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RESUMEN

El obfetivo V(Vj_,é;es‘tre irabajo fue demostrar la confiabilidad de la técnica‘v'rde reaccion en cadena de la
polimerasé (PC) para’la detecci6n simultinea de Salmonella sp y Vibrio cholerae Ol en camarédn
"congelado para exportacién. Para la reaccion se amplificaron segmentos de ADN localizados en el
gen inv A [284 pares de bases (pb)] de Salmonella sp y el gen ctx AB (777 pb) de Vibrio cholerae
Ol. Los iniciadores que amplifican estos segmentos fueron ensayados en una reaccion de PCR para
la deteccidn del ADN de ambos microorganismos. Las condiciones de alineacion para esta técnica
fueron: 94° C, 58° C y 72° C durante 30 ciclos, lo que reduce el tiempo de diagnostico por los
métodos microbiologicos oficiales de 15 dias, a 28 horas con la PCR. Las muestras de camarén
crudo, descabezado y congelado provinieron de empacadoras certificadas para exportacion,
ubicadas en el estado de Sinaloa. Sc realizé un muestreo al azar siguiendo los criterios del ICMSF y
cumpliendo con lo establecido en el manual de procedimicntos para la toma y manejo de muestras
de alimentos para anilisis bacteriologico de la SSA. Se obtuvieron 5 marquetas por lotc y por
empacadora; de cada marqueta de 51b 8 oz (2.27 Kg) se realizaron 3 analisis bacteriologicos para la
busqueda de Saimonella sp 'y 3 para Vibrio cholerae O1, mismos que se analizaron con PCR. De
las 60 muestras analizadas ninguna fue positiva con PCR y con los métodos microbiologicos
oficiales no se¢ ecncontraron tampoco muestras positivas a ninguno de los dos microorganismos. Sin
embargo, con estos dltimos métodos se identificaron otras especies de Vibrio y enterobacterias
como son Proteus y Acinetobacter. Con cstos resultados, se confirmd la rapidez, sensibilidad y
especificidad del método, cumpliéndose ¢l objetivo sefialado. Se considera relevante la utilidad de
la PCR para seleccionar productos contaminados y por lo tanto sujctos a un andlisis microbiologico

oficial, para confirmar su inocuidad.

Palabras claves: PCR, Camardn, Vibrio cholerae Ol y Salmonelia sp.
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ABSTRACT

The ck)bjerctyibv‘ék of this work was the simultaneous detection of Salmonellai‘s;k anthbno Chblv'é('a_e‘(“)l
in frozen shrimp for export. Segments of DNA amplified were located in‘thévgehe inv A (284 pairs
““of bases (pb)] of Salmonella sp and the gene ctx AB (777 pb) of Vibrio cholerae Ol. The primer
pair that amplifies these segments was assayed in a PCR reaction for the detection of DNA of both
microorganisms. The alighment conditions for the PCR were: 94° C, 58° C and 72° C during 30
cycles. These condition reduce time for 15 days (official microbiologic methods) to 28 hours (24
hours of preenrichment and 4 for the PCR). The samples raw shrimp, beheaded and frozen came
from packers (o certificate for exportation, located in the state of Sinaloa. We carried out random
sampling, following the guidelines of the ICMSF, and fulfilling with the criteria established by the
SSA in the manual of procedures for the taking and handling of food samples for bacteriological
analysis. Five packages were obtained by lot and by packers. From each package (5Lb 8 Oz), we
carried out 3 bacteriological analyscs, looking for Salmonella sp and 3 for Vibrio cholerae Ol;
which were also analyzed by PCR. Of thc 60 analyzed samples none was positive with PCR and
with the official microbiologic methods they were not positive for microorganims. However, with
these methods we identificd other species of Vibrio and entcrobacterias like Proteus and
Acinetobacter. With these results, we completed the objective, confirming the specd, sensibility and
specificity of the method. PCR is considered of great utility to select contaminated products which

can then be proved by official microbiologic analysis, to confirm their innocuousness.

Key words: PCR, Shrimp, Vibrio cholerae Ol and Salmonelia sp.
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INTRODUCCION

En M¢éxico, uno de los prlncxp'llcs'problcmas dc salud pubhca csta dado por las

SEMARNAP 1999) .

Por su implii:déié

nica” rapida,
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REVISION DE LA LITERATURA
1.1. Situaciéon Sanitaria en México por cl consumo de Camarén

El consumo de carne en México continia siendo un factor constante en la dieta de un buen
porcentaje de la poblacion, la cual preserva habitos de preferencia por las carnes y otros alimentos.
La comercializacion y consumo de los productos que provienen de la actividad pesquera,

constituyen la fase ultima del circuito prod ‘cuvo del sector. Las estadisticas sobre el mercado

nacional hacen referencia a tres variables principales dlSpOl‘llbllldad de productos pesqueros en sus

diferentes formas de presentacién, consumo (aparent

'y ‘per cdpita) y precios a los que fueron

ofrecidos en el mercado. En Méxi‘cd elc nsum plr'od"u‘c:tbs pesqueros en 1997 fue de 1,227,919

étisibgia se_logrd precisar. cnﬁel 75% de los casos y los brotes de origen bacteriano ocuparon el
prlmer lugar. (42%) del total de las notificaciones (OPS/OMS/SSA 1993).

o 'Para eI control' .de la contaminacion microbiana, la Secretaria del Medio Ambiente,
Recursos Naturales y Pesca (SEMARNAP, actualmente SEMARNAT), a través de la Subsecretaria

de Pesca, se-encarga en México de realizar acciones especificas en el “Programa de Pesca y
Acuac'ultura 1995-2000", con el subprograma establecido de “Calidad Sanitaria en la Industria
Pesquera™ el cual tiene como objetivo principal apoyar y orientar a la industria en el cumplimiento
de la normatividad y, dadas las caracteristicas de los productos pesqueros, se ha dado mayor
importancia a las normas sanitarias. Las normas que marcan lineamientos sanitarios especificos para
el procesamiento de los productos pesqueros son la NOM-120 “Practicas de higiene y sanidad para
el proceso de alimentos, bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas” y la NOM-128 que establece “la

aplicacion de un sistema de analisis de riesgos y control de puntos criticos en la planta industrial
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procesadora “de productos de la pesca” La instrumentacion del subprograma se enfoca

. prmcnpalmente a la difusién de Ias Bu
|mplanta<:|on del Sistema de Andlisis dc Ri 'gos 'y Control de Puntos Criticos (SIRVE-ETA 1998; -
SEMARNAP 1999; NOM 1994; SSA Glono'fl993) o
e stos productos esta comenzando a: tener xntoyf— :

s Pricticas de Higiene y Sanidad, asi como a la

“La prevencion “de “la° contammacno
graclas a la implantacion del Anahsns de R|esgo y Control de Puntos Cntlcos (HACCP) que muchas‘

empresas llevan a cabo.
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1.2 Caracteristicas, aislamiento e identificacion de Salmonella sp y Vibrio cholerae O1

El género Salmonella pertenece a la familia Enrerobacteriaceae. Son bacilos cortos (1-2
um), méoviles, Gram negativos y no esporulados. Las salmonelas son anaerobios facultativos,
caracterizados bioquimicamente porque fermentan la glucosa, con produccién de dcido y'gas,'f'y‘_; no-
fermentan I‘a lactosa y Ia‘ sacérosa. Son relativamente termosensibles pues se destruyen a 60°C; en 15
a 20 mmulos y-no crecen por debajo de los 5°C. Soportan un pH entre 4.5 y 9, con optlmo de6.5a
7.5 (Hayes 1993 Giono 1993).

El gcnero Vibrio son bacilos Gram negativos que miden de 0.5um a 0.8um de diametro por
1.4 a 2.6um de largo. Son anaerobios facultativos capaces de fermentar la D-glucosa dando como
resultado produccion de acido pero no de gas. Adicionalmente, utilizan D-fructuosa, maltosa y
glicerol. La mayoria de las especies son oxidasa positiva y todos crecen a 20°C aunque muchas a
30°C. No forman endoesporas, no fijan ni desnitrifican el nitrégeno, todos son quimiorganotrofos
(Hayes 1993; Giono 1993; Giono 1991 ). Se encuentran en habitats acuaticos de una gran variedad
de salinidad. Son comunes en ambientes marinos, algunas especies se encuentran sobre la superficie
y en el contenido intesti’nal de animales marinos. Son susceptibles a la desecacion, la ebullicién, el
cloro y a las tetraciclinas. ‘

Las ctapas a seguir en ¢l laboratorio para llevar a cabo el diagnéstico de los microorganismos
son:-
1. Preenriquecimiento
En esta étapa se siembra una muestra de los alimentos en medios que contienen nutrientes
suficientes para permitir el crecimicnto del mayor niimero posible de microorganismos.
2. ‘Aislamiento por medios selectivos
Son - medios nutritivos que contienen agentes selectivos, como antibidticos, colorantes o
productos quimicos que suprimen el crecimiento de muchos microorganismos pero permiten el
crecimiento de los organismos seleccionados.
3. ldentlﬁcaclon bioquimica y serolégica
Son’ pruebas confirmatorias que nos permiten comprobar la pureza de! cultivo y una vez

obtenida la cepa pura se procede a su serotipificacion.(Giono 1993; Giono 1991)
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1.3 Comercializacion del Camarén

De acuerdo a las estadisticas realizadas por la SEMARNAT, en el afio de 1997 e! volumen
de exportacion de camardn fue de 36,898 toneladas, generando la mayor ganancia econémica en
productos pesqueros. Actualmente este producto se ha visto afectado principalmente por:

e La pesca indiscriminada y mal controlada en aguas marinas y de los sistemas lagunarios
estuarios, marismas y bahias, ya que las épocas y zonas de veda no son respetadas por los
pescadores.

e La contaminacion ambiental por residuos peligrosos (Bioldgico infecciosos).

e La falta de capacitacion del personal que labora en las empacadoras para prevenir el riesgo de la
contaminacion del producto al procesarlo.

Ante tales causas mismas para las que se han tomado algunas medidas de control y fomento
sanitario, el Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de Regulacién y Fomento Sanitario para
Proteccién Ambiental establece mediante las normas, los limites miximos pecrmisibles de
contaminantes y las especificaciones sanitarias para la inocuidad del producto.

Ademas se han desarrollado cursos de capacitacion y formacién del personal que trabaja en el
embalaje de alimentos en empacadoras de camarén. Todas estas acciones han estado encaminadas a

obtener una mejoria en la higiene y sanidad del camarén (SIRVE-ETA 1998).
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1.4. Utilizacién de PCR para la deteccion de Microorganismos

Se han desarrollado métodos moleculares ripidos como herramientas de diagndstico para la -
deteccién de microorganismos a partir de muestras de tejidos, tales como la hibridacién con sondas
genéticas, andlisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) y-la -
técnica de reaccion en cadena de la polimer&sa (FCR) (Smith 1998; Junqueira 1997). )

La PCR (del inglés: Polymerase Cham Reaction) puede superar la sensibilidad obtenida con
las sondas de ADN, ya que los mm:adores o pequeﬁas sondas, de aproximadamente 20 nucleétidos,
utilizadas en esta técnica son capaces de hlbndar a los extremos de la secuencia especifica de ADN
del microorganismo que se desea |d¢nt|f' icar y,la enzima Taqg-polimerasa amplifica dicha secuencia
de una mancra exponencial a parti} de las muestras de los tejidos afectados (Smith 1998; Junqueira
1997). :

El método consiste”en- la: amp ificaci6n enzimatica de secuencias especificas de ADN in

vitro, a partir de dos: mncmdores que son complementarios a los extremos de la secuencia de ADN

: La enznma Tag-polimerasa, en presencia de iones de Mg"" extiende el

que se desea ampllf' :
extremo 3’ de cada |n|c1ador, utilizando la secuencia de ADN blanco como molde para polimerizar
los nucleétndos complementanos a dicha secuencia. La reaccion se lleva a cabo en presencia de un
exccso de lmcladores que hibridan al nuevo ADN que se sintetizé en el ciclo anterior, de manera
que se convnerten en el blanco para la nueva sintesis. Esta reaccién ocurre en una serie de ciclos

repeutlvos que incluyen: desnaturalizacién de la doble cadena de ADN, hibridacién de los

mlcladores a los extremos del fragmento de ADN y la extension de éstos iniciadores sobre el ADN
molde por pohmerasa termoestable.

Lo anterior da como resultando la acumulacién exponencial del fragmento especifico cuya
dimensién esta definida por los finales 5° de los iniciadores, ya que el producto de extension
sintetizado en un ciclo sirve como molde en el siguiente ciclo, de manera que el nimero de copias
de ADN se duplica en cada ciclo. Asi, 20 ciclos de PCR resulta en una amplificacién de un millén
de veces.

Tres ventajas principales de la técnica de PCR son la sensibilidad, la especificidad y la
rapidez de la prueba. La seleccion de iniciadores que amplifiquen secuencias de ADN de genes
responsables de codificar factores de virulencia o toxinas permite identificar anicamente aquellos
organismos potencialmente patogenos. Ademas pequefias concentraciones de ADN blanco,
correspondicntes a bajos nimeros de células bacterianas pueden ser detectadas en un corto tiempo
(Erlich 1992; Harris 1992).
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HIPOTESIS

La PCR puede ser una técnica de diagnéstic‘}v" mas répida 7e5pecif' ica y de alta sensibilidad
para detectar simultaneamente Salmonella sp y Vlbrw cholerae Ol'en camarén crudo descabezado

congelado para exportacion, comparada con los métodos bacterloléglcos tradicionales.
OBJETIVO GENERAL

Establecer un sistema rapido, especnfco : y de ‘alta” sensibilidad para detectar
simultineamente Salmonella sp y Vibrio cholerae Ol ¢én camarén crudo descabezado congelado
para exportacion; asi como comparar el tiempo y los;resultados obtenidos con los métodos

bacteriol6gicos oficiales.

OBJETIVOS PARTICULARES

0

¢ Definir un protocolo para la identificacion de Salmonella sp y Vlbrzo cholerae Ol medlante la
técnica de PCR y de RFLP. : : :

®,

¢+ Definir un protocolo para. la |dent|f' :
camar6n crudo ‘descabeza
D2 Compnrar los melodos mlcroblologlcos ofi cmles para la determmacnon de Salmonella spy

' Vibrio cholerae Ol contra los métodos de biologia molecular.

¢ Detectar en 60 muestras la existencia de Salmonella sp y Vibrio cholerae O1 en ézirha’r6n crudo

descabezado congelado para exportacion.

: TFQTC,FON'
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MATERIAL Y METODOS
El estudio estuvo constituido por dos etapas:
PRIMERA ETAPA: Laboratorio de experimentacion

En primera instancia se trabajé con cultivos bacterianos puros, 'c'epas tipificadas que fueron

donadas por el Laboratorio Nacional de Salud Pablica (de la Secretana de Salud) para la obtenci6n

de ADN de ambos microorganismos.

Se determinaron las condiciones de ciclos, tie'r"np:os':f’ : \‘p'l‘e}rdt‘ukas para la técnica de PCR,
empleando ADN purificado, para la replicacion 5|multanea de: Salmonella sp y Vibrio cholerae Ol.

Postenormente se “confirmé su efectividad mediante la utilizacion de muestras contaminadas en
forma . artlf 0|al con indculos conocidos (una colonia) de las cepas patdgenas. Se emplearon

controles negativos y se verificaron los resultados con los métodos microbiolégicos oficiales.

1. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

a) Técnica de minipreparacion de ADN genémico

Para la extraccion de ADN sec utilizaron cultivos de cepas puras de las bacterias de interés,
se sembraron y despues se aislaron. De las colonias obtenidas una fue depositada en 10 mi de caldo
Luria (LB), centrifugdandose 12 minutos a 3,400 rpm, se¢ decantd ¢l sobrenadante y al precipitado le
fucron adicionados 500l de solucion de lisis (8% de sacarosa, 5% de triton X-100, 50 mM EDTA
y 50 mM tris - HCI pH 8). Se dejoé 10 minutos a temperatura ambiente, luego fue agregada lisozima

[1.s mg/ml]'y‘se incub6 20 minutos también a temperatura ambiente; consecutivamente se hirvié

durante un minuto en bano maria y se dejé enfriar un minuto. Después fue adicionada la RNAsa
[ISpg/mI] lnc(lbandose una hora a 37 °C, para enseguida adicionar NaCl 5 M [2 M final]; se mezclo
| y: centnfugo a 10,000 rpm durante 10 minutos recuperandose el sobrenadante, el cual fue
. preclpltado con 2 volimenes de etanol absoluto frio y se incubd durante 2 horas a - 20 °C.
Posteriormente se centrifugé a 12,000 rpm, durante 10 minutos a 4 °C, sc decanté y se lavd la
pastilla 2 veces con etanol al 70 % (= 100 pl); nuevamente fue centrifugado a 12,000 rpm, durante 5
minutos, se seco la pastilla en centrifuga de vacio y se resuspendio en agua estéril (= 50 ul). Por

ultimo fue verificada la integridad de ADN en un gel de agarosa al 1 %, donde se observé una
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banda tnica, nmda y de peso molecular alto (mas de 8454 pb) y se cuantificaron los nanogramos
obtemdos en el ﬂuorémctro med‘ me la relacnén co entracnén-mdlce de transmitancia, que realiza
automallcamente dlChO dparalo‘(\/ .;1984 modlt' cado por el Dr. Rogelio
Alonso del Laboratono de Geneuca Molecular FMVZ UNAM) :

Con este protocolo de extraccion, el tiempo consumido fue’ de” 3 horas, por'lo que se realiz6

la exlraccmn de ADN gendmico en crudo, logrando un tiempo de 1 hora, este u|t|mo protocolo fue

el de Sanchez (2000).

b) Extracciéon de ADN genémico en crudo.

Para la extraccion de ADN en crudo, se sembraron cepas puras~de las’ bacterlas Vibrio

cholerae Ol en agar TINI y, Sulmonella sp en agar sangre y J SaImonella sp. Después de

24 horas, sc obtuvieron varias colonias; se tomd una colonia y f ! oloc da en un tubo eppendorf de
1.5 m! con 100 ul de buffer D que contenia KCL 50mM, Trls HCI ]0 mM MgCl; 2.5 mM, NP 40
0.45 % y Tween al 0.45% con Proteinasa K a una concentraclén de 8 mg/ml. Se incubé la muestra
durante una hora a 50°C, y se inactivé la enzima al incubar la muestra a 90°C durante 10 minutos;

posteriormente se tomaron 1.5 ul para la técnica de PCR (Sanchez 2000; Roberger 1997).

¢) Téenica de PCR

Se utilizaron iniciadores ya probados para la amplificacion del gen inv A de Salmonella sp
(Galan, 1989) y del gen ctx AB (Mekalanos 1983), los cuales fucron cnsayados juntos en una PCR
combinada o miltiple.

La PCR se realizd ecn condiciones cstandares de volimenes y concentraciones de cada uno
de los reactivos; una vez cuantificado el ADN obtcnido provenicnte dec cada microorganismo, se
hicieron las diluciones correspondicntes para alcanzar una concentracion final de 25 ng/ul; dicha
concentracion fue utilizada para todas las reacciones que se llevaron a cabo.

Posteriormentc al recalizar la extraccion de ADN genémico en crudo ya no es neccsario
llevar a cabo la cuantificacién del ADN.

El gen inv A, especifico del género Salmonella, es el que permite que la bacteria penetre en
las células epiteliales del intestino del hospedero (Galan 1989; Galan 1991). Para la amplificacion
del gen inv A de Sulmonella sp (Kimura 1999, Sarawut 1995 y Rahn 1992) se emplearon los

iniciadores que se¢ presentan en el cuadro siguiente.
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Tamafio. : del | Designacién - |

de del iniciador .

Gen amplificado ! ;'Jy'rodii'cto" Secﬁencia del Viniciador

5 ng AAA TTA TCg CCA CgT TCg 8eCAR-3

invA

(Sarawut 1995 Ranh 1992) R
Para Vibrio cholerae Ol se utilizaron los mnmadores del gen cix AB (Koch 1993 ,Shll‘al :
1991, Fields 1992), el cual promueve la produccion de la toxina colérica que actua sobre la mucosa :
del intestino delgado, provocando la diarrea caracteristica de la enfermedad. Este gen es una .
proteina compuesta de una subunidad A y cinco subunidades B, responsables de la fijacion de la’
toxina al receptor. La subunidad B se une al receptor GM,; en la membrana celular del epitelio del
intestino delgado. Por su parte la subunidad A es responsable de la activacién del adenilato ciclasa

provocando la hipersecrecion de sales y agua (Mekalanos et al 1983, Finkelstein).

Tamaiio del | Designacién
Gen amplificado | producto de|del iniciador Secuencia del iniciador
|PCR(pb).. |-

cix AB — 777 VIBRIO P1 5° - TgA AAT AAA gCA gTC Agg Tg - 3°
' : | VIBRIO P3 5’ - pgT ATT CTg CAC ACA AAT CAg -3’

" Estos ‘juegos-de iniciadores fueron ensayados juntos para lograr una reaccién combinada o
multiplex, con la posibilidad dec dectectar ¢l ADN de cualquiera de los microorganismos
mencionhdos, a partir de una reaccién tinica con la técnica de PCR. Esto puede ser posible debido a
que los productos del PCR esperados, para cada microorganismo, tiencn tamafios moleculares
diferentes (pares de bases / pb). El namero de ciclos, las temperaturas y los tiempos, para la
reaccion en el termociclador, sc ajustaron de tal mancra que los iniciadores de Salmonella sp y los
de Vibrio cholerae Ol pudieron funcionar en la misma reacciéon y en un solo microtubo;
estandarizando asi la amplificacion en un lapso de 28 horas (24 horas de preenriquecimiento y 4

horas para la PCR).
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La reaccnon de PCR se realuzo en un volumen final de 18.25 ul, con los siguientes reactivos:
Solucién amortlguadora de PCR (1.0 mM Tris-Cl, 1.5 mM MgCl, y 50 mM KClI, pH 8.3), 100 uM
de cada dNTP, 1.4 pM de cada iniciador, 2 U de Taq- polimerasa (Boheringer Mannheim), 1 ug de
ADN y agua estéril (Sinchez, 2000).

d) Electroforesis en Gel de Agarosa

Para observar los ‘productos resultantes de la. PCR, se elaboraron geles de agarosa al 2. % en
una soluciéon de TBE al 0.5x. Se disolvieron 2 g de agarosa NuSieve en 100 m! de buffef TBE 0:-5%;
y con 5 ul de bromuro de ctidio, se¢ vertié cl gel en ¢l molde de la cimara de electroforesis y se .
colocaron los peines, ya solidificado se retiraron los peines y se agregé buffer TBE 0.5% hasta qu'e-

sobrepasara un poco el nivel del gel.
¢) Polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP)

Para confirmar si el producto de amplificacién es el esperado, se: dlglere con una enzima

especifica que reconoce una secuencia de nucledtidos especifica denlro del’ gen amphf cado de cada

microorganismo. Para identificar las enzimas especificas para cada gen'
Anilisis de- Secuencia- GCG de la Universidad de Wisconsin, E. UA
Instituto de Blomedlcas de la UNAM.
: en ‘cuenta que estas enzimas no realizaran mas de. dos

‘tener una
tura y que no fueran homélogas entre las secuencias genémicas de Salmonella spy las
de V:brto cholerae O (Smith y Wood, 1998).

: En»_ialmonella sp la amplificacion del gen invA se digirié con la enzima Hha 1, esta enzima

reconoce en( la secuencia las siguientes cuatro pares de bases 5’-GCG l C-3°. Para el caso de
Vibrio cholerae Ol, el producto de amplificacién del gen ctx AB fue digerido por la enzima Cla 1,
esta enzima corta cuando reconoce de 5°-AT l CGAT-3".

Para el anilisis de la restriccion se tomaron 8.5l de muestra de PCR, se le adicionaron 0.5
ul de enzima y 1 pl de buffer; posteriormente se homogencizé y se dejé a 37°C durante una hora, el

corte se observo en un gel de agarosa al 3% (Sanchez, 2000).
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ANALISIS BACTERIOLOGICO
a) Técnica de cultivo microbiolégico

La deteccion microbioldgica mediante cultivo para Salmonella sp, se realizé conforme lo
sefala la Norma Oficial Mexicana NOM-114-SSA1-1994. Bienes y Servicios. Método para la -
determinacion de Salmonella en alimentos.

Se tomaron 25 g de cada muestra y se maceraron en un mortero en condiciones de
esterilidad, luego se depositaron en 225 ml de agua peptonada (proporcion 1:9), incubandose 24
horas a 37°C. Posteriormente se tom6 1 ml, del liquido bien homogeneizado y se deposité en 9 ml
de caldo tetrationato; enseguida se tomé un segundo mililitro y se depositdé en nueve mililitros de
caldo selenito-cistina, dejandose incubar nuevamente en los medios durante 24 horas a 37°C.

Para la identificacion de Salmonella sp, transcurrido el tiempo se procedié a sembrar en los
medios; agar Hektoen y en agar xilosina-lisina desoxicolato (XLD); siendo incubados durante el
mismo lapso e iguales condiciones de temperatura que para los medios liquidos (NOM-114-SSA).

A las muestras sospechosas, esto es, cuando se observaron colonias de color negro en agar
Hektoen y XLD se les realizaron pruebas bioquimicas, en agar triple-azicar-hierro (TSI1) y agar
lisina-hierro (LI1A) cuyos resultados fueron observados luego de 24 horas.

El método de prueba microbioldgico para Vibrio cholerae Ol, se realizé conforme a lo
establecido en la publicacion técnica del INDRE No 10 y De la Rosa (1995) (Giono 1991; Dec la
Rosa 1995).

Para V. cholerae Ol se tomaron también 25 g de muestra y ésta se macerd en un mortero en
condiciones de esterilidad, se deposito despues en 225 ml de agua peptonada alcalina (APW en una
proporcion de 1:9), incubdndose durantc 24 horas a 37°C. Posteriormente para su identificacion, se
procedié a sembrar en agar TINI y caldo Tr}ptona, siendo incubada durante el mismo lapso e
iguales condiciones de temperatura que en el APW.

A las colonias sospechosas se les realizaron las siguientes pruebas rdpidas: string, oxidasa y

por ultimo, a aquellas muestras que resultaron positivas, se les aplicaron pruebas serologicas.
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SEGUNDA ETAPA: Estudio de campo
a)Ubicacion de espacio y tiempo

En el presente trabajo, las muestras se'obtuViei-o 'f'd'e’z ‘empacadoras de':caniaréh"k:rudo

descabezado y congelado destinado a exportaclén, Iocahzadas en: Culiacan y Mazallan Smaloa,

México, proximas al Litoral del Pacifico Noroesle, en el mes de octubre de l999

b)Criterios de inclusién

Los criterios de inclusion, para la seleccion de las planlas camaroneras fueron

a) Quela planta estuviera certificada para exportacién =

b) Que tuviera una capacidad de produccién entre 2 y 20 toneladas por.semana ;.

¢) Que la denominacion del producto para su presentacién comercnal fuera “camarc’m crudo,

descabezado y congelado” (Diagrama de flujo, Anexo 1).
d) Que el proceso estuviera sujeto a un control sanitario regular (ICMSF 1999 Wacher l998)
~e) * Que la procedencia del producto fucra de zonas maritimas de produccién (bahla o altamar) del

Litoral Pacifico Noroeste de México.
c)Universo de trabajo y poblacion sujeta a estudio

Estuvo conformado por las plantas camaroneras que participaron por invitacion, cuyos lotes
de produccion (considerados la N=Poblacién de la muestra) estuvieron constituidos por las cajas
“master” (unidadcs muestrales) que contienen cada una, 10 marquetas de camaron, de 5 Lb 8 Oz

(2.27 kg) (sub-unidades muestrales) cada marqucta (SSA 1992).
d)Tamaiio y toma de la muestra

Para obtener una muestra representativa del lote en cada empacadora, se verificaron las
condiciones sanitarias del establecimiento y las practicas de manipulacion higiénica rcalizadas por
el personal durante el proceso. Como resultado, se consideré que el proceso estuvo sujeto a un
control sanitario rcgular, lo que nos permitié determinar ¢l tamaiio de la muestra por lote y por

planta; un minimo de 5 marquctas y un miaximo de 10.
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Se identific el lote' de produccién sujeto de estudio, se enumeraron las unidades que lo

consmulan (ca_yas “maste ) y, con Ia tabla de nameros aleatorios, se seleccionaron al azar las

unidades muestrale‘ ‘ASI, de cada ca_]a master fue tomada una marqueta de 5 Lb 8 Oz, obteniendo

un total de’s marquetas por lote y por empacadora
~De cada marqueta de’5Lb 8 Oz considerando la distribucion heterogénea de las bacterias, se

reallzaron 3 analisis bacteriologicos (muestras analiticas) para la biasqueda de Salmonella spy 3
para la busqueda de Vibrio cholerae O1; las cuales fueron analizadas por la Técnica de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (ICMSF 1999; Wacher 1998).

Por lo tanto, los resultados que se obtuvieron a partir del tamaiio de la muestra, para los
géneros de bacterias patdgenas que se buscaban cn el estudio, se consideran significativos de
acuerdo con los criterios establecidos por la ICMSF (International Commision Microbiological
Specifications for Foods) (ICMSF 1999; Wacher 1998). ‘

Los procedimientos para la toma, manejo y transporte de muestras, para los anilisis
mlcrobloléglcos del camarén, se realizaron de acuerdo con lo establecido en el Manual para
ahmentos aS| denominado, elaborado por el Laboratorio Naclonal de ‘Salud Piblica, de Referencna

publlcgdo por la Sccretaria de Salud (SSA 1992).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Laboratorio de experimentacion.

La complejidad en la composicion quimica de los alimentos (grasa, sangre, etc.) interfiere
con los métodos analiticos, por lo que frecuentemente nos lleva a utilizar tratamientos selectivos o
modificaciones en las técnicas de extraccion de ADN a fin de obtener resultados confiables. Al
analizar dos tipos de extraccion de ADN se observé que ambos eran confiables, sin embargo el
tiempo consumido por la técnica de Silhavy fue de 3 horas, por lo que se realizé la extraccion de
ADN gendmico en crudo (Sanchez, 2000), logrando un tiempo de | hora. En ambos protocolos el
medio de preenriquecimiento no afecté a la PCR. (Figura 1)

La técnica de PCR es un método preciso capaz de detectar pequeiias cantidades de ADN del

microorganismo cspecifico, 1o que la hace una prueba de eleccion en la industria de los alimentos.

Técnica de PCR. o £ o
De acuerdo con lo sefialado en el apartado de M\él'eArial y Métodos, donde se indica:qu'e al.

realizar la extraccion Silhavy para ADN, se cuantlf ico . y"se obtuvieron concentraciones de 25ng/ul

(concentracion utilizada para todas las reaccuones) Io que se observé fue un Ilgero barndo en el»
carril. Ademas el tiempo consumido fue mayor, ya que se tuvo que cuantificar el ADN. AI realnzar
la extraccion en crudo, el barrido en cl carril no se observa, se ve una banda bastante mtlda Y, como

se menciona anteriormente, se¢ disminuye ¢l tiempo de dlagnostlco (Figura 2, 3 y 4).
Sensibilidad y Especificidad del PCR.

La sensibilidad de la prueba ya ha sido evaluada por otros investigadores usando cultivo
puro de Salmonella sp y Vibrio cholerae O1, y cultivo de camaron preenriquecido en agua
peptonada (AP) y agua peptonada alcalina (APW). El poder detectar bajos niveles de inoculacién (1
colonia) en el camarén nos indica que es una prueba altamente sensible. En el caso de Salmonella
sp se han obtenido resultados positivos a una concentracion de 10 — 10* UFC, y en el caso de
Vibrio cholerae O\ detecta 10 a 100 UFC/g de muestra; la técnica de PCR es por consiguiente mas
sensibl; que otros métodos rapidos como ELISA, inmunofluorescencia e hibridacion del ADN
(Shii'éi, 1991, Simonson, 1991 y Chen 1997).
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Para este esludlo un.. factor importante que se evalud es la especificidad de las secuencias
genémlcas selecc:onadas de ambos microorganismos, debido a que diferentes cspecies bacterianas
han sndo repormdas como poseedoras de la toxina o la proteina causante de la enfermedad. Rahn y
colaboradores ( 1992) tuvneron éxito amplificando ¢l gen inv A en 626 Salmonelas diferentes por la

" téenica de PCR, al |gual que Chen y colaboradores (1997) tuvieron éxito amplificando este gen con
164 especies diferentes dc Salmonella. En este estudio se probaron los iniciadores con otras
bacterias como E.coli, Yersinia sp, Shigella sp, y Vibrio cholerae O1 dando un resultado negativo
en todos los casos, indicando con ello la especificidad del PCR (Figura 2).

En relacion a Vibrio cholerae O1, frecuentemente es aislado con otras especies de Vibrio,
incluyendo V. vulnificus, V. fluvialis, V. parahaemolyticus y V. alginolyticus. Una porcién de la
secuencia del gen ctx AB es homoéloga en un 75 a 77% al gen elt AB de Escherichia coli, Para
evitar esto Koch y colaboradores exéminardn toda la secuencia genémica publicada en la base de
datos del GeneBank-EMBL para comprobar la homologia de los iniciadores, y como resultando
propusieron ¢l uso de un tercer iniciador (P3), el cual permite una mayor especificidad para Vibrio
cholerae O1 y elimina la amplificacion de fragmentos no especificos de £, Coli; a los iniciadores se
les pfob(') con otras bacterias, tales como: E.coli, Yersinia sp, Shigella sp, Staphylococcus sp y
Salmonella sp, siendo negativa la amplificacién en todos los casos y positiva a Vibrio cholerae O1

‘con lo que se¢ confirmo la cspecificidad de la prucba. Por lo anterior es importante seleccionar

cuidadosamente los iniciadores (Figura 3 y 4).
Polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP)

Se realiz6 un corte con una enzima de restriccion (RFLP) para identificar los genes
digiriendo el ADN con una endonucleasa que reconoce secuencias especificas en el ADN, que da
lugar a fragmentos de tamaiios diferentes obteniendo asi un resultado seguro (Mekalanos 1983;
Gorodezky 2000).

Asi, para Salmonella sp, el producto de amplificacion con un tamafio de 285 pb del gen
invA, después de ser digerido por la enzima Hha 1, mostro dos bandas, una de 223 pb y otra de 62
pb, y para Vibrio cholerae O1, el producto de amplificacion del gen ctx AB con un tamaiio de 777
pb; después de ser digerido por la enzima Cla 1, se observaron dos bandas, una de 240 pb y otra de
537 pb (Ver Figura 5, 6, 7y 8) (NCBI).
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Condiciones para la amplificacién simultinea en PCR con Salmonella sp y Vibrio cholerae O1

Los iniciadores seleccionados para la deteccion del gen Inv A para Salmonella sp y el gen
ctxAB para Vibrio cholerae O1, fueron ensayados conjuntamente en una reaccion de PCR con la
posibilidad de detectar el ADN de los mlcroorgamsmos i ; o ’ S

Las conducrones de temperatura y ciclos, para que se. Ileve a cabo Ia reaccnon en el

termocrclador, son: De 1 c1clo para Ia desnaturallzamén a’ 94°C durante 5 mmutos, segurdo de 30

cwlos para una’ allneaalan a 94°C por 30 ‘segundos, por 30‘segundos Yy 72°C por 30 segundos,

y una extension f‘naIAa 72°C por 5 mmutos :
N orde con lo sefialado en el apartado de: Materlal y Melodos se venF c6 que los productos
de PCR obtemdos, efectivamente correspond|eron con los tamaiios esperados en pares de bases; es
declr, 284pb ‘de la amplificacion del gen /nv A de Sa[monella spy 777 pb del gen ctx AB de Vibrio
cholerae o1 comparandolos con el marcador de peso molecular de 50 pb de GibcoBRL.

La metodologia desarrollada en éste esludlo, permitié la - amplificacién simultinea de

fragmentos de ADN provenientes de S_almone .sp y.Vibrio cholerae o) (Figura 9).

Rapidez de la prueba

Al diagnosticar Salmonellxq‘:s'['_; Vibrio choler Iogro amplificar ambas en una sola
reaccion a 55°C en un lapso de 28 ho}as’ (24 horas de p éeh(idﬁécirﬁfehto y 4 para la PCR), mientras
que por el Método Microbilégico Oficial se requiere de unﬁeriodd de una semana. Esto es una
ventaja importante del PCR sobre los Métodos Microbiolégicos ya que al dlsmmulr el tlempo de la

obtencion de resultados las pérdidas econdmicas serian menores.

Anilisis bacteriolégico de las mucstras de campo

A partir de las muestras de campo seleccionadas al azar, un total de 5 marquetas por lote y
por cmpacadora, sicndo analizadas mediante los métodos bacteriologicos, los resuitados obtenidos
en las marquetas de Culiacan, Sinaloa para Salmonella sp y para Vibrio cholerae O1 fucron:

De los aislamicntos realizados sc seleccionaron en total quince colonias sospechosas a
Samonella sp. A estas colonias se les realizaron las pruebas bioquimicas para su identificacion
(Cuadro 1.1y 1.2).
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Las colonias aisladas resultaron negativas a Salmonella sp, sin embargo, fueron positivas a
otros coliformes, prlnctpalmenle del género Proteus .sp. el cual e€s importante como mdlcador de,
contaminacién fecal pudiendo ocasionar loxomfecc:ones allmentanas Esto sugiere que no son muy,

estrlctos en las buenas practicas de higiene en el mane_|o y empacado del camaré6n (Hayes, 1993)

Para Vibrio“choleraec O1 se observe’ que “de” Ias cmco marquetas se alslaron"vemudosv:' ’
(IOO%) colonias sospechosas a Vibrio sp del “medi

realizaron pruebas bloqulmlcas (TINI,

Trlptona, Oxldésa, Strmg) encontrando que<n

expuesto a la contaminacién con Vlbrzo Cholerae Ol este puede sobrevwlr

elimina. : v
De las muestras tomadas en Mazatlan, Sinaloa para Sa/mon

fueron:

Se aislaron cuatro colonias sospechosas a Samonella tas oloma alsladas se les

realizaron pruebas bioquimicas para identificar - la endo resultados
negativos (Cuadro 2.1). '

En el Cuadro 2.2, se puede apreciar que de Ias pruebas bloqulmlcas realizadas a las colonias
sospechosas en las marquetas namero dos y tres fueron negativas a Salmonella sp. No obstante, de
la marqueta. niimero cuatro se aislé una colonia sospechosa a Salmonella sp, que al realizarle la
serotipifi cacAién”fesulté negativa.

Los resultados fueron positivos para otros coliformes principalmente Acinetobacter sp. Es

una’ acterla ‘aerobia inmévil y es un agente importante alterante de la carne de mariscos y aves
(Hayes, 1993).

" "En las muestras utilizadas para la deteccion de Vibrio se puedc observar que de las quince
siembras realizadas en TCBS, se aislaron un total de veinticuatro (100%) colonias sospechosas a
Vibrio sp. Al realizarles las prucbas bioquimicas (TINI1, Triptona, Oxidasa y String), para la
identificacion de Vibrio sp, diecinueve (79%) colonias fueron positivas. Sin embargo, al realizar la

serotipificacion, para la confirmacion de Vibrio cholerae O1, fueron negativas.
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Andlisis de las muestras de campo por PCR

Después de realizar la extraccion de ADN de las muestras de cnmpo, se Ilevo a cabo la PCR

maltiple por duplicado en donde no hubo amplificacion de Ios fragmentos para Salmonella sp y

Vibrio cholerae Ol, coincidiendo éstos _resultados con.;

os obtemdos por . los métodos
microbiolégicos oficiales. A
La metodologia desarrollada en este estudio, permitié  la amplificacion simultanea de

fragmentos de ADN prQVepi_enlgs de Salmonella sp y Vibrio cholerae Ol.
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CONCLUSION

Se logré establecer el protocolo de diagndstico para’la deteccion simultanea de Salmonella
spy Vibrio cholerae O1, mediante la técnica de PCR y de RFLP.

.Con_los_resultados obtenidos, a partir de los métodos microbiol6gicos oficiales y por la
técnica de l.‘;CR,"se confirma la sensibilidad, especificidad y rapidez de esta prucba, al utilizarse en
alimentos, béfa confirmar su inocuidad bacteriologica con respecto a Salmonella sp y Vibrio
cholérae [o]] ,\ﬁplicada al camarén.

‘ _ Se ;dﬁsidera relevante la utilidad que la PCR representa 'para seleccionar productos sujetos
a exportacién que estén contaminados y, de esta manera disminuir un riesgo para la salud.

La PCR es un método confiable ya que los resultados obtenidos fueron corroborados con
los métodos microbiolégicos oficiales pudiendo concluir asi que es una técnica de diagndstico para
Salmonella sp y Vibrio cholerae Ol en camardn.

Ademads, se confirma la eficacia del Sistema de Analisis de Riesgos en Puntos Criticos de
Control, llevado a cabo en las plantas camaroneras certificadas para exportacion y cuyo objetivo
fundamemtal es garantizar la inocuidad, en este caso bacteriolégico del camardn crudo,

descabezado, congelado para exportacion.
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CUADROS

Cuadro 1.1

Aislamientos de Sal/monelia sp, en camarén crudo congelado, proveniente de Culiacan,
Lo 777 Sinaloa, México. R

CALDOS DE ENRIQUECIMIENTO:

Ne Murqucm“ ) . ;7:* - Kauftman Sclenito
i MEDIOS SELECTIVOS:
(Mucstras analiticas) * - XL.D HEKTOEN sB XLD HEKTOEN sB
1AB-C) 7 3 i - . -
2(ABC). - 2 - - - -
3(A-B-C): : 2 2 - 1 2 -
4 (A;B_c) . ‘ 1 2 - - | -
5(A-B-C) - 1 - - - -
TOTAL o 4 10 0 1 3 (]
=) resultado negativo
Cuadro 1.2

PrUébas"BiOQhﬁhligas; para la Identificacion de Sumonella sp en camarén crudo, congelado,

proveniente de Culiacan, Sinaloa, México.

Ne Mufquqlas A

PRUEBAS BIOOQUIMICAS:
ticas) LIA TSI LIA TSI

(Muestras unal

2(AV-V>B’-‘C)":>,:~£. ‘ j _ _ -
3 (/\-B-C) — . - - _ -
4 (A-B-C) -~ -7 - - - -

(=) ‘, : resulgédq negativo TESIS CON
FALLA DE CFIGEN
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, Cuadro 1.3
Aislamiento e Identificacion de Vibrio cholerae O1 en camarén crudo, qohgeladq :

proveniente de Culiacan, Sinaloa, México.

P MEDIO PRUEBAS BIOOUMICAS: ,
N° Marqueta TCBS TINI Triptona Oxidasa String

(Mucstras analiticas)

1 (A-B-C) -

4 a , -
“3(A-B-C) 3 3 3 3 3 RS
4(A-BC) 1 1 11 - .
S5(ABO) .4 4 4 4 4 .
TOTAL " o2 22 2 1 9 0
( -V) o resuliadq’négativé

Cuadro 2.1
Aislamiento de Samonella sp, en camarén crudo, congelado, proveniente de Mazatlan,

Sinaloa, México.

CALDOS DE ENRIQUECIMIENTO:

Ne Marqucta Kauffiman Sclenito
MEDIOS SELECTIVOS:

(Muecstras analiticas) XL.D HEKTOEN SB XLD HEKTOEN SB
1 (A-B-C) - - - - - -
2(ABC). - - - - 1 .
3(A-BC) - . 1 - - 1 -
4(ABC) i 2 - _ 0 .
5(A-BC) - - - - .
TOTAL - .~ % ] 3 0 0 3 0
(-) " - resultado negativo -
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Cuadro 2.2
Pruebas Bioquimicas, para la Identificacion de Samonelia sp en camarén crudo, congelado,

proveniente de Mazatlan, Sinaloa, México.

N° Marqguetas
PRUEBAS BIOQUIMICAS:

(Muestras analiticas) L1A TSI LIA TSI
2(A-B-C) - - - ’ - e -
3(ABO) - - - B -
4(A-B-C). % R + + + +
(-) resuliadc; negativo

Cuadro 2.3

Aislamiento e Identificacion de Vibrio cholerae O1 en camardn crudo, congelado,

proveniente de Mazatlan, Sinaloa, México.

~ MEDIO PRUEBAS BIOQUIMICAS:
N° Marquecta TCBS TINI Triptona Oxidasa String Antisuero
(Mucstras analiticas) V. cholerae O1
1 (A-B-C) 3 3 3 3 3 -
2 (A-B-C) S S5 4 2 2 -
3 (A-B-C) 4 4 4 4 4 -
4 (A-B-C) : 6 6 5 5 5 -
5(A-B-C) 6 6 5 5 s -
TOTAL: "~ . 24 24 21 19 19 0
(-). resultado negativo -
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ANEXO 1
DIAGRAMA DI FLUJO DEL PROCIESO DE CAMARC IN CRUDO DESCABEZADO
CONGELADO PARA EXPORTACION PROVENIENTE DE ALTAMAR Y BAHIA EN
SINALOAMIEXICO.

[ CAPTURA DE CAMARON EN ALTAMAR O BAHIA |

RECEPCION EN LA COOPERATIVA Y
PRIMER LAVADO CON AGUA CLORADA
?CI LIBRE RESII?UAL, 2PPM CI

!

TRANSPORTE A LA EMPACADORA
A TEMPERATURA AMBIENTE

' RECEPCION Y PESAJE (EMPACADORA) J

| ALMACENAMIENTO | DiA, 0°CA5°C |

|

. DEPOSITO EN UNA TINA CON AGUA CLORADA

100 PPM 20 MINUTOS
{

. -
r " LAVADO EN TOLVA CON AGUA CLLORADA A 50 PPM 1

"2 'SELECCIONADOR A AUTOMATICO DE
CAMARON POR TALLAS (REJAS DE PLASTICO MOLDFADAS)

—_

¥

ELECCION‘ Y CLASIFICACION MANUAL PARA FORMAR
i MARQUETAS DE 5 LB 8 OZ
(*DESANILLADO Y MANCHADOQ)
_ )

s
PESADO EN BASCULA
PRIMER GLACEADO (CI" 10-15PPM) Y
ACOMODAMIENTO EN ANAQUELES
1
; r EMPAQUETADO Y SEGUNDO GLACEADO (CI'10= 15 PPM) 1
I CONGELADO ENTRE -25°C.Y -30°C " ‘
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EMPAQUETADO EN CAJAMASTER .7
CON CAPACIDAD PARA 10 MARQUETAS - -
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FIGURAS

Integridad de ADN e¢n gel de agarosa al 1%

! 2 3 4

8454 pb

Figura 1. Integridad de ADN en un gel de agarosa al 1%, donde se observa una banda anica, nitida
y de peso molecular aito. Carril 1. marcador de peso molecular. Carril 2 y 3 ADN de Vibrio
cholerae O1. Carril 4, ADN de Salmaonella sp.

Especificidad de Salmonella sp 25 ng/ul a S5°C
1 2 3 4 5 6 7 8

622

283pb -

242238
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Figura 2. Resuitados negativos con el ADN proveniente dc distintos microorganismos. Carril 1 y 8
marcador de peso molecular. Carril 2 ADN de E coli. Carril 3 ADN de Vibrio cholerae O1. Carril 4
ADN dc Yersinia sp. Carril 5 ADN de Shigella sp. Carril 6 y 7 ADN de Salmonella sp amplificado

29



Especificidad de Vibrio cholerae 01 25 ng/pl a 58°C
12 3 4 5 6 7 8

777 pb

i ety b A iy itk d .@

Figura 3. Resultados negativos con ¢l ADN proveniente de distintos microorganismos, Carril 1 y 8

marcador de peso molecular. Carril 2, 3, 4, 5 ADN de Vibrio cholerae Ol amplificado. Carril 6

ADN de Yersinia sp. Carril 7 ADN de Salmonella sp.

Amplificacion simultanea de Vibrio cholerae O1 (25 ng/ul) y
Salmonella spp (25 ng/ul) a 55°C
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

13 14 1516 1718 19 2021 222324

Figura 4. Amplificacion simultinca de ADN. Carril 1, 12, 13 y 24 marcador de peso molecular.
Carril 4, 16, 17, 18 y 19 amplificacion simultinea de ADN de Salmonella sp y Vibrio cholerae O1 .
Carril 2, 3 ADN de E. coli. Carril 5 y 14, control negativo. Carril 6 y 7 ADN de Yersinia sp. Carril
15 y 20 ADN de Shigella sp. Carril 8,9 10 y 11 ADN de Vibrio cholerae O). Carril 22 y 23 ADN

de Salmonella sp.
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Secuencia genémica del gen Inv A de Salmonella sp.

Iniciador | (FORWARD)

GCCGATGCCGGTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAATTCGTTATTGGCGATAGCCTGGCG
361 ——m-——--— e e pmmm e e + 420
CEGCTACGOCCACTT TAA TAGCEGTGOARGCCCoTTAAGCARTARCCGCTATCGOACEEE

GTGGGTTTTGTTGTCTTCTCTATTGTCACCGTGGTCCAGTTTATCGTTATTACCAAAGGT
421 ~——mmmme b mm e pmmmm———— prmm————— Fommm— tom——————— + 480 223 pb
CACCCAAAACAACAGAAGAGATAACAGTGGCACCAGG’I‘CAAATAGCAATAATGGTTTCCA

TCAGAACGTGTCGCGGAAGTCGCGGCCCGATTTTCTCTGGATGGTATGCCCGGTAAACAG
481 ———--—-—- o m e e prm Homm e Hmmmmm e + 540 ]

AGTCTTGCACAGCGCCTTCAGCGCCGGGCTAAAAGAGACCTACCATACGGGCCATTTGTC
Hhal

+ {eances
+ 600 62 pb
TACTCATAACTACGGCTAA}\CTTCCGGCCATAATAACTACGCCTI\CGGCG< SCGCTTGCC

CGAAGCGTACTGGAAAGGGAAAGCCAGCTTTACGGTTCCTTTGACGGTGCGATG}L~\GTT'1‘
601 —=—--—m—— B TR S T Hmmmmm e + 660
GCTTCGCATGACCTTTCCCTTTCGGTCGA}\ATGCCAAGGAAACTGCCACGCTACT; CAAA
Iniciador 2 (REVERSE)

Figura 5. Sccuencia genomica del gen inv A, revisado en el paquete GCG de la Universidad de

Wisconsin, E.U.A.
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Secuencia genémica del gen cex AB de Vibrio cholerae O1

Iniciador | (FORWARD)
ATATCGGGCAGATTCTAGACCTCCTGATGAAATAAAGCAGTCAGGTGGTCTTATGCCAAG
181 tommm to—mmm e tmmmemm tommm————— + 240
TATAGCCCGTCTAAGATCTGGAGGACTACTTTATTTCGTCAGTCCACCAGAATACGGTTC

AGGACAGAATGAGTACTTTGACCGAGGTACTCAAATGAATATCAACCTTTATGATCATGC =

241 ~——mmmem——t e e Fmmm Fommm————— Fm e ———— + 300
TCCTGTCTTACTCATGAAACTGGCTCCATGAGTTTACTTATAGTTGGAAATACTAGTACG

AAGAGGAACTCAGACGGGATTTGT TAGGCACGATGATGGATATGTTTCCACCTCAATTAG
301 —m---em—— Hommmmm o Hmmmmmmeem Hmmmmmme o e Ao + 360
TTCTCCTTGAGTCTGCCCTAAACAATCCGTGCTACTACCTATACARAGGTGGAGT TAATC

TTTGAGAAGTGCCCACTTAGTGGGTCAAACTATATTGTCTGGTCATTCTACTTATTATAT
361 —w————--- N mommm - e e Hmmmm e + 420
AAACTCTTCACGGGTGAATCACCCAGTTTGATATAACAGACCAGTAAGATGAATAATATA

ATATGTTATAGCCACTGCACCCAACATGTTTAACGTTAATGATGTATTAGGGGCATACAG
e 480 537 pb
TATACAATATCGGTGACGTGGGTTGTACAAATTGCAATTACTACATAATCCCCGTATGTC

TCCTCATCCAGATGAACAAGAAGT TTCTGCTTTAGGTGGGATTCCATACTCCCAAATATA
481 - PO A, e PO A —-— $mmmmm e + 540
AGGAGTAGGTCTACTTGTTCTTCAAAGACGAAATCCACCCTAAGGTATGAGGGTTTATAT

TGGATGGTATCGAGTTCATTTTGGGGTGCTTGATGAACAATTACATCGTAATAGGGGCTA
541 =—m—m—mmmm B bmmm e 4 e e + 600
ACCTACCATAGCTCAAGTAAAACCCCACGAACTACTTGTTAATGTAGCATTATCCCCGAT

CAGAGATAGATATTACAGTAACTTAGATATTGCTCCAGCAGCAGATGGTTATGGATTGGC

601 —-----—- $oeommoome e $ooooms e 4oomsmemee + 660 WENNM >
GTCTCTATCTATAATGTCATTGAATCTATAACGAGGTCGTCGTCTACCAATACCTAACCG

AGGTTTCCCTCCGGAGCATAGAGCTTGGAGGGAAGAGCCGTGGATTCATCATGCACCGCC
661 -—--~-——- e tmmm e it D it o + 720
TCCAAAGGGAGGCCTCGTATCTCGAACCTCCCTTCTCGGCACCTAAGTAGTACGTGGCGG
Clal

CCCAACACCCTTACGAGGTTCTAGY /A TACTCATTATGAACGCTACTTTTTTGGGTTTC

TCTAGGTGTAAAATTCCTTGACGAATACCAATCTAAAGTTAAAAGACAAATATT TTCAGG
781 ~—————m-- Fmmmm o m e e e Fommmm o + 840
AGATCCACATTTTAAGGAACTGCTTATGGTTAGATTTCAATTTTCTGTTTATAAAAGTCC

CTATCAATCTGATATTGATACACATAATAGAATTAAGGATGAATTATGATTAAATTAAAA

B4l -——---———o Hommmmm R e atatatalatae Fommmm——— + 900 240 pb —
GATAGTTAGACTATAACTATGTGTATTATCTTAATTCCTACTTAATACTAATTTAATTTT

TTTGGTGTTTTTTTTACAGTTTTACTATCTTCAGCATATGCACATGGAACACCTCAAAAT
901 -—---eemmtom——m o Fomm e +—= B e il et Dottt + 960
AAACCACAAAAAAAATCTCAAAATGATAGAAGTCGTATACGTGTACCTTGTGGAGTTTTA

ATTACTGAT 7T
961 --—-
TAAT

" ACARCACACAAATACATACGCTAAATGATAAGATA
Hmmmmmmm 1020
 TGTTGTGTGTTTATGTATGCGATTTACTATTCTAT

—————

TAAS

Iniciador 2 (REVERSE)

Figura 6. Sccuencia genémica del gen ctx AB, revisado en ¢l paquete GCG de la Universidad de

Wisconsin, E.U.A.
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PCR a 58°C de¢l gen inv A y RFLP con la enzima Hhal de Salmonella sp

12 3 4 56 7 8 9 10 1112

285 pb 223 pb

62 pb

Figura 7, Carril 1,2 y 3 ADN de Salmonella sp. Carril 4,5, 6, 8,9, 10y 11 RFLP de Salmonella sp

con la enzima Hha 1. Carril 7 blanco. Carrit 12 marcador de peso molccular de 50 pb.

PCR a 55°C del gen ctzx AB y RFLP con Clal de Vibrio cholerae O1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

537 pb 777 pb

240 pb

Figura 8. Carril 1, 3 y 4 RFLP de Vibrio cholerae Ol con la enzima Clal. Carril 6,7, 8, 9, ADN de

Vibrio cholerae Ol. Carril 2 y 5 blanco. Carril 10 marcador de peso molecular de 50 pb.
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Amplificacion simultinea de Vibrio cholerae O1
y Salmonella sp a 55°C.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

777 pb

285 pb

Figura 9. Carril 1, 2, 3, 5, 6, 7y 8 Amplificacion simultinea de Vibrio cholerae Ol y Salmonella

sp. Carril 4 blanco. Carril 9 marcador de peso molecular de 50 pb.
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