para que al realizarse la extraccion de
DNA se obtuviera una cantidad adecuada de templado y la reaccion de PCR se

llevara a cabo de forma correcta.
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7.2.2 Sensibilidad del método.

Este experimento se realizd inoculando carne fresca de res con diferentes
concentraciones de indculo, a las cuales se les extrajo el DNA para después
realizar una reaccion de PCR, para asi poder determinar cuales serian los limites

maximos y minimos de deteccion de bacterias que la reaccion de la PCR.

Para la extraccion del DNA de la carne se utilizo como primera alternativa la
extraccidn quimico enzimatica, con la cual se obtenia un buen resultado en cuanto
a la cantidad de DNA extraido pero la pureza no era muy buena (Tabla 12) El
control positivo del método fue una muestra de masa de maiz nixtamalizado ya
que el método fue utilizado con anterioridad en la extraccion de DNA de muestras

de esta naturaleza.

Tabla 12. Concentraciones de DNA de muestras de masa y de carne, obtenido mediante la
extraccion quimico enzimatica.

Muestra Abs 260 Abs 280 Concentracion Pureza
(ng/pL)
Masa 1.2856 1.2166 321.40 1.1
Masa 0.557 0.5964 139.25 0.9
C/s 0.2148 0.3632 53.70 0.6
C/L 0.4599 0.5107 114.98 0.9

C/S: Carne inoculada con Salmonella. C/L: Carne inoculada con Listeria

En la figura 12 se muestra la electroforesis que se realiz6 después de la
extraccién, para las muestras de maiz nixtamalizado que se encuentran en los
carriles 2 y 3 se observé que para la muestra del carril 2 estaba degrada y para la
muestra que se encuentra en el carril 3 se observa un banda muy tenue en la
parte superior; para la muestra de carne inoculada con Salmonella (carril 4) la
banda se observa tenue pero definida, al igual que para la muestra de carne
inoculada con Listeria (carril 5). Las muestras correspondientes a la carne

inoculada se diluyeron para obtener una concentracion de 50 ng/uL. Al agregarse
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a los tubos de reaccion las dos muestras se encontraban en una concentracion de
10 ng/ uL. Al realizar la electroforesis en gel de agarosa no se observaron las
bandas correspondientes a los productos amplificados. Al ser el DNA extraido de
una matriz tan compleja como lo es la carne, las muestras pueden tener
compuestos como las proteinas, los acidos grasos, el grupo hemo entre otros que
actuaron como inhibidores de la reaccién haciendo més dificil la deteccion de los
patogenos (Maurer, 2006).

1353
1078
872

Figura 12. Gel de agarosa al 1% donde se observa el DNA extraido mediante el método
quimico enzimético de masa de maiz nixtamalizado (carril 2 y 3) y carne inoculada con
Salmonella enterica subsp. Typhimurium (carril 4) y Listeria monocytogenes (carril 5)

Al no haber obtenido resultado de amplificacion con las muestras de DNA
extraidas con el método quimico enzimatico se decidié hacer la extraccién con un
método comercial (Kit Fast ID). Este kit se fundamenta en adsorcién y desorcién
de los &cidos nucleicos en presencia de sales caotrépicas, dando como resultado
DNA de alta pureza. La electroforesis que se hizo después de la extraccion de
DNA de las muestras utilizadas para delimitar los limites de deteccién del método
(Figura 12) nos permiti6 observar bandas intensas correspondientes al DNA
extraido de las muestras inoculadas tanto con Salmonella como con Listeria.
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Figura 13. A) Gel de agarosa al 1% donde se observan las bandas correspondientes a la
extraccion de DNA con el kit comercial Fast ID de Salmonella para determinar los limites de
deteccion del método. Carril 1. Marcador, carril 2 DNA de carne inoculada con Salmonella 10",
carril 3 DNA de carne inoculada con Salmonella 10, carril 4 DNA de carne inoculada con
Salmonella 10" y sometida a enriquecimiento, carril 5 DNA de carne inoculada con Salmonella
102, carril 6 DNA de carne inoculada con Salmonella 107, carril 7 DNA de carne inoculada con
Salmonella 10% y sometida a enriquecimiento, carril 8 DNA de carne inoculada con Salmonella
10°, carril 9 DNA de carne inoculada con Salmonella 10°, carril 10 DNA de carne inoculada con
Salmonella 10°% y sometida a enriquecimiento, carril 11 DNA de carne inoculada con Salmonella
10*, carril 12 marcador molecular, carril 13 DNA de carne inoculada con Salmonella 10*, carril
14 DNA de carne inoculada con Salmonella 10* y sometida a enriquecimiento. B) Gel de
agarosa al 1% donde se observan las bandas correspondientes a la extracciéon de DNA con el
kit comercial Fast ID de Listeria para determinar los Iimites de deteccion del método. Carril 1.
Marcador, carril 2 DNA de carne inoculada con Listeria 10%, carril 3 DNA de carne inoculada
con Listeria 10", carril 4 DNA de carne moculada con Listeria 10* y sometida a enriguecimiento,
carr|l 5 DNA de carne inoculada con Listeria 10?, carrll 6 DNA de carne inoculada con Listeria
10%, carril 7 DNA de carne inoculada con Llsterla 102 y sometida a enriquecimiento, carril 8
DNA de carne inoculada con Listeria 10°% carril 9 DNA de carne inoculada con Listeria 10°,
carril 10 marcador molecular, carril 11 DNA de carne inoculada con Listeria 10° y sometida a
enriquecimiento, carril 12 DNA de carne inoculada con Listeria 10°, carril 13 DNA de carne
inoculada con Listeria 10*, carril 14 DNA de carne inoculada con Listeria 10* y sometida a
enriquecimiento.
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El DNA extraido se cuantific, y aunque no se obtuvieron concentraciones muy
altas de DNA y la pureza no fue la ideal, de acuerdo con el método
espectrofotométrico, se decidid trabajar con las muestras que presentaban una
mejor concentracion de DNA para realizar la reaccion de PCR con estas muestras
(Tablas 13y 14).

Tabla 13. Concentracion de DNA con el kit comercial Fast ID de Listeria monocytogenes obtenido
para determinar los limites de deteccion del método.

Muestra Abs 260 Abs 280 Concentracién Pureza 260/280
L10" 0.1302 0.0808 32.55 1.6
L10% En 0.091 0.0639 22.75 1.4
L10° 0.188 0.1183 47.00 1.6
L10° En 0.1009 0.0563 25.23 1.8
L10° 0.1301 0.0766 32.53 1.7
L10* En 0.0521 0.0278 13.03 1.9
L10* 0.1235 0.0848 30.88 1.5

L10" En: Carne inoculada con 10" UFC/g y con enriquecimiento. L10": Carne inoculada con 10" UFC/g. L10°
En: Carne inoculada con 10° UFC/g y con enriguecimiento. L10% Carne inoculada con 10° UFClg. L10% En:
Carne inoculada con 10° UFC/g y con enriguecimiento. L10% Carne inoculada con 10° UFCl/g. L10* En:
Carne inoculada con 10* UFC/g y con enriguecimiento. L10* Carne inoculada con 10* UFCl/g.

Las muestras de DNA inoculadas 10' y 10° de Salmonella sometidas a
enriguecimiento se ajustaron a una concentracion de 50 ng/uL, ya que se obtuvo
una alta concentracion de DNA, las muestras restantes se diluyeron en una

proporcién de 7:3 (Tabla 15y 16), y después se realizd una reaccion de PCR.
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Tabla 14. Concentracién de DNA de Salmonella enterica subsp. Typhimurium obtenido para
determinar los limites de deteccion del método.

Muestra Abs 260 Abs 280 Concentracion Pureza
(ng/plL)

S10" En 1.3892 0.6596 347.30 2.1
s10° 0.1331 0.0872 33.28 15

S10° En 0.3486 0.1661 87.15 2.1
S10° 0.0797 0.0497 19.93 1.6

S10° En 0.1063 0.0747 26.58 1.4
s10° 0.0669 0.0478 16.73 1.4

S10%En 0.1889 0.075 47.23 25
s10* 0.1097 0.0721 27.43 1.5

S 10 En: Carne inoculada con 10 UFC/g y con enriguecimiento. SlO Carne inoculada con 10 UFClg.
Slo En: Carne inoculada con 10 UFC/g y con enriquecimiento. SlO Carne inoculada con 10 UFC/g.
Slo En: Carne inoculada con 10 UFC/g y con enriquecimiento. SlO Carne inoculada con 10 UFC/g.
S10* En: Carne inoculada con 10* UFC/g y con enriquecimiento. S10*: Carne inoculada con 10* UFC/g.

Tabla 15. Concentraciones del templado de Listeria monocytogenes en la reaccion de PCR para
la determinacion de los limites de deteccién.

Muestra Concentracion Concentracion en tubo de
(ng/uL) reaccion (ng/pL)
L10' En 10.63 2.13
L10t 9.77 1.95
L10° En 6.83 1.37
L10° 14.10 2.82
L10° En 7.57 1.51
L10® 9.76 1.95
L10% En 3.91 0.78
L10* 29.26 1.85

L10" En: Carne inoculada con 10" UFC/g y con enrlquemmlento L10": Carne inoculada con 10" UFC/g. L10
En: Carne inoculada con 10° UFC/g y con enriquecimiento. LlO Carne inoculada con 10? UFC/g. L10° En:
Carne inoculada con 10 UFC/g y con enriguecimiento. LlO Carne inoculada con 10 UFC/g. L10* En:
Carne inoculada con 10* UFC/g y con enriguecimiento. L10* Carne inoculada con 10* UFCl/g.
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Tabla 16. Concentraciones del templado de Salmonella enterica subsp. Typhimurium en la
reaccion de PCR para la determinacion de los limites de deteccion

Muestra Concentracion Concentracion en tubo de
(ng/uL) reaccion (ng/pL)
S10" En 50 10
s10* 9.98 2.00
S10° En 50 10
S10° 5.98 1.20
S10° En 7.97 1.59
s10° 5.02 1.00
S10* En 14.17 2.83
s10* 8.23 1.65

S 10 En: Carne inoculada con 10 UFC/g y con enriguecimiento. SlO Carne inoculada con 10 UFClg.
SlO En: Carne inoculada con 10 UFC/g y con enriquecimiento. SlO Carne inoculada con 10 UFC/g.
SlO En: Carne inoculada con 10 UFC/g y con enriquecimiento. SlO Carne inoculada con 10 UFC/g.
S10* En: Carne inoculada con 10* UFC/g y con enriquecimiento. S10*: Carne inoculada con 10* UFC/g.

Después de haber realizado la reaccion de PCR se hizo una electroforesis en gel
de agarosa al 2% donde se pudieron observar las bandas correspondientes a los
productos amplificados (Figuras 14 y 15).

Tanto para Listeria como para Salmonella fue posible detectar todas las
concentraciones ya que se observaron bandas definidas correspondientes a los
productos amplificados; las muestras correspondientes a las concentraciones de
10% de Listeria con y sin enriquecimiento no presentaron bandas intensas. Con
respecto a las concentraciéon de 10* sin enriquecimiento tanto para Listeria como
Salmonella no fue posible observar bandas correspondientes a los productos
amplificados, esto se puede deber a que no existio una buena recuperacion de
células (Ruiz-Rueda et al. 2010), con lo cual no hubo una alta concentracion de
DNA correspondientes a las bacterias, 0 a que las muestras no presentaban un
valor de pureza ideal y podrian contener inhibidores de la reaccion de PCR
(Maurer, 2006).
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Figura 14. Gel de agarosa al 2% donde se muestran los productos de PCR de correspondientes a
los limites de deteccion de Salmonella. Carriles 1 marcador, 2 control negativo, 3 producto
amplificado de DNA de carne sin enriquecimiento inoculada con 10* UFC/g de Salmonella, 4
producto amplificado de DNA de carne con enriquecimiento inoculada con 10* UFC/g de Salmonella,
5 producto amplificado de DNA de carne sin enriquecimiento inoculada con 10°® UFC/g de
Salmonella, 6 producto amplificado de DNA de carne con enriquecimiento inoculada con 10° UFC/g
de Salmonella, 7 producto amplificado de DNA de carne sin enriquecimiento inoculada con 10°
UFC/g de Salmonella, 8 producto amplificado de DNA de carne con enriquecimiento inoculada con
10° UFC/g de Salmonella, 9 producto amplificado de DNA de carne sin enriquecimiento inoculada
con 10! UFC/g de Salmonella, 10 producto amplificado de DNA de carne con enriquecimiento
inoculada con 10" UFC/g de Salmonella
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Figura 15. Gel de agarosa al 2% donde se muestran los productos de PCR de correspondientes a
los limites de deteccién de Listeria. Carriles,1 marcador, 2 control negativo, 3 producto amplificado
de DNA de carne sin enriquecimiento inoculada con 10* UFC/g de Listeria, 4 producto amplificado de
DNA de carne con enriquecimiento inoculada con 10* UFC/g de Listeria, 5 producto amplificado de
DNA de carne sin enriquecimiento inoculada con 10° UFC/g de Listeria, 6 producto amplificado de
DNA de carne con enriquecimiento inoculada con 10° UFC/g de Listeria, 7 producto amplificado de
DNA de carne sin enriquecimiento inoculada con 102 UFC/g de Listeria, 8 producto amplificado de
DNA de carne con enriquecimiento inoculada con 10? UFC/g de Listeria, 9 producto amplificado de
DNA de carne sin enriquecimiento inoculada con 10" UFC/g de Listeria, 10 producto amplificado de
DNA de carne con enriquecimiento inoculada con 10" UFC/g de Listeria.
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7.3 Tercera etapa: Evaluacion de la sobrevivencia de patbgenos en carne

congelada.

7.3.1 Muestreo.

7.3.1.1 Sobrevivencia de las bacterias en la carne congelada..

La carne se inocul6 con un cultivo de Listeria monocytogenes (10* UFC/g ) y con
de Salmonella enterica subsp. Typhimurium (10°> UFC/g) y se almacen6 a -14°C
durante 4 semanas (Tabla 17). Para Listeria se observa un descenso en la cuenta
a las 2 horas de haber empezado el almacenamiento (Figura 16). Esta
disminucién de la cantidad células de Listeria monocytogenes con respecto a la
cantidad con la cual se comenz6 el muestreo se observd en cada tiempo de
monitoreo, pero esta disminucion fue de menos de un ciclo logaritmico. En cambio
para Salmonella enterica subsp. Typhimurium esta disminucién también se
presentd, pero el conteo se mantuvo dentro del mismo orden del inoculo inicial. La
disminucién para los dos microorganismos es significativa (p<0.05) a lo largo de
todo el muestreo. Durante el tiempo de muestreo se observdé que aunque la
disminucién de Listeria fue menor a un ciclo logaritmico las células pierden
viabilidad de forma mas rapida que Salmonella que su disminucion se hace de

forma gradual.
En el caso de Listeria monocytogenes después de 4 semanas de almacenamiento

en congelacién su cuenta fue de 6.9x10°> UFC/g de carne y para Salmonella

enterica subsp. Typhimurium fue de 2.3x10° UFC/g de carne.
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Tabla 17. Cuantificacion de bacterias sobrevivientes durante el almacenamiento a baja temperatura
de carne de res.

Tiempo Salmonella Listeria
0 6.5x10° 1.5x10°
2 hr 1.01x10" 1.05x10°
24hr 5.3x10° 8.5x10°
1 semana 3.2x10° 7.0x10°
2 semanas 2.8x10° 5.5x10°
3 semanas 2.0x10° 4.9x10°
4 semanas 2.3x10° 6.9x10°
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Figura 16. Sobrevivencia de Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium durante el
almacenamiento de carne en congelacion a -14°C. Se presentan promedios de 2 muestras y
desviaciones estandar.
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Aunque el periodo de almacenamiento no fue largo y sabiendo que la carne se
puede conservar en congelacion durante un periodo de entre 6 y 12 meses
(Willenberg, 2006). En algunos estudios recientes se observd que Listeria
monocytogenes sobrevive en Salchichas tipo Frankfurt empacadas al vacio y
almacenadas a 4° durante 30 dias (Simpson et al., 2010), en tocino precocido
empacado al vacio y almacenado a -20°y 4°C durante 25 semanas (Toarmina et
al., 2010), en fresas congeladas por periodos de al menos 4 semanas (Flessa et
al., 2005). En el caso de Salmonella en estudios recientes se ha visto que en
nuggets de pollo pre-cocidos congelados a -20° C las células de Salmonella
pueden sobrevivir hasta 16 semanas (Dominguez et al., 2009), en jugo de
naranja irradiado y conservado a temperatura de refrigeracion Salmonella
sobrevive por 14 dias y aun despues se pueden encontrar células viables (Niemira
et al., 2003), También se ha encontrado que diferentes serovariedades de
Salmonella vy Listeria monocytogenes pueden sobrevivir en jugos concentrados de
uva, manzana, pifia y en pure de platdno por al menos 12 semanas a niveles
detectables (Oyarzébal et al., 2003).

Durante los primeros 3 tiempos del muestreo en las placas de Agar XLD y Agar
Oxford crecian colonias diferentes a las caracteristicas de Salmonella y de Listeria
(Figura 17), estas colonias eran de color amarillo y de consistencia cremosa. La
presencia de estas colonias diferentes sugeria que las muestras de carne tenian
una microbiota inicial, por lo cual, se decidié hacer un conteo en agar cuenta en
placa. Aunque con esta cuenta en placa no se puede diferenciar entre grupos de
microorganismo, nos ayud6 para conocer la calidad microbiolégica de las
muestras utilizadas. Al compara los conteos en medios selectivos con los conteos
en agar cuenta en placa se observa que con respecto a Salmonella la diferencia
entre los conteos llega a ser de hasta un ciclo logaritmico y para Listeria esta
diferencia es de hasta 2 ciclos logaritmicos. Estas diferencias indican que la
cantidad de microbiota inicial en la carne estaba presente en un numero

considerable.
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Figura 17. A) Caja de agar XLD donde se pueden observar colonias caracteristicas de
Salmonella y colonias diferentes de color amarillo. B) Cajas con agar Oxford donde se
observan colonias caracteristicas de Listeria monocytogenes y colonias diferentes de color
amarillo

Las cajas de agar cuenta en placa presentaban dos tipos de colonias; colonias
pequefias, puntiformes, y de consistencia cremosa, y colonias grandes de
consistencia cremosa. Se realizé la cuenta de los dos tipos de colonias asi como

el conteo total (Tabla 18)

Tabla 18. Cuantificacion de bacterias en el agar cuenta en placa, a 30°C, condiciones aerobias

Cuenta
Semana Colonias pequefias UFC/g Colonias grandes total
(UFC/g)
1 192 140 1.7x10* 77 53 6.5x10° 2.31x10*
2 86 55 7.1x10° 63 58 6.1x10° 1.3x10"
3 142 129 1.4x10° 50 31 4.1x10" 1.8x10°
4 255 259 2.6x10" 47 51 4.1x10° 3.1x10"

Aunque se puede observar que durante el muestreo el conteo de microorganismos
disminuy6 y aumenté de una semana a otra (Figura 18); dentro de estos
microorganismos se pueden encontrar Pseudomonas, Acinetobacter, Enterobacter

(Préandl, 1992). La diferencia que se observa no es significativa, por lo que se
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puede decir que la cantidad total de microorganismos presentes en las muestras
se mantuvo constante durante todo el muestreo, ademas su presencia no afecto la

cuantificacion de las bacterias sobrevivientes inoculadas en las muestras.
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Figura 18. Cuantificacion microorganismos mesoéfilos aerobios. Cuenta en placa, a 30°C,
condiciones aerobias.

7.3.1.2 Deteccion por PCR de Salmonella Typhimurium y Listeria monocytogenes.

En las mismas muestras que el punto anterior se identific6 a Salmonella y a
Listeria monocytogenes por PCR. La carne se someti6 a enriquecimiento para
después extraer el DNA con el kit comercial Fast ID. En la Figura 19 se pueden
observar bandas intensas para cada una de las muestras de DNA extraido, a
excepcion de las muestras correspondientes a las semanas 3 y 4 de muestreo de
Listeria monocytogenes, donde las bandas que se observaron no fueron bien

definidas.
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Figura 19. Gel de agarosa al 1% donde se observa el DNA extraido de muestras de carne inoculadas
con Listeria monocytogenes (carril 2 a 8) y con Salmonella Typhimurium (carril 9 a 16) Almacenadas a -
14°C por 4 semanas. Carriles: 1 marcador molecular, 2 DNA extraido de una muestra de carne recién
inoculada con Listeria monocytogenes, 3 DNA extraido de una muestra de carne inoculada con Listeria
monocytogenes y congelada por 2 horas, 4 DNA extraido de una muestra de carne inoculada con
Listeria monocytogenes y almacenada en congelacion por 24 horas , 5 DNA extraido de una muestra de
carne inoculada con Listeria monocytogenes y almacenada en congelaciéon por 1 semana, 6 DNA
extraido de una muestra de carne inoculada con Listeria monocytogenes y almacenada en congelacion
por 2 semanas, 7 DNA extraido de una muestra de carne inoculada con Listeria monocytogenes y
almacenada en congelacion por 3 semanas, 8 DNA extraido de una muestra de carne inoculada con
Listeria monocytogenes y almacenada en congelacién por 4 semanas, 9 DNA extraido de una muestra
de carne recién inoculada con Salmonella Typhimurium, 10 DNA extraido de una muestra de carne
inoculada con Salmonella Typhimurium y con 2 horas de congelacién, 11 DNA extraido de una muestra
de carne inoculada con Salmonella Typhimurium y con 24 horas de congelacion, 12 marcador
molecular, 13 DNA extraido de una muestra de carne inoculada con Salmonella Typhimurium y
almacenada en congelacion por 1 semana, 14 DNA extraido de una muestra de carne inoculada con
Salmonella Typhimurium y almacenada en congelacion por 2 semanas, 15 DNA extraido de una
muestra de carne inoculada con Salmonella Typhimurium y almacenada en congelaciéon por 3 semanas,
16 DNA extraido de una muestra de carne inoculada con Salmonella Typhimurium y almacenada en
congelacion por 4 semanas .
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Se cuantificO el DNA presente en las muestras mediante el método
espectrofotométrico (Tablas 19 y 20). Las concentraciones de DNA obtenidas
fueron adecuadas para poder realizar una reaccion de PCR. EIl cociente entre la
absorbancia a 260 nm y la absorbancia a 280 nm no fue la ideal, pero suficiente
para realizar la reaccion de PCR.

Tabla 19. Concentracion de DNA del extracto de carne inoculada Listeria monocytogenes
obtenido con el kit comercial Fast ID

Muestra Abs 260 Abs 280 Calidad Concentracion
260/280 (ng/pL)
Listeria TO 0.1983 0.1129 1.756 49.575
Listeria T1 0.0991 0.0558 1.776 24.775
Listeria T2 0.1201 0.0673 1.785 30.025
Listeria T3 0.0965 0.0606 1.592 24.125
Listeria T4 0.0973 0.0615 1.582 24.325
Listeria TS5 0.0773 0.0529 1.461 19.325
Listeria T6 0.0970 0.0593 1.636 24.25

Tabla 20. Concentracion de DNA del extracto de carne inoculada con Salmonella enterica
subsp. Typhimurium obtenido con el kit comercial Fast ID

Muestra Abs 260 Abs 280 Concentracion

(ng/plL)
Salmonella TO 0.1698 0.1074 1.581 42.45
SalmonellaT1 0.1377 0.0921 1.495 34.425
Salmonella T2 0.0594 0.0352 1.688 14.85
Salmonella T3 0.0915 0.0501 1.826 22.875
Salmonella T4 0.1137 0.0748 1.520 28.425
Salmonella T5 0.0959 0.061 1.572 23.975
Salmonella T6 0.112 0.072 1.553 28
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Antes de realizar la reacciéon de PCR las muestras de DNA se diluyeron en una
proporcion de 7 partes de agua estéril por 3 de DNA. Las muestras ya diluidas se
encontraron en un rango de concentracion desde 14 ng/uL hasta 4 ng/uL, y al
agregarse al tubo de reaccion las muestras tuvieron una concentraciéon promedio
de 1.6 ng/uL.

Se realizo la reaccion de PCR con el DNA extraido de las muestras inoculadas
con los diferentes patdgenos. En la electroforesis en gel de agarosa al 2% que se
realizd6 después de la reaccion de PCR, se pudieron observar las bandas
correspondientes a la region del gen de la hemolisina, listeriolisina O de Listeria
monocytogenes (Figura 20) aproximadamente en 210 pb, estas bandas no fueron
muy intensas pero si bien definidas durante todo el muestreo. En el caso de
Salmonella Typhimurium (Figura 21) se observaron bandas intensas
correspondientes a la region ITS (espaciador interno transcrito) aproximadamente
a 312 pb definidas durante todo el muestreo. La intensidad que presentaron las
bandas era esperable ya que los conteos en placa para Listeria fueron del orden
de 10% con lo cual se esperaban banda poco intensas, en cambio, la intensidad de
las bandas de Salmonella fue mayor al presentar conteos mas altos que los de

Listeria.
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Figura 20. Productos de PCR caracteristicos de la region correspondiente al gen de la hemolisina,
listeriolisina O de Listeria monocytogenes identificadas en las muestras de carne utilizadas en el
muestreo. Carril 1 marcador, carril 2 control negativo, carril 3 Tiempo 0 (0 horas), carril 4 Tiempo 1 (2
horas de almacenamiento en congelacion), carril 5 Tiempo 2 (24 horas en congelacion), carril 6 Tiempo
3 (1 semana en congelacion), carril 7 Tiempo 4 (2 semanas en congelacién), carril 8 Tiempo 5 (3
semanas en congelacion), carril 9 Tiempo 6 (4 semanas en congelacion).

Figura 21. Productos de PCR caracteristicos de la region ITS (internal transcribed spacer)
caracteristicas del Salmonella enterica subsp. Typhimurium identificadas en las muestras de carne
utilizadas en el muestreo. Carril 1 marcador, carril 2 control negativo, carril 3 Tiempo 0 (O horas),
carril 4 Tiempo 1 (2 horas de almacenamiento en refrigeracion), carril 5 Tiempo 2 (24 horas en
congelacion), carril 6 Tiempo 3 (1 semana en congelacion), carril 7 Tiempo 4 (2 semanas en
congelacion), carril 8 Tiempo 5 (3 semanas en congelacion), carril 9 Tiempo 6 (4 semanas en
congelacion).
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Se realizé una reaccion de PCR a las colonias diferentes a las colonias tipicas que
crecieron en las cajas donde se cuantificaron las bacterias sobrevivientes, para
verificar que no se tratara de Salmonella o de Listeria. Se tomd 1 colonia de las
cajas de agar Oxford correspondiente al tiempo 4 de muestro (1 semana de
congelacion) y 2 colonias de las cajas de agar XLD correspondientes al tiempo 3
de muestreo (24 horas de congelacion); se les extrajo el DNA con el método
quimco - enzimatico y se realizé la reaccion de PCR con los primers especificos
para cada bacteria patdgena. Se cuantificaron las muestras de DNA extraido con
el espectrofotometro y se calcul6 la calidad del DNA (Tabla 21).

Tabla 21. Concentracién de DNA obtenidos de la extraccion realizada a las colonias “no tipicas”
que crecieron en las cajas de agar Oxford y agar XLD.

Muestra Abs 260 Abs 280 Calidad Concentracion
. ________________________(ou
SC 0.0487 0.0371 1.313 12.175
SG 0.0196 0.0123 1.593 4.9
LG 0.0888 0.0533 1.666 22.2

SC: Colonia de tamafio pequefio tomada del agar XLD, SG: Colonia de tamafio grande tomada del agar
XLD, LG; Colonia grande tomada del agar OXford

Como se obtuvo una concentracién baja de DNA las muestras no se diluyeron y se
tomaron 10 pl necesarios para realizar la reaccion de PCR. La concentracion de
DNA en el tubo de reaccién de la colonia pequefia tomada del agar XLD fue de
2.43 ng/uL, para la colonia grande tomada del mismo medio fue de 0.98 ng/uL, y

para la colonia grande tomada del agar Oxford fue de 4.44 ng/uL.

Se realizo6 la reaccién de PCR con los primers propios de cada tipo de bacteria y
después se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2% para verificar si se
obtuvieron productos de PCR (Figura 22). En la electroforesis se pudo observar
que para las colonias grande y de consistencia cremosa (SG), pequefia y
puntiforme (SC) tomadas de la caja de agar XLD y para la colonia grande y de
consistencia cremosa (LG) tomada de la caja de agar Oxford se obtuvieron

bandas tenues pero definidas de aproximadamente 312 pb correspondientes a los
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productos de PCR obtenidos para Salmonella, para la colonia (SC) también se
pudo observar una banda de poca intensidad de aproximadamente 210 pb que

pueden ser correspondientes a los productos de PCR de Listeria monocytogenes.

_- , 1 \
_- I 1 \
-7 1 \
SG: Banda SG: Banda correspondiente a SC: Band di LG: Banda correspondiente a
correspondiente de Salmonella spp. - Banda correspondiente a - g monelia spp.
Listeria Salmonella spp.

Figura 22. Gel de agarosa al 2%, carril 1 marcador molecular, carril 2 control negativo, carril 3
control positivo de Salmonella, carril 4 control positivo de Listeria, carril 5 colonia (SG) tomada de la
caja de agar XLD con primers de Listeria, carril 6 colonia (SG) tomada de la caja de agar XLD con
primers de Salmonella, carril 7 colonia (SC) tomada de la caja de agar XLD con primers de
Salmonella, carril 8 colonia (SC) tomada de la caja de agar XLD con primers de Listeria, carril 9
colonia (LG) tomada de la agar Oxford con primers de Salmonella, carril 10 colonia (LG) tomada de
la caja de agar Oxford con primers de Listeria.

Las bandas correspondientes a Salmonella spp. y aunque las colonias de las
cuales se extrajo el DNA tenian morfologia diferente algunas especies de
Salmonella crecen agar XLD con colonias amarillas aunque esto es muy poco
comun (Thushani et al., 2003). En el caso de la colonia tomada del agar Oxford,

aunque este medio contiene antibiéticos para hacerlo selectivo solo para Listeria,
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el crecimiento de una colonia identificada como Salmonella seria un indicio de que
la especie de Salmonella presente en la carne presenta una resistencia a estos
antibioticos. Se descartd una contaminacion de las muestras de DNA tanto en la
realizacion de la reaccion de PCR como la electroforesis ya que todo el material

utilizado estaba estéril y se utilizaron reactivos recientes.

90



Tesis

8. Conclusiones.

Se puso a punto una técnica de PCR para la deteccion de Salmonella enterica
subsp. Typhimurium. Y Listeria monocytogenes en carne de res congelada,
usando un kit comercial para extraer y purificar el DNA, usando los primers ITS
(espaciador interno transcrito) para Salmonella y el Hyl (Listeriolisina) para Listeria

monocytogenes, respectivamnente.

En cuanto a los limites de deteccibn del método fue posible detectar
concentraciones de microorganismos presentes en la carne en el orden de 10*

UFC/g, después de un enriguecimiento en caldo BHI durante 14 horas a 37°C.

Durante el almacenamiento en congelaciéon de carne inoculada con Salmonella
enterica subsp. Typhimurium y con Listeria monocytogenes: Se detecto la
presencia de ambas bacterias en todas las muestras de carne congelada

analizadas durante las 4 semanas que durd el muestreo

Durante la evaluacion de la sobrevivencia en congelacion a -14°C de bacterias
patégenas en carne congelada el nimero de UFC/g de Salmonella enterica subsp.
Typhimurium disminuyo de 6.5x10% a 2.3x10° UFC/g y para el caso de Listeria
monocytogenes la cantidad de UFC/g disminuyé 1.5x10° a 6.9x10%.

Al realizar la reaccion de PCR con el DNA de extraido de las muestras sometidas
a congelacibn se obtuvieron las bandas esperadas tanto para Listeria
monocytogenes y Salmonella enterica subsp. Typhimurium.

El numero de UFC/g de bacterias mesofilas se mantuvo constante durante el

almacenamineto a -14°C.

Se confirmé que las bacterias patdgenas Listeria monocytogenes y Salmonella
enterica subsp. Typhimurium, sobreviven durante la congelacion de la carne y que

la cuenta de mesofilos aerobios disminuye lentamente en las mismas condiciones.
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Se cuenta entonces con un control para comparar con el efecto de la aplicacion de

presion hidrostatica ultra alta en la carne antes de su congelacion.
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9. Preparacion de reactivos

-Buffer de Fosfatos 0.1 M pH 6 (500 mL).
Preparar por separado las soluciones 0.1 M de Fosfato de sodio (Na;HPO,) y de
Fosfato acido de sodio (NaH,PO4). Tomar 46.6 mL de NaH,PO,y 3.4 mL de

Na;HPO, mezclarlos y aforar con agua destilada a 500 mL.

-EDTA 0.5 M pH 8.
Para preparar 100 mL: Pesar 18.612 g de EDTA (J.T Baker) y disolver en unos 70-
80 mL de agua. Ajustar el pH a 8 con lentejas de NaOH y luego aforar a 100 mL

con agua destilada.

-SDS 10%.

Para 1 L pesar 100 g de SDS en 900 mL de agua destilada. Calentar a 68°C para
ayudar a que se disuelva. Ajustar el pH a 7.2 afiadiendo unas gotas de HCI
concentrado. Aforar el volumen a un litro con agua y guardar. Pesar el SDS

usando un cubrebocas y se dispersan facilmente.

-Solucién de cloruro de sodio 5M. (NaCl 5M).
Para preparar 500 mL de solucién pesar 146.25 g de cloruro de sodio (J.T Baker)

disolverlo y aforar a 500 mL.

-Proteinasa K (1mg/mL).
Disolver 100 mg de la enzima Proteinasa K (Sigma- Aldrich) en 5 mL de agua

estéril y después guardar en en microtubos de 1 mL y congelar.

-Mutanolisina (1UI/mL).
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Diluir 10 mg de la enzima mutanolisina (Sigma - Aldrich) en 10 mL de agua estéril

y guardar en microtubos de 1 mL.

-Pronasa (20 mg/mL).

La pronasa (Sigma — Aldrich)es una mezcla de serin-proteasas y proteasas acidas
de Streptomyces griseus .

Pretratamiento: La pronasa-autodigerida se prepara disolviendo la enzima en
polvo en Tris-HCI 10 mM (pH 7.5); NaCl 10 mM para tener una concentracion de
20 mg/mL de enzima. Una vez disuelta incubar a a 37°C por una hora.

Posteriormente guardar la enzima en alicuotas pequefias a -20°C.

-RNA’asa (20 mg/mL).

Pesar la cantidad de enzima RNA asa (Sigma —Aldrich) de acuerdo al volumen a
preparar y aforar con agua estéril. Por ejemplo: 0.2 g de enzima para preparar 10
mL. Una vez preparada la enzima guardar a -20°C en alicuotas pequefias.

La preparacion de la enzima deberd hacerse en frio, es decir manteniendo el

matraz y la enzima siempre en hielo.

-Lisozima (20 mg/mL).

Pesar la cantidad de enzima Lisozima (Sigma-Aldrich) de acuerdo al volumen a
preparar y aforar con agua estéril. Por ejemplo: 0.2 g de enzima para preparar 10
mL. Una vez preparada la enzima guardar a -20°C en alicuotas pequefias.

La preparacién de la enzima debera hacerse en frio, es decir manteniendo el
matraz y la enzima siempre en hielo.

El matraz y la espatula que se utilizen deben enjuagarse antes con agua estéril.
-Etanol al 75%.

Tomar 75 mL de etanol absoluto (J.T. Baker) y aforar a 100 mL con agua destilada

estéril.
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-Primers.

Diluir los primers (Invitrogen) en 200 uL de agua estéril para dejarlos en una
concentracion 20X después se guardaron en tubos de 600 pL.

Para dejar los primers a una concentracion 1X los primers se toman 2 uL en 38 uL

de agua estéril.

-Glicerol al 12%.
Se preparo 100 mLde una solucién al 50% de glicerol (J.T Baker) (solucion stock)
y tomar 4.8 mL de la solucién stock y aforar a 20 mL para tener la soluciéon de

glicerol al 12%. Guardar en microtubos de 600 pL.

-Tween-20 al 0.01%.

Se preparo una solucion al 0.1% de Tween-20 (Sigma- Aldrich) (solucién stock) y
tomar 2 mL de la solucién stock y aforar a 20 mL para obtener la solucion de
Tween 20 al 0.01%. Guardar en microtubos de 600 uL

-Buffer TBE 10X.
Para preparar 1 L se pesan: 68 g de Tris (Sigma), 55.4 g de acido bérico (Sigma) y
se mezclan con 40 mL de EDTA (J.T Baker) y se afora a 1 L con agua destilada.

-Buffer TBE 1X.
Para preparar 500 mL de buffer diluir 50 mL de buffer 10X en 450 mL de agua
destilada.

-Buffer TES 10X.

Para preparar 100 mL se pesan: 0.605 g de Tris (Sigma), 0.2922 g de NaCl (J.T
Baker) y 1 mL de EDTA (J.T Baker) 0.5 M pH 8, y se aforan a 100 mL con agua
destilada.
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