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RESUMEN

La epidemiologia de Salmonella enterica se ha estudiado utilizando
diversos métodos de tipado molecular entre los que se incluyen PFGE
(Pulsed-Field Gel Electrophoresis) y MLST (Multiple-Locus Sequence
Typing). El uso de genes de virulencia y secuencias repetidas CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat) como
marcadores genéticos en esquemas MLST ha permitido una mejor
diferenciacion e identificacion de S. enterica subsp. enterica comparado con
PFGE. Salmonella spp. posee un unico sistema CRISPR/CAS el cual incluye
dos agrupaciones de repeticiones, CRISPR1 y CRISPR2.

El objetivo principal de este estudio es poner a punto un método de
deteccion e identificacion de Salmonella enterica subsp. enterica en
alimentos basado en amplificacién por PCR de agrupaciones CRISPR. Para
ello han sido analizadas 67 cepas de S. enterica subsp. enterica, incluyendo
un mayor porcentaje de aquellos aislados pertenecientes a los dos serotipos
principales (Thyphimurium y Enteritidis). La agrupacion CRISPR1 se
confirmo6 como una diana adecuada para este fin.

La amplificacion por PCR de la agrupacion CRISPR1 (CRISPR1-PCR)
permitié detectar niveles de S. enterica subsp. enterica inferiores a 10 ufc en
muestras de alimento, estableciéndose un procedimiento de analisis mixto,
gue incluye una etapa inicial de enriquecimientos por cultivo, seguida de la
amplificacion de dicha agrupacion y andlisis electroforético del producto
obtenido. Como alimento a analizar se utiliz6 mayonesa por su gran
incidencia como vehiculo de este tipo de infecciones.
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RESUM

L’ epidemiologia de Salmonel.la enterica s’ ha estudiat utilitzant diversos
meétodes de tipat molecular entre els que s’inclouen PFGE (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis) i MLST (Multiple-Locus Sequence Typing). L'Gs de gens de
viruléncia i sequencies repetides CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeat) com a marcadors genétics en esquemes MLST
ha permés una millor diferenciacio i identificacio de S. enterica subsp.
enterica comparat amb PFGE. Salmonel-la spp. posseix un Unic sistema
CRISPR/CAS el qual inclou dos agrupacions de repeticions, CRISPR 1 i
CRISPR 2.
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L'objectiu principal d'aquest estudi és posar a punt un metode de detecci6
i identificacié de Salmonel-la enterica subsp. enterica en aliments basat en
amplificaci6 per PCR d'agrupacions CRISPR. Per a aix0 han sigut
analitzades 67 soques de S. enterica subsp. enterica , incloent un major
percentatge d'aquells aillats pertanyents als dos serotips principals
(Thyphimurium i Enteritidis). L'aprupacié CRISPR 1 es va confirmar com una
diana adequada per a aquesta fi.

L'amplificacié per PCR de l'agrupaci6 CRISPR1 (CRISPR1-PCR) va
permetre detectar nivells de S. enterica subsp. enterica inferiors a 10 ufc en
mostres d'aliment, establint-se un procediment d'analisi mixta, que inclou una
etapa inicial d'enriquiments per cultiu, seguida de I'amplificacié d’ aquesta
agrupacio i analisi electroforetic del producte obtingut. Com a aliment a
analitzar es va utilitzar maionesa per la seua gran incidencia com a vehicle
d'aquest tipus d'infeccions

PARAULES CLAU: Salmonella, CRISPR/CAS, PCR, Tipat Molecular.

ABSTRACT

The epidemiology of Salmonella enterica has been studied using several
molecular subtyping methods, including PFGE (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis) and MLST (Multiple-Locus Sequence Typing). The use of
virulence genes and CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeat) as genetic markers in a MLST scheme has allowed a
better differentiation and identification of S. enterica subsp. enterica than
PFGE approaches. Salmonella spp. has one CRISPR/CAS system including
two clusters of repeats, CRISPR1 and CRISPR2.

The main objective of this research is to set up a new method for
detection and identification of Salmonella enterica subsp. enterica in food
based on PCR amplification of CRISPR clusters. A total of 67 strains of S.
enterica subsp. enterica have been analyzed including a higher percentage
of isolates belonging to the main serotypes (Thyphimurium and Enteritidis).
CRISPR1 was confirmed as a suitable target for this purpose.

PCR amplification of CRISPR1 (CRISPR1-PCR) allowed the detection of
S. enterica subsp. enterica at levels under 10 cfu in food samples.
Eventually, a mixed-analysis procedure was established, including an initial
stage of enrichments by culture, followed by amplification and electrophoretic
analysis of the PCR product. Mayonnaise was the food of choice due to its
high incidence as a vehicle of this type of infection.

KEYWORDS: Salmonella, CRISPR/CAS, PCR, Molecular Typing.



INTRODUCCION
Caracteristicas generales del género Salmonella

El género Salmonella esta formado por bacterias Gram negativas
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos, oxidasa
negativas, la mayoria son moviles y fermentan glucosa con produccion de
acido y gas (Ellermeier y Slauch, 2006). El tratamiento taxonémico actual de
Salmonella spp. agrupa todas las cepas (patdbgenas o no) en tres especies
S. enterica, S. subterranea (Shelobolina et al.,, 2004) y S. bongori
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Taxonomy/). La especie S. enterica consta de
seis subespecies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e
indica).

Salmonella enterica subsp. enterica se divide en cinco serogrupos, que a
su vez comprenden multiples serotipos. Su habitat principal es el tracto
intestinal de animales de sangre caliente. Las cepas de Salmonella que
afectan con mas frecuencia al hombre, produciendo un tipo de gastroenteritis
conocida como salmonelosis no tifoidea, pertenecen a esta subespecie,
siendo Thyphimurium y Enteritidis los serotipos prevalentes.

Identificacion molecular de Salmonella

La epidemiologia de Salmonella enterica se ha estudiado utilizando
diversos métodos de tipado molecular, entre los que se incluyen MLVA
(Multiple-Locus Variable-number tandem-repeat Analysis), MLST (Multiple-
Locus Sequence Typing) y PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis). PFGE
es actualmente el método mas utilizado por los laboratorios de salud publica
para el rastreo de patdgenos alimentarios del género Salmonella. Sin
embargo, su poder de discriminacion es muy limitado en el caso de serotipos
altamente clonales como S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis. En
este caso particular, MLVA muestra un mayor poder discriminatorio que
PFGE, aunque excepcionalmente algunas cepas que tienen el mismo tipado
por MLVA se resuelven por PFGE. Por su parte, el método MLST, basado en
diferencias en las secuencias de nucledtidos en varios lugares del DNA,
genera una gran cantidad de informacion altamente reproducible. Durante la
redaccion de esta memoria, una vez finalizado el trabajo experimental, se ha
publicado un articulo (Liu et al., 2011) en el que se evalla el uso de genes
de virulencia y secuencias CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) como marcadores genéticos en esquemas MLST,
demostrando una mejor diferenciacion e identificacion de S. enterica subsp.
enterica comparado con PFGE.

Los sistemas CRISPR/CAS

Las secuencias repetidas CRISPR fueron originalmente identificadas en
el dominio Bacteria (Ishino et al., 1987) y posteriormente en Archaea (Mojica
et al., 1993). Tras la deteccién de secuencias con una organizacién similar
en una veintena de genomas procariéticos pertenecientes a diversos grupos



taxondémicos, se reconocieron en el afio 2000 (Mojica et al., 2000) como
miembros de una nueva familia de repeticiones de DNA cortas y
regularmente espaciadas que se denomind SRSR (Short Regularly Spaced
Repeats). Posteriormente, estas secuencias se renombraron con el actual
acronimo de CRISPR (Jansen et al., 2002).

Las repeticiones CRISPR tienen un tamafio comprendido entre 21 y 47
pb (Godde y Bickerton, 2006; Grissa et al., 2007) estando intercaladas por
secuencias de tamafio mas o menos constante, denominadas espaciadores,
que segun el sistema oscilan entre 20 y 72 pb (Grissa et al., 2007; Mojica et
al., 2000).

La diversidad de secuencia de las repeticiones CRISPR es muy elevada,
pudiéndose distinguir mas de 12 subtipos en base a la misma (Kunin et al.,
2007). La mayor parte de las agrupaciones CRISPR poseen en un extremo
una regiodn rica en adeninas y timinas denominada leader (Jansen et al.,
2002; Mojica et al., 2000).

Tras la descripcion de esta familia de repeticiones se identificaron los
genes cas (CRISPR associated) asociados a estas repeticiones (Jansen et
al., 2002). Hasta la fecha se han descrito entre 25 y 45 familias de proteinas
Cas diferentes (Haft et al., 2005; Makarova et al., 2006). Atendiendo a la
composicién y organizaciéon de las agrupaciones de los genes cas, los
sistemas CRISPR/CAS se clasifican en 3 tipos (I, Il y Ill) con varios subtipos
cada uno (Makarova et al., 2011).

Un sistema CRISPR/CAS tipico estd constituido por una o varias
agrupaciones de unidades CRISPR-espaciador, con una secuencia leader
adyacente a cada una de dichas agrupaciones y una Unica dotacién de
genes cas asociados.

La funcion biolégica de los sistemas CRISPR/CAS fue desvelada en el
afio 2007 mediante experimentos llevados a cabo con la bacteria
Streptococcus thermophilus, donde se constaté la insercion de nuevos
espaciadores durante la infeccion por un fago, procedentes del genoma del
virus, y la adquisicion de inmunidad especifica frente a dicho virus como
consecuencia de la presencia de los nuevos espaciadores (Barrangou et al.,
2007). Estos resultados indican que los sistemas CRISPR/CAS constituyen
un sistema que interfiere en la transmision de elementos genéticos
extracromosomicos. Para ello el sistema debe incorporar algin espaciador
idéntico (o similar) a una secuencia del elemento invasor (denominada proto-
espaciador), que le serviria en una posterior entrada para su reconocimiento.
Esta funcion se ha confirmado en multitud de trabajos posteriores (ver
revision reciente en Makarova et al., 2011).

El sistema CRISPR/CAS de Salmonella spp.

Salmonella spp. posee un unico sistema CRISPR/CAS (Touchon y
Rocha, 2010), perteneciente al subtipo I-E (Makarova et al., 2011). El
sistema incluye dos agrupaciones de repeticiones que denominamos
CRISPR1, localizada a 20 pb del extremo 3’ del gen iap y CRISPR2,
localizada a unas 16 kb de la primera, corriente abajo del gen ygcF. Las
unidades repetidas tienen normalmente un tamafio de 29 pb y los



espaciadores de 32 pb. En el caso de CRISPR1 se ha identificado una
secuencia leader en el extremo opuesto al gen iap, y en el caso de CRISPR2
en el extremo préximo a ygcF. Junto a la leader de la agrupacion CRISPR1
se encuentran 8 genes cas (denominados en conjunto CAS-E) en la
disposicion cas2-casl-cse3-casbe-cse4-cse2-csel-cas3 (figural).
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FIGURA 1. Representacion esquematica del sistema CRISPR/CAS de
Salmonella spp. Se muestran las dos agrupaciones CRISPR (CRISPR1 y
CRISPR2), constituidas por repeticiones (rombos) separadas por
espaciadores  (rectangulos), las regiones leader y los genes cas
(rectdngulos azules, apuntando en la direccion de transcripcion). La
localizacion de los cebadores utilizados para las amplificaciones por PCR
(Polimerase Chain Reaction) de las regiones CRISPR se sefiala mediante
flechas.

MATERIALES Y METODOS
Cepas

En este trabajo han sido analizadas 67 cepas de Salmonella enterica
subsp. enterica, suministradas por laboratorios LABAQUA S.A (cepa S43) y
el Hospital General Universitario de Elche (resto de cepas). En la tabla 1 se
relacionan los serotipos correspondientes a cada una de ellas, y el codigo
asignado para su identificacion.

Las cepas se conservaron a -80°C en medio LB con glicerol al 30 %.



TABLA 1. Serotipos correspondientes a cada una de las cepas de
Salmonella enterica subsp. enterica analizadas

Thyphimurium Enteritidis
T01 E01
T02 E02
T03 E03
T04 E04
TOS E05
T06 E06
T07 E07
TO8 E08
T09 E09
T10 E10
T11 Ell
TI2 El12
T13 E13
T14 El4
T15 El5
T16 ParathyphiA
T17 701
T8 Rissen
TI19 702
T20 Ndolo
21 703
T22 M
23 704
T24 Spartel
T25 705
261 | g1:m10512
T27 sz
128 Parathyphi B
2 707
T30
T31 Ll
3 708
133 | [REEEHEREY
T34 202
135 | | lLegon
136 710
T37 Choleraesuis
38 SCH
T39 | | Thyphi
T40 $43

Soluciones y medios de cultivo

Las soluciones y medios de cultivo se prepararon a partir de sus
componentes deshidratados, suministrados por Laboratorios Conda, S.A.,
siguiendo las instrucciones del fabricante.

La composicién de los distintos medios de cultivo utilizados se detalla a
continuacion.

LB (g/l)

Triptona 10
Extracto de levadura 5
NaCl 10



AGAR ENTERICO HEKTOEN (g/l)

Proteosa peptona 12
Extracto de levadura 3
Sales biliares 9
Lactosa 12
Sacarosa 12
Salicina 2
Cloruro de sodio 5
Tiosulfato de sodio 5
Citrato de sodio y amonio 15
Agar 14
Azul de bromotimol 0,065
Fucsina acida 0,1

RAPPAPORT VASSILIADIS (g/l)

Peptona de soja 5
Cloruro sédico 8
Potasio di-hidrégeno fosfato 1,6
Cloruro magnésico 40
Verde de malaquita 0,04

AGAR NUTRITIVO (g/l)

Extracto de carne
Extracto de levaduras
Peptonas

Cloruro sodico

Agar

= O1Oo1T NP

CALDO NUTRITIVO (g/l)

Extracto de carne
Extracto de levaduras
Peptonas

Cloruro sodico

GoInN -

AGUA PEPTONA TAMPONADA (g/l)

Peptona de caseina 10
Cloruro sédico 5

Potasio di-hidrégeno fosfato 1,5
di-Sodio hidrogeno fosfato 3,5



Extraccion de ADN

Las extracciones de DNA para su posterior amplificacion por PCR se
llevaron a cabo a partir de 5 ml de cultivos crecidos en medio LB e
incubados en agitacion a 37°C durante 12-18 horas. Las células se
recuperaron por centrifugacion durante 10 minutos a 4.000 rpm y tras
eliminar el sobrenadante por decantacién se resuspendieron en 1 ml de
agua de calidad Milli-Q (MQ) estéril, transfiriendo la suspension de células a
tubos estériles de 1,5 ml. Posteriormente se realizd un lavado con 1 ml de
agua MQ estéril consistente en un paso de centrifugacion durante 1 minuto a
6.000 rpm y resuspension final en 0,1 ml de agua MQ estéril. Las células se
lisaron mediante incubacion en un termociclador a 96°C durante 10 minutos.
Finalmente se eliminaron las células no lisadas mediante centrifugacion
durante 1 minuto a 10.000 rpm, transfiriendo el sobrenadante a un tubo
estéril de 1,5 ml. La suspensiéon de DNA se conservé a -20°C.

Amplificacién de regiones CRISPR mediante PCR

Las reacciones de amplificacion por PCR de las regiones CRISPR de
Salmonella spp. se llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler
Gradient de Eppendorf, utilizando el kit Expand High Fidelity PCR system
suministrado por la casa comercial ROCHE. Los cebadores empleados
fueron disefiados a partir del alineamiento mediante la aplicacion informatica
ClustalW (http://www.genome.jp/tools/clustalw/), de las regiones adyacentes
a las agrupaciones de repeticiones en genomas disponibles en bases de
datos publicas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Las agrupaciones CRISPR1 se amplificaron utilizando los
oligonucledtidos CR1F1, (5-GATGTAGTGCGGATAATGC-3’) y CR1R2 (5-
CCTGTTGAAAATCAATAAGTT-3’). Las agrupaciones CRISPR2 se
amplificaron con los oligonucleétidos CR2F1 (5-GCCATGGCCTTCTCCTG-
3’) y CR2R1 (5’-CATAGCGATGCACGGATC-3’). La localizaciéon aproximada
de los 4 cebadores se muestra en la figura 1.

Los componentes de las reacciones de PCR se mezclaron en
proporciones estandar de acuerdo con las recomendaciones del
suministrador del sistema de amplificacion, en un volumen final de 25 pl. El
programa de amplificacion utilizado en todos casos incluyd los siguientes
pasos:

1. Desnaturalizacion a 94°C durante 2 minutos.

2. 15 ciclos de desnaturalizacion-hibridacion-extension, compuestos por
una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 15 segundos, un paso
de hibridacion durante 30 segundos, disminuyendo la temperatura
1°C por ciclo desde 58°C hasta 43°C y finalmente de una fase de
extension a 72°C durante 1,5 minutos.

3. 35 ciclos de desnaturalizacion-hibridacién-extensién, incluyendo cada
uno de ellos una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 15
segundos, una de hibridacion durante 1 minuto a 48°C, y una
extension a 72°C durante 1,5 minutos.

4. Extension a 72°C durante 10 minutos.



Andlisis de productos de PCR mediante electroforesis en gel de
agarosa

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis a voltaje
constante (80 mV) en gel de agarosa Seakem LE (Biowhittaker Molecular
Applications) al 1% (p/v) en tampon TAE (Sambrook et al., 2000), incluyendo
el marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) para la
estimacion del tamafio de los fragmentos. La visualizacion del DNA tras las
electroforesis se realizO mediante tincion de los geles sumergiéndolos en
una solucion de Bromuro de Etidio (Sigma), y posterior lavado con agua
destilada.

Secuenciacion de productos de PCR

Los productos de PCR fueron secuenciados por los Servicios Técnicos
de Investigacion de la Universidad de Alicante, utilizando un secuenciador
ABI PRISM 310 DNA Sequencer (Applied Biosystems). Las muestras de
DNA fueron purificadas previamente a su secuenciacion con el kit GFX PCR
DNA (GE Healthcare), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Analisis bioinformatico de las secuencias CRISPR

Las agrupaciones CRISPR fueron identificadas en secuencias de DNA
mediante la herramienta informéatica CRISPRFinder, disponible en la
direccibn  web  http://crispr.u-psud.fr/crispr/CRISPRdatabase.php.  Los
espaciadores CRISPR identificados de esta manera se compararon
mediante la aplicacion CRISPRtionary, accesible en http://crispr.u-
psud.fr/CRISPRcompar/Dict/Dict.php.

RESULTADOS Y DISCUSION
Diversidad de regiones CRISPR en Salmonella enterica subsp. enterica

Con la finalidad de valorar el potencial de la amplificacion por PCR de loci
CRISPR para la deteccion e identificacion de Salmonella enterica subsp.
enterica, se realizdé en primer lugar un andlisis de la variabilidad de las dos
agrupaciones descritas para la especie en una coleccion de 67 cepas
representativa de la diversidad de aislados relacionados con casos de
salmonelosis no tifoidea humana en la zona de Elche. Este estudio permitiria
al mismo tiempo optimizar las condiciones de amplificacion, establecer la
dimensién de su aplicacion (a nivel de serotipos concretos o a nivel de la
subespecie) y determinar qué locus es el mas apropiado como diana de la
PCR.

Una vez disefiada una pareja de oligonucleotidos especificos para cada
una de las agrupaciones CRISPR1 y CRISPR2 de S. enterica subsp.
enterica se procedié a la amplificacion por PCR de ambas regiones (ver
Materiales y Métodos). En primer lugar se amplificé la agrupacion CRISPR1,
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obteniendo productos de amplificacion para las 67 cepas analizadas (figura
2), aunque en una de ellas (Z06) el pequefio tamafio del amplicon (0,2 kb)
sugiere la ausencia de repeticiones en esta region.
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FIGURA 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
amplificacion por PCR de la agrupacion CRISPR1. Se incluye el marcador
de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (M), indicando el tamafio de
fragmentos que flanquean las bandas de amplificacibn mas intensas

(supuestamente especificas).
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Fig.2 cont.
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Las reacciones de PCR de la agrupacién CRISPR2 (figura 3), dieron
lugar a productos de amplificacion para 60 de las 67 cepas analizadas
(89,5%). La ausencia de amplificado en el caso de T20, T17, Z10, Z06, Z08,
Z09 y Z01 podria deberse a varias razones, incluyendo la degeneracion de
las secuencias de apareamiento de los cebadores utilizados y/o a la
insercibn de algun elemento de gran tamafio que estaria impidiendo
completar los amplificados a partir de dichos cebadores tal y como se ha
documentado en Escherichia coli (Diez-Villasefior et al., 2010). En cualquier
caso, estos resultados descartarian a la agrupacion CRISPR2 como diana
para la identificacion mediante CRISPR-PCR de S. enterica subsp. enterica,
al menos bajo las condiciones (cebadores y parametros de reaccién)
utilizadas. Por el contrario, el locus CRISPR1 se confirma como una diana
adecuada para este fin (amplificacion del 100% de las cepas), si bien su
utilidad deberia corroborarse en un futuro mediante la amplificacion de un
mayor numero y diversidad de aislados.
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FIGURA 3. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
amplificacion por PCR de las agrupaciones CRISPR2. Se incluye el
marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (M), indicando el tamafio
de fragmentos que flanquean las bandas de amplificacibn mas intensas,
supuestamente especifica.

Con el objeto de definir de forma més especifica la variabilidad de los loci
CRISPR, y con ello valorar la aplicabilidad de la CRISPR-PCR para la
identificacion a nivel de serotipo, se realizé una estimacion del tamafio de los
productos de amplificacion a partir de varias electroforesis en gel de agarosa
utilizando los marcadores de peso molecular como referencia (tabla 2).
Aunqgue el tamafio de los amplicones no permite la asignacion a un serotipo
particular, si seria posible descartar pertenencia a serotipos concretos. Por
ejemplo, la obtencién de un amplicon para la agrupaciéon CRISPR1 con un
tamafo superior a 800 pb, o de uno superior a 1 kb para la CRISPR2,
descartarian en principio pertenencia al serotipo Enteritidis (amplicones de
700-800 y 900-1000 pb respectivamente). En este sentido, cabe destacar el
mayor rango de tamafios observado en Typhimurium para ambas
agrupaciones (entre 700 y 2.300 pb para CRISPR1 y entre 900 y 2.600 pb
para CRISPR?2), indicativo de una mayor diversidad de los loci CRISPR, lo
cual podria permitir una identificacion a nivel cepa para este serotipo en
estudios epidemiolégicos.

TABLA 2. Estimacion del tamafio de los amplicones CRISPR

CEPA CLUSTER 1(pb) | CLUSTER 2 (pb) CEPA CLUSTER 1(pb) | CLUSTER 2 (pb) CEPA CLUSTER 1(pb) | CLUSTER 2(pb)
To1 785 1891 T24 836 2381 E07 698 986
T2 1005 2111 T25 785 1989 E08 739 911
T03 1773 2392 T26 1654 979 E09 739 911
To4 823 1844 T27 680 1544 E10 720 929
TOS 1620 2392 T28 1355 1827 Ell 716 968
To6 804 1891 T29 1883 2256 E12 739 929
T07 823 1844 T30 1052 1660 El3 741 916
T08 1827 2323 T31 1754 2448 El4 759 916
T09 1827 2127 T32 861 1948 El5 759 916
T10 1703 1803 T33 836 2006 701 735 No detectado
T11 804 2091 T34 1827 2066 702 2309 1177
Ti2 1703 1960 T35 2200 1590 703 672 470
T13 856 2111 T36 2309 1590 704 716 1359
T14 1754 2517 T37 1860 2381 705 1566 718
T15 1754 2517 T38 1826 2381 706 254 No detectado
T16 856 2111 T39 2309 1680 707 1036 1349
T17 1806 No detectado T40 2309 1590 708 641 No detectado
Ti8 1236 1827 E01 797 891 709 1041 No detectado
T19 1721 936 E02 755 932 710 2484 No detectado
T20 823 No detectado E03 720 929 SCH 1768 2334
T21 1754 2517 E04 720 911 S43 672 432
T22 823 2091 E05 758 911
T23 804 2039 E06 698 1005

Para profundizar en este aspecto, se secuenciaron fragmentos de distinto
tamafio obtenidos para las dos agrupaciones de siete de las cepas de
Typhimurium analizadas (T02, T03, T06, T10, T18, T27, T36), seleccionadas
aleatoriamente. Las secuencias de parte (CRISPR2) o la totalidad de los
fragmentos (CRISPR1) se adjuntan en el Anexo I. En todos los casos se
observé la presencia de repeticiones CRISPR, confirmando la especificidad
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de las reacciones de PCR. La comparacion de la dotacién de espaciadores
CRISPRL1 en estas cepas junto con la informacién disponible en las bases de
datos de secuencias (figura 4) muestra que no hay ningun espaciador que
esté presente en todas las cepas de Typhimurium, descartando una posible
utilizacion de cebadores internos para la identificacion del serotipo, y por
extension de la subespecie, confirmando la estrategia utilizada en este
trabajo como la Unica alternativa para este fin. Por otro lado, solo una cepa
de las secuenciadas en este trabajo (T36) presenta espaciadores
especificos, que podrian utilizarse en estudios epidemioldgicos (por ejemplo,
para la identificacion del alimento origen de la infeccion), por lo que para la
realizacion de este tipo de estudios basado en secuencias CRISPR se
deberia recurrir a alternativas mas elaboradas que la simple amplificacion
por PCR, gue permitieran la deteccion de combinaciones de espaciadores
tales como hibridacion o secuenciacion.

ESPACIADORES

1 2 3 4 5 6 = 8 9 10 11 12 | 13 14 15 16 17 (18 [ 19 | 20 [ 21 [ 22 | 23 | 24 | 25 | 26 ( 27 | 28 | 29 | 30 | 31

FIGURA 4. Contenido en espaciadores CRISPR1 de cepas secuenciadas en
este trabajo y de genomas disponibles de Salmonella Typhimurium

Deteccién de Salmonella enterica subsp. enterica en muestras de
mayonesa

En base a los resultados obtenidos en el apartado anterior, se decidié
utilizar la agrupaciéon CRISPR1 como diana para la deteccién de Salmonella
por PCR.

La deteccion de Salmonella enterica subsp. enterica en muestras de
alimento se realiz6 tras inocular muestras de mayonesa casera con la cepa
S43. En la figura 5 se representa esguematicamente el procedimiento
seguido. El in6culo se prepar6 a partir de un comprimido BACuanti,
suministrado por laboratorios LABAQUA S.A, conteniendo 2,9 x 10° ufc
(incertidumbre + 1.64%) de la cepa liofilizada. Para ello se reconstituyo la
pastilla con 20 ml de agua estéril, dando lugar a una concentracion tedrica
de 1,4 x 10* ufc/ml. Con la finalidad de confirmar dicha concentracién, se
sembraron por filtracién (filtrado sobre membrana de celulosa de 0,45 pm)
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placas de Agar Salmonella-Shigella (SS) a partir de varias diluciones por
triplicado del reconstituido, incubando a 37°C durante 24 horas. El recuento
de ufc/ml a partir de estas placas dio lugar a una estimacion de 6,0 = 1,0 x
102 ufc/ml. La diferencia con respecto al valor teérico podria atribuirse a una
pérdida de viabilidad de las células liofilizadas durante el almacenamiento.

Una vez estimada la concentracion de ufc en la suspension, se realizaron
pre-enriquecimientos en Agua Peptona Tamponada (APT) a partir de
muestras de mayonesa (25 gramos de mayonesa homogeneizada en 225 ml
de APT) inoculadas con 1 ml de diluciones 10™, 102,102 0 10 de la citada
suspension de células. Estos experimentos se realizaron por duplicado. Los
pre-enriquecimientos se incubaron en agitacion (120 rpm) a 37°C durante 24
horas. A continuaciébn se realizaron enriquecimientos en Rappaport-
Vassiliadis (RV) transfiriendo 0,1 y 1 ml a tubos con 10 ml de medio y se
incubaron a 42°C durante 24 horas.

Para confirmar crecimiento de Salmonella tras el periodo de incubacién
de los enriquecimientos se sembraron 0,2 ml de cada uno de ellos en placas
de Agar Entérico Hektoen (HK) y Agar Salmonella-Shigella (SS), y se
incubaron a 37°C durante 24h. Se obtuvieron colonias tipicas de Salmonella
en todas las placas sembradas a partir de los enriquecimientos procedentes
de las diluciones 10, 102y 107, pero no partir de la 10™.

Finalmente, se extrajo el DNA a partir de los enriquecimientos tras
centrifugar 1 ml (enriquecimientos procedentes de diluciones 10" y 10?), 0 9
ml (diluciones 102y 10#) y se amplificé por PCR utilizando cebadores de la
agrupacion CRISPR1, tal y como se describe en el apartado Materiales y
Métodos. Se obtuvieron bandas de amplificacién para los enriquecimientos
inoculados con 0,1 ml a partir de pre-enriquecimientos de las diluciones 10,
102 y 10°. Por el contrario, no se pudo detectar amplificado para los
enriguecimientos inoculados con 0,1 ml o 1 ml procedentes de pre-
enriquecimientos de la dilucién 10™ (figura 6).

Segun nuestra estimacion por recuento en placa de ufc de la muestra de
Salmonella inoculada, los pre-enriquecimientos realizados a partir de la
dilucién 10™ contendrian 0,6 ufc. Tanto la ausencia de crecimiento en las
placas sembradas a partir de los enriquecimientos como la no obtencion de
amplificados por PCR correspondientes a esta dilucion son acordes con esta
estimacion. Por otro lado, la amplificacion de las muestras procedentes de la
dilucién 107 confirma que mediante el procedimiento empleado, es posible
detectar e identificar Salmonella enterica subsp. enterica a un nivel de
contaminacion inferior a 10 ufc en 25 gramos de muestra. Al mismo tiempo,
la obtencion de amplificado a partir de 9 ml de cultivo en RV descarta una
inhibicion de la reaccién de PCR por componentes del medio y de la propia
mayonesa en las condiciones del ensayo.

Se propone un protocolo CRISPR-PCR para la deteccién e identificacion
de Salmonella enterica subsp. enterica consistente en las siguientes etapas
y condiciones:

1. Pre-enriquecimiento de una dilucion 1/10 del alimento en APT
(incubacion a 37°C/24h)
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2. Enriquecimiento tras inoculacion de 0,1 mL de pre-enriquecimiento en

10 mL de medio RV (incubacion a 42°C/24h)

B w

generales de amplificacion descritas en este trabajo

Con este procedimiento es posible detectar e identificar Salmonella

enterica subsp.

enterica en un alimento en un plazo de 2 dias,
considerablemente inferior al de los métodos convencionales de cultivo, con
un nivel de sensibilidad igual o superior a estos, suponiendo una alternativa
rapida, economica y sencilla a otros métodos comerciales de deteccion
rapida. A falta de una validacibn mediante el andlisis de un mayor espectro
de aislados de distinto origen geografico, el protocolo descrito se podria

Extraccion de DNA total a partir de 9 mL de enriguecimiento
PCR con los cebadores CR1F1 y CR1R2, utilizando las condiciones

emplear como complemento a otros procedimientos bien establecidos.

Estimacidn ufe/ml

FIGURA 5. Representacién esquematica del andlisis por CRISPR-PCR de
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FIGURA 6. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
amplificacion por PCR de los enriquecimientos. Se incluyen muestras de
enriquecimientos inoculados con 0,1 ml (calles 1-4) y 1 ml (calle 5)
procedentes de pre-enriquecimientos a partir de diluciones 10 (calle 1), 10
(calle 2), 10 (calle 3) y 10™ (calles 4 y 5). Se incluye el marcador de peso
molecular 1Kb Plus DNA Ladder (M).

CONCLUSIONES

1.- La amplificacion por PCR de la agrupacion CRISPR1 (CRISPR1-PCR) de
Salmonella permite identificar y detectar de manera especifica la presencia
de Salmonella enterica subsp. enterica en alimentos.

2.- La agrupacion CRISPR2 de Salmonella enterica subsp. enterica no es un
marcador genético apropiado para la deteccién de cepas de la subespecie
mediante PCR.

3.- El método CRISPR1-PCR permite detectar niveles de contaminacion por
Salmonella enterica subsp. enterica inferiores a 10 ufc en muestras de
alimento.

4.- La ausencia de espaciadores CRISPR1 comunes a todas las cepas de
Salmonella Typhimurium impide una identificacion especifica del serotipo
basada exclusivamente en la deteccion de una de dichas secuencias.

5.- La amplificacion por PCR de las agrupaciones CRISPR de Salmonella

enterica subsp. enterica y su secuenciacion podria permitir la identificacion
del origen de brotes de infeccidén alimentaria en casos concretos.
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ANEXO |

Secuencias de amplicones CRISPR-PCR



>T02/CRISPR 1
GTGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACATTTTTCAGCCCTTGTCGACTGCGGAACGC
CCCTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGCGAAATAGTGGGGAAAAACCCCT
GGTTAACCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGAAACACTAGGCCTTGATACCATCGCT
CGCACCTCGTCACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCTTTATCGTCAATGC
GAAATTTTCCGCGACGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCCCATTCACCA
ACAACAATATCGCCCTGCAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACCGTTGCGT
CAGGTTGATCCAGTGCGTCAGCGGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCTC
GGTCTCGGTCTCGGTCTCGGTAGTGACGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACAC
ACTTCCTTCAGTCTTAACGATAATCCGCAACGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGA
ACACGCAAAATAGCGATGAGCTGGCTACGCCCACTGGCGGTTTATCCCCGCTGGCGC
GGGGAACACGCAAAATAGCGATGAGCTGGCTACGCCCACTGGCGGTTTATCCCCGCT
GGCGCGGGGAACACAGCCGGCGCGAGCCTGGAGGGTTGAATAATGGCGGTTTATCCC
CGCTGGCGCGGGGAACACGAGGGGATAGGAGTTACGATCCAGCCTGGTTGCGGTTTA
TCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGTGGTTGCAGACCAATCAGCCCGCCAGCGGTTCGG
TTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACCAGCACGAAAAATTATTTACTGTCGTTGCTC
ACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACAC

>T27/CRISPR 1
GTGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGAAACACTAGGCCTTGATACCATCGCTCGCACCTC
GTCACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGTTTATTACTGCTTAGTTAATTAA
TGGGTTGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAGGCGAATAATCTCTAATAG
TCTCAATTCGTTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTAAATCTGGCGTCGAG
ACATTCGAAATAGTGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCTTTTGATTTT
GCTGCGATGTTATAACCAGACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTATCCACA
TATACCCGCAATCATATTCAAGAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAATC
ACTGCGGGGGTATTTAGCGGAAACGGCTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACAC
CAGCACGAAAAATTATTTACTGTCGTTGCTCACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGA
ACAC

>T36/CRISPR 1

GTGTTTATCCCCCGCTGGCGCGGGGAACATTTTTCAGCCCTTGTCGACTGCGGAACG
CCCCTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGCGAAATAGTGGGGAAAAACCCC
TGGTTAACCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGAAACACTAGGCCTTGATACCATCGC
TCGCACCTCGTCACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGTTTATTACTGCTTA
GTTAATTAATGGGTTGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAGGCGAATAAT
CTCTAATAGTCTCAATTCGTTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTAAATCT
GGCGTCGAGACATTCGAAATAGTGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCT
TTTGATTTTGCTGCGATGTTATAACCAGACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACA
CTATCCACATATACCCGCAATCATATTCAAGAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGG
ACACAATCACTGCGGGGGTATTTAGCGGAAACGGCTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCG
GGGACACGATCGAGTAACGTGCGCTGGAACGCGTCGGCGCGGGGAACACAATTAAAG
CCGAGGGTGGCACCGCGCCTTATTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGCAC
CTCGAAACGGTTTTAAAACACTACCGTTTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACA
CTGGACCGATGGGGCCAACATCGCCGAACGTGGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGEGGEE
AACACGTTACGTTCGGTAAATGGAAAGCGGCGAATATCGGTTTATCCCCGCTGGCGC
GGGGAACACCCAGAAAGTGCCGGTAGTGCCTGATGAACGACCGGTTTATCCCCGCTG
GCGCGGGGAACACCGCGCCCACTTCCGTAAAATACAGATAATCCACGGTTTATCCCC
GCTGGCGCGGGGAACACGGCAGCGGGCGAGGCAAACACATTCGGGGCGTCGGTTTAT




CCCCGCTGGCGCGGGGAACACGGCAGCGGGCGAGGCAAACACATTCGGGGCGTCGGT
TTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGGTAATTTCTCATCTAACAGCCTGTACGCCTC
AGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGAATCTAATGCAACAGATGAATAAACACG
TAACGGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCTTTATCGTCAATGCGAAATTTT
CCGCGACGCGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCCCATTCaCCAACAACAATA
TCGCCCTGCAACGTTATCCCGCTGGCCGGGGAACACGTGCGTCAGTGATCAGGGGTC
AGCGGCGGTTATCCCGCTGGCCGGGGAACACTTTCGGTCTCGGTCTCGGTCTCGGTA
GTGACGCGGTTATCCCGCTGGCGCGGGGAACACACTTCCTTCAGTCTTAACGATAAT
CCGCAACGCGGTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGCAAAATAGCGATGAGCTGGC
TACGCCCACTGGCGGTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAGCCGGCGCGAGCCTGG
AGGGTTGAATAATGGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACCAATCTCGCATTC
GTTACCCCACATGCATTTTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGAGGGGATA
GGAGTTACGATCCAGCCTGGTTGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGTGGT
TGCAGACCAATCAGCCCGCCAGCGGTTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACC
AGCACGAAAAATTATTTACTGTCGTTGCTCACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAA
CACTGTAACAGTCCGTCGTTAATCAGCGCGGTGGGAGGTTTATCCCCGCTGGCGCGG
GGAACAC

>T03/CRISPR 1
CACTGTTGGTAGAACTGGCGAGGCGGAAAACGTCCTGATATGCTGGTGAAACGTGTT
TATCCCCGCTGGCGCGGGGAACATTTTTCAGCCCTTGTCGACTGCGGAACGCCCCTC
GGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGCGAAATAGTGGGGAAAAACCCCTGGTTA
ACCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGAAACACTAGGCCTTGATACCATCGCTCGCAC
CTCGTCACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCTTTTGATTTTGCTGCGATG
TTATAACCAGACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTATCCACATATACCCGC
AATCATATTCAAGAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAATCACTGCGGGG
GTATTTAGCGGAAACGGCTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGATCGAGTA
ACGTGCGCTGGAACGCGTCGGCGCGGGGAACACAATTAAAGCCGAGGGTGGCACCGC
GCCTTATTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGCACCTCGAAACGGTTTTAA
AACACTACCGTTTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTGGACCGATGGGGCC
AACATCGCCGAACGTGGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGTTACGTTCGG
TAAATGGAAAGCGGCGAATATCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACCCAGAAA
GTGCCGGTAGTGCCTGATGAACGACCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACCGC
GCCCACTTCCGTAAAATACAGATAATCCACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACA
CGGTAATTTCTCATCTAACAGCCTGTACGCCTCAGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGG
AACACGAATCTAATGCAACAGATGAATAAACACGTAACGGTTTATCCCCGCTGGCGC
GGGGAACACTCTTTATCGTCAATGCGAAATTTTCCGCGACGCGGTTTATCCCCGCTG
GCGCGGGGAACACTCCCATTCACCAACAACAATATCGCCCTGCAACGGTTATCCCCG
CTGCGCGGGGACACCGTTGCGTCAGGTTGATCCAGTGCGTCAGCGGCGGTTATCCCC
GCTGGCGCGGGGAACACTCTCGGTCTCGGTCTCGGTCTCGGTAGTGACGCGGTTTAT
CCCCGCTGGCGCGGGGAACACACTTCCTTCAGTCTTAACGATAATCCGCAACGCGGT
TTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGCAAAATAGCGATGAGCTGGCTACGCCCACTG
GCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGAGGGGATAGGAGTTACGATCCAGCCT
GGTTGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGTGGTTGCAGACCAATCAGCCCG
CCAGCGGTTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGTGGTTGCAGACCAATCAG
CCCGCCAGCGGTTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACCAGCACGAAAAATTA
TTTACTGTCGTTGCTCACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACACTAAAACTAT
ATATCTGTTCTAAGAAGCCCTTTTTACTACATAACAAACTACCAACGGTAAGATAAC
AATGGCTTTACTTATTTA




>T06/CRISPR 1
TTAGATGTAGGGGGGAAAAAATGCGGTGGTAAAGAGCTGGCGAAGGCGGAAAAACGT
CTGATATGCTGTGAAACGTGCTATCCCGCTGGCGCGGGGAACATTTTTCAGCCCTTG
TCGACTGCGGAACGCCCCTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGACACGCGAAATAGT
GGGGAAAAACCCCTGGTAACCCGGTTATCCCCGCTGGCGCGGGAAACACTAGGCCTT
GATACCATCGCTCGCACCTCGTCACGGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGTT
TATTACTGCTTAGTTAATTAATGGGTTGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACA
CAGGCGAATAATCTCTAATAGTCTCAATTCGTTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGG
AACACTAAATCTGGCGTCGAGACATTCGAAATAGTGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGC
GGGGAACACTCTTTTGATTTTGCTGCGATGTTATAACCAGACGGTTTATCCCCGCTG
GCGCGGGGAACACTATCCACATATACCCGCAATCATATTCAAGAACGGTTTATCCCC
GCTGGCGCGGGGAACACAATCACTGCGGGGGTATTTAGCGGAAACGGCTCGGTTTAT
CCCCGCTGGCGCGGGGAACACCAGCACGAAAAATTATTTACTGTCGTTGCTCACGGT
TTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACACTAAAACTATATATTGTTCTAAAAGCCCTTT
TACTACATAACAAACTACCAACGGTAAGATAACAATCCTTATATGAAGACCTT

>T18/CRISPR 1
GTGTTTATCCCCCGCTGGCGCGGGGAACATTTTTCAGCCCTTGTCGACTGCGGAACG
CCCCTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGCGAAATAGTGGGGAAAAACCCC
TGGTTAACCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGAAACACTAGGCCTTGATACCATCGC
TCGCACCTCGTCACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGTTTATTACTGCTTA
GTTAATTAATGGGTTGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAGGCGAATAAT
CTCTAATAGTCTCAATTCGTTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTAAATCT
GGCGTCGAGACATTCGAAATAGTGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCT
TTTGATTTTGCTGCGATGTTATAACCAGACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACA
CTATCCACATATACCCGCAATCATATTCAAGAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGG
AACACAATCACTGCGGGGGTATTTAGCGGAAACGGCTCGGTTTATCCCCGCTGGCGC
GGGGAACACGATCGAGTAACGTGCGCTGGAACGCGTCGGCGCGGGGAACACAATTAA
AGCCGAGGGTGGCACCGCGCCTTATTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGC
ACCTCGAAACGGTTTTAAAACACTACCGTTTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAA
CACGGTAATTTCTCATCTAACAGCCTGTACGCCTCAGGTTTATCCCCGCTGGCGCGG
GGAACACGAATCTAATGCAACAGATGAATAAACACGTAACGGTTTATCCCCGCTGGC
GCGGGGAACACTCTTTATCGTCAATGCGAAATTTTCCGCGACGCGGTTTATCCCCGC
TGGCGCGGGGAACACTCCCATTCACCAACAACAATATCGCCCTGCAACGGTTTATCC
CCGCTGGCGCGGGGAACACGCAAAATAGCGATGAGCTGGCTACGCCCACTGGCGGTT
TATCCCCGCTGGCGCGGGGAACAC

>T10/CRISPR 1

GTGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACATTTTTCAGCCCTTGTCGACTGCGGAACGC
CCCTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGCGAAATAGTGGGGAAAAACCCCT
GGTTAACCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGAAACACTAGGCCTTGATACCATCGCT
CGCACCTCGTCACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGTTTATTACTGCTTAG
TTAATTAATGGGTTGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAGGCGAATAATC
TCTAATAGTCTCAATTCGTTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTAAATCTG
GCGTCGAGACATTCGAAATAGTGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCTT
TTGATTTTGCTGCGATGTTATAACCAGACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACAC
TATCCACATATACCCGCAATCATATTCAAGAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGA
ACACAATCACTGCGGGGGTATTTAGCGGAAACGGCTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCG
GGGAACACGATCGAGTAACGTGCGCTGGAACGCGTCGGCGCGGGGAACACAATTAAA




GCCGAGGGTGGCACCGCGCCTTATTCGGTTTATCCCGCTGGCGCGGGGAACACGCACL
CTCGAAACGGTTTTAAAACACTACCGTTTCGGTTCGTATCCCGCTTGGCCGGGAACA
TGGACCGATGGGGCCAACATCGCCGAACGTGGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGA
CACGTTACGTTCGGTAAATGGAAAGCGGCGAATATCGATTATCCCCGCTGGCGCGGG
GAACACCCAGAAAGTGCCGGTAGTGCCTGATGAACGACCGGTTTATCCCCGCTGGCG
CGGGGAACACCGCGCCCACTTCCGTAAAATACAGATAATCCACGGTTTATCCCCGCT
GGCGCGGGGAACACGGCAGCGGGCGAGGCAAACACATTCGGGGCGTCGGTTTATCCC
CGCTGGCGCGGGGAACACGGTAATTTCTCATCTAACAGCCTGTACGCCTCAGGTTTA
TCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGAATCTAATGCAACAGATGAATAAACACGTAACGG
TTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCTTTATCGTCAATGCGAAATTTTCCGCGAC
GCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCCCATTCACCAACAACAATATCGCCC
TGCAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACACTTCCTTCAGTCTTAACGATAA
TCCGCAACGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGCAAAATAGCGATGAGCTG
GCTACGCCCACTGGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACCAGCACGAAAAATT
ATTTACTGTCGTTGCTCACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACAC

>T18/CRISPR 2
CGGCTATCCTTGTTGGCGCGGGGAACACATCTTCATATTGCGTGACGCTGCCGATGA
ACGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCTTTATCAGCTAACCATTTCCAGA
ACTCGTCCGGTTTATCCCTGCTGGCGCGGGGAACACTATAATATGAATTAATTTTTG
CGCATAACCTGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGCAGCTTAGCGACGAAA
TTAAAACCGAACTCACCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTGCCAGTGACTA
CAGAAGCGTCTCTATCGGGGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACACCGATAA
ACAACCGCATAGCCTCTTTCGTTTCGATTTATCCCTGCTGGCGCGGGGAACACTGCT
CAATAACGTCGTAAATAGCGTAAGCTGGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACAC
TATTTCGCCTTCGGCACTGACGTCACCGTCAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGG
AACACGTTGCGTTCGTTGCCGGTATAGACCAGCGTCACGGTTTATCCCCGCTGGCGC
GGGGAACACATCGAATCGAAACCCCAGCCACAGAAATAATTCGGTTTATCCCCGCTG
GCGCGGGGAACACATCGAATCGAAACCCCAGCCACAGAAATAATTCGGTTTATCCCC
GCTGGCGCGGGGAACACGCTCATGTCAAACGCCATCAGCGTTCCGGCATCGGTTTAT
CCCCGCTAGCGCGGGGAACACAATCGCCAGCCTCGGAAATATTCCATCCTCCGCGGT
TTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAGGAACTAAACAGCCTGACCGTTGAGGATCTG
CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACACCGGACAAATCTTTTTTTTCCTGTTCC
TGTTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGGGCACTATGAACGGATCGGCGCLT
GATGCCGGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGGTAAAGCCACACCATTTTT
TATTGACCTCGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACCTAGGAGGCGTAATGA
ATACTACGTATCAAAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGTGGTGGCCTCA
AATAAATTCGAGCGCTGGAGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCGACGTG
GACGAGGAGTTACTCAACCGCTGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAGCG
CCACATGGCCCACCGGCACCACCCGATCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACAC
AAATGACCAAATCAGAAATCTTCACCAAAGCCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGA
ACACGATGTAACTGATAGCGAAATATATTGGGATAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCG
GGGAACAC

>T27/ CRISPR 2

CGTTATCCCCGCTGGCGCGGGAACACGGGCACTATGAACGGATCGGCGCTGATGCCG
GCAGTTATCCCGCTGGCGCGGGGAACACGGTAAAGCCACACCATTTTTTATTGACCT
CGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGAACACCTAGGAGGCGTAATGAATACTACGTA
TCAAAACGGTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGTGGTGGCCTCARAATAAATTCGA




GCGCTGGAGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCGACGTGGACGAGGAGTT
ACTCAACCGCTGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAGCGCCACATGGCCC
ACCGGCACCACCCGATCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACCTGAAAACGCA
TGGAATCCGGTATAAACAGTCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGATGTAA
CTGATAGCGAAATATATTGGGATAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGAA
ACGTAAACAGGGTAAGATACAACTCTGCACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACA
CTGTAAAGGGTGGTCTGGAAGGGGATCGGCAAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGE
AACAC

>T36/ CRISPR 2
CGTTATCCCGCTGGCGGGAACCAATCGAATCGAAACCCCAGCCACAGAAATAATTCG
AGTATCCCGCTGGCGCGGGACACGCTCATGTCAAACGCCATCAGCGTTCCGGCATCG
GTTATCCCGCTAGCGCGGGACACAATCGCCAGCCTCGGAAATATTCCATCCTCCGCG
GTTATCCCCGCTGGCGCGGGGACACAGGAACTAAACAGCCTGACCGTTGAGGATCTG
CGGTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACACCGGACAAATCTTTTTTTCCTGTTCCTG
TTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGGGCGGTCCCCGGCCTCAATACCGCG
CTGACGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTTGAGGTGCCGCTTGCCGTTCT
TCTGTTTTTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGGGCACTATGAACGGATCG
GCGCTGATGCCGGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGGTAAAGCCACACCA
TTTTTTATTGACCTCGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACCTAGGAGGCGT
AATGAATACTACGTATCAAAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACAC

>T02/ CRISPR 2
CGTATCCCGCTGGGCGGGAACCCCTAGGAGGCGTAATGAATACTACGTATCAAAACG
TTTCCCGCTGGCGCGGGACACGTGGTGGCCTCAAATAAATTCGAGCGCTGGAGCGTT
ATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCGACGTGGACGAGGAGETACTCAACCGCTGCCG
GTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAGCGCCACATGGCCCACCGGCACCACCCGAT
CCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAAATGACCAAATCAGAAATCTTCACCA
AAGCCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTAATGGCCACAGTAAGTCAAACG
GTTCTGGAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTTGGGCGTCGGTTTTTTCA
GGTTTAGGTCCGGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGAAACGTAAACAGGG
TAAGATACAACTCTGCACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTGTAAAGGGTG
GTCTGGAAGGGGATCGGCAAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACAC

>T03/ CRISPR 2
CGGTTTATCCCCGCTGGGCGGGAACACTCGACGTGGACGAGGAGTTACTCAACCGCT
GCCGTTATCCCGCCTGGCCGGGGAACACAGCGCCACATGGCCCACCGGCACCACCCG
ATCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAAATGACCAAATCAGAAATCTTCAC
CAAAGCCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTAATGGCCACAGTAAGTCAAA
CGGTTCTGGAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGAGTCCGGGGGTTATAT
AGTTATTTAATGAGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTTGGGCGTCGGTT
TTTTCAGGTTTAGGTCCGGCCGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCAACTGTC
AGTTCGTCGTTAGCCAGTAATTCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACCTGAA
AACGCATGGAATCCGGTATAAACAGTCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACG
ATGTAACTGATAGCGAAATATATTGGGATAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAA
CACGAAACGTAAACAGGGTAAGATACAACTCTGCACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGG
GGAACAC




>T06/ CRISPR 2
CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACCTAGGAGGCGTAATGAATACTACGTATC
AAAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGTGGTGGCCTCAAATAAATTCGAG
CGCTGGAGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCGACGTGGACGAGGAGTTA
CTCAACCGCTGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAGCGCCACATGGCCCA
CCGGCACCACCCGATCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAAATGACCAAAT
CAGAAATCTTCACCAAAGCCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTAATGGCC
ACAGTAAGTCAAACGGTTCTGGAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACTCAA
CTGTCAGTTCGTCGTTAGCCAGTAATTCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACAC
CTGAAAACGCATGGAATCCGGTATAAACAGTCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGA
ACACGATGTAACTGATAGCGAAATATATTGGGATAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCG
GGGAACACGAAACGTAAACAGGGTAAGATACAACTCTGCACGGTTTATCCCCGCTGG
CGCGGGGAACACTGTAAAGGGTGGTCTGGAAGGGGATCGGCAAACGGTTTATCCCCG
CTGGCGCGGGGAACAC

>T10/ CRISPR 2
CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACATCGAATCGAAACCCCAGCCACAGAAAT
AATTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGCTCATGTCAAACGCCATCAGCGT
TCCGGCATCGGTTTATCCCCGCTAGCGCGGGGAACACAATCGCCAGCCTCGGAAATA
TTCCATCCTCCGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACAGGAACTAAACAGCCT
GACCGTTGAGGATCTGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACACCGGACAAATC
TTTTTTTTCCTGTTCCTGTTCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGGGCACTA
TGAACGGATCGGCGCTGATGCCGGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACACGGTA
AAGCCACACCATTTTTTATTGACCTCGCCGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACAC
CTAGGAGGCGTAATGAATACTACGTATCAAAACGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGA
ACACGTGGTGGCCTCAAATAAATTCGAGCGCTGGAGCGGTTTATCCCCGCTGGCGCG
GGGAACACGAAACGTAAACAGGGTAAGATACAACTCTGCACGGTTTATCCCCGCTGG
CGCGGGGAACACTGTAAAGGGTGGTCTGGAAGGGGATCGGCAAACGGTTTATCCCCG
CTGGCGCGGGGAACAC




