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Restumenes

Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus son microorganismos
patégenos pertenecientes a la familia Vibrionaceae y al género
Vibrio. Son microorganismos con morfologia ligeramente
curvada, gram negativos y oxidasa positivos. En cuanto a sus
aspectos ecoldgicos son haldfilos, por tanto suelen estar
presentes en aguas marinas costeras y en el interior de moluscos,
crustdceos y peces, y tienden a encontrarse en aguas calidas.

La patologia que producen estd asociada al consumo de
mariscos, moluscos y pescado crudo o poco cocinado y a la
exposicion a aguas contaminadas. Ambas especies son
consideradas patdgenos emergentes debido al aumento en su
incidencia y a la mayor distribucidon geografica de los casos de
intoxicacion alimentaria, sobre todo en paises asiaticos.

La deteccion e identificacidn de ambas especies en alimentos de
origen marino y agua, presenta gran dificultad, ya que los
procedimientos convencionales son largos y tediosos, y pueden
proporcionar falsos negativos. Los métodos de deteccion
molecular pueden suponer una alternativa mas rapida, sensible y
fiable.

Debido a esto, en este trabajo se han desarrollado métodos de
deteccion y cuantificacidn de Vibrio spp., Vibrio parahaemolyticus
y Vibrio vulnificus mediante PCR tradicional, PCR a tiempo real e
hibridaciéon in situ con sondas fluorescentes (FISH) para su
aplicacion en matrices alimentarias y en agua. Los resultados
muestran que la PCR a tiempo real es el método mds rapido vy
sensible para la deteccién de las diferentes especies estudiadas,
ademas de permitir la cuantificacién del microorganismo en las
muestras de forma fiable.

En este estudio se han aplicado los distintos métodos a matrices
ambientales (agua de playa y agua residual) y a alimentos de
origen marino. En este trabajo hemos demostrado la presencia
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de bacterias del género Vibrio en ambos tipos de matrices y el
potencial de aguas y alimentos de origen marino para actuar
como vehiculos de transmisién de V. parahaemolyticus y V.
vulnificus.

Nuestros resultados sobre la presencia de éstos patégenos en
ambos tipos de muestras son lo suficientemente relevantes como
para considerar que V. parahaemolyticus y V. vulnificus podrian
suponer un riesgo para la salud humana en nuestra 4drea
geografica.
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Vibrio parahaemolyticus i Vibrio vulnificus sén microorganismes
patogens pertanyents a la familia Vibrionaceae i al genere Vibrio.
Sén microorganismes amb morfologia lleugerament corbada,
gram negatius i oxidasa positius. Quant als seus aspectes
ecologics sén halofils, per tant solen estar presents en aigles
marines costaneres i a l'interior de mol-luscs, crustacis i peixos, i
tendeixen a trobar-se en aigles calides.

La patologia que produeixen esta associada al consum de
mariscs, mol-luscs i peix cru o poc cuinat i a I'exposicid a aigles
contaminades. Ambdds espécies sén considerades patogens
emergents a causa de l'augment en la seva incidencia i la major
distribucié geografica dels casos d'intoxicacié alimentaria,
sobretot en paisos asiatics.

La deteccid i identificacid d'ambdds especies en aliments d'origen
mari i aigua, presenta gran dificultat, ja que els procediments
convencionals son llargs i tediosos, i poden proporcionar falsos
negatius. Els metodes de deteccié molecular poden suposar una
alternativa més rapida, sensible i fiable.

A causa d'aix0, en aquest treball s'han desenvolupat métodes de
deteccid i quantificacié de Vibrio spp., Vibrio parahaemolyticus i
Vibrio vulnificus mitjangant PCR tradicional, PCR a temps real i
hibridacid in situ amb sondes fluorescents (FISH) per a la seva
aplicacié en matrius alimentaries i en aigua. Els resultats mostren
qgue la PCR a temps real és el metode més rapid i sensible per la
deteccio de les diferents espécies estudiades, a més de permetre
la quantificacid del microorganisme en les mostres de forma
fiable.

En aquest estudi s'han aplicat els diferents metodes a matrius
ambientals (aigua de platja i aigua residual) i aliments d'origen
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mari. En aquest treball hem demostrat la presencia de bacteris
del genere Vibrio en ambdds tipus de matrius i el potencial
d'aiglies i aliments d'origen mari per actuar com a vehicles de
transmissio de V. parahaemolyticus i V. vulnificus.

Els nostres resultats sobre la preséncia d'aquests patogens en
ambdds tipus de mostres sén prou rellevants com per considerar
que V. parahaemolyticus i V. vulnificus podrien suposar un risc
per a la salut humana en la nostra area geografica.
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Vibrio parahaemolyticus and Vibrio vulnificus are pathogenic
microorganisms belonging to the Vibrionaceae family and the
genus Vibrio. They are microorganisms with morphology curved,
gram negative and oxidase positive. Regarding environmental
aspects, both species are halophilic, so often present in coastal
marine waters and within molluscs, crustaceans and fish, and
they are usually found in warm waters.

The pathology is produced by consumption of seafood, shellfish
and raw or undercooked fish and exposure to contaminated
water. Both species are considered emerging pathogens due to
the increase in incidence and geographic distribution of most
food poisoning cases, especially in Asian countries.

The detection and identification of both species in seafood and
water, has high difficulty, since the conventional methods are
long and tedious, and can provide false negatives. Molecular
detection methods can make a faster alternative, sensitive and
reliable.

Because of this, in this work we have developed methods of
detection and quantification of Vibrio spp., Vibrio
parahaemolyticus and Vibrio vulnificus by traditional PCR, real-
time PCR and in situ hybridization with fluorescent probes (FISH)
for use in food samples and in water. The results show that real-
time PCR is more rapid and sensitive method for detecting the
different species studied, and allows the quantification of
microorganisms in samples reliably.

In this study, various methods have been applied to
environmental samples (beach water and waste water) and
seafood. In this study, we demonstrated the presence of Vibrio
bacteria in both types of samples and potential water and
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seafood to act as vehicles for transmission of V.
parahaemolyticus and V. vulnificus.

Our results on the presence of these pathogens in both types of
samples are relevant enough to consider that V.
parahaemolyticus and V. vulnificus may pose a risk to human
health in our geographic area.



Abreviaturas empleadas

6-FAM
ADN
APW 2% NacCl

ARN
ARNr
BSA
CDC
CTAB
dNTPs
EDAR
EDTA
FDA
FISH

G+C

IDSC

Kb

M

min

mli

mM

mTSA 2% NaCl

ng
OoMS
pb
PBS
PCR

ABREVIATURAS EMPLEADAS

6-carboxyfluoresceina
Acido desoxirribonucleico

Agua de Peptona Alcalina adicionada con
2% de NaCl

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico ribosémico
Seroalbumina bovina

Centers for Disease Control and Prevention
Bromuro de cetil-trimetil-amonio
Desoxinucleétidos trifosfato

Estacién Depuradora de Agua Residual
Acido etilendiaminotetracético.

Food and Drug Administration

Hibridacion in situ con sondas fluorescentes
(Fluorescent in situ Hybridization)

Gramo

Guanina+Citosina

Infectious Disease Surveillance Center
Kilobases (1000 pb)

Molar

Minuto

Mililitro

Milimolar

Agar Triptona y Soja modificado adicionado
con el 2% de NaCl

Nanogramo

Organizacion Mundial de la Salud
Pares de bases

Tampon fosfato salino

Reaccién en cadena de la polimerasa



Abreviaturas empleadas

(Polymerase Chain Reaction)

PFA Paraformaldehido

rpm Revoluciones por minuto

SDS Dodecil sulfato sédico

SEIMC Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica

t Tiempo

T2 Temperatura

TAE Tris-acético-EDTA

TE Tris-EDTA

U Unidades

u.f.c. Unidades formadoras de colonia

UPVv Universidad Politécnica de Valencia

uv Ultravioleta

\" Voltios

VNC Viable No Cultivable

ul Microlitro

uM Micromolar



INTRODUCCION







Introduccion

1. INTRODUCCION AL GENERO VIBRIO

1.1. Antecedentes historicos

En 1854, el médico italiano Filippo Pacine describié el primer
Vibrio, Vibrio cholerae (agente causante del célera), mientras
estudiaba los brotes de esta enfermedad en Florencia.

En el afio 1951, investigadores japoneses encabezados por
Fujino identificaron por primera vez a Vibrio
parahaemolyticus como el causante de intoxicacidn
alimentaria. Esto ocurrié durante la aparicion de un brote
epidémico en la provincia de Isaka en el cual hubo 272
personas afectadas, con 20 fallecidos. El brote se asocié al
consumo de sardinas crudas.

Numerosos brotes de intoxicaciones alimentarias y casos
esporadicos de Vibrio parahaemolyticus se fueron
sucediendo en EEUU, Europa y Asia, pero no fue hasta 1969
en que este microorganismo se considerd un problema de
salud publica. Desde entonces ha adquirido un papel cada
vez mas importante como agente causal de infeccidn
gastrointestinal relacionada con el consumo de mariscos
crudos o insuficientemente cocidos (Kaysner y DePaola,
2001).

1.2. Situacion taxondmica actual

La familia Vibrionaceae ha sido sometida a un intenso estudio
desde la publicacion en 1984 de la primera edicién del
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1984). En el
capitulo sobre la familia Vibrionaceae de la citada edicién,
Baumann vy Shubert incluyeron los géneros Vibrio,
Photobacterium, Aeromonas y Plesiomonas. Son los mismos
géneros incluidos en la clasificacidon original de la familia
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propuesta por Véron casi veinte afos antes, basandose en el
fundamento de agrupar bajo una misma familia aquellos
géneros cuyas especies fueran oxidasa positiva y moviles por
un flagelo polar (Véron, 1965).

El criterio empleado para agrupar un determinado grupo de
bacterias en el género Vibrio era su constitucidon morfoldgica,
bacilos cortos y curvados. Sin embargo, con el paso de los
afios muchas de las especies que inicialmente formaban
parte de este género, fueron clasificadas en otros géneros.
Por ejemplo, Vibrio fetus (Smith y Taylor, 1919) se clasifica en
la actualidad dentro del género Campylobacter (Sebald vy
Véron, 1963) como Campilobacter fetus y sin embargo
presenta la constitucién tipica morfoldgica definida para el
género Vibrio.

Durante muchos afios se especuld acerca de la taxonomia del
género Vibrio. Tres técnicas introducidas entre 1960 y 1970
ayudaron a la comprension de su filogenia: hibridacién DNA-
DNA, hibridacién rRNA-DNA y el estudio de los perfiles
proteicos (Farmer y Hickman-Brenner, 1992; Baumman et al.,
1984). Numerosos autores se han basado especialmente en
el estudio de las secuencias 16 rRNA del género Vibrio
(Gémez-Gil et al., 2008; Thompson et al., 2003; Lambert et
al., 1998; Cerda-Cuéllar et al., 1997; Raguénes et al., 1997;
Aznar et al., 1994;).

En la segunda edicién del Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology (2005), la familia Vibrionaceae incluye 3
géneros: Vibrio, Photobacterium vy Salinivibrio. El género
Vibrio incluye, a su vez, 44 especies.

La taxonomia del género Vibrio esta en constante revision. En
la actualidad la familia Vibrionaceae cuenta con 7 géneros y
el género Vibrio incluye 87 especies
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(http://www.vibriobiology.net), de las cuales al menos 12 de

ellas son patégenas para el hombre y varias son también
patégenas para animales, tanto vertebrados como
invertebrados.

1.3. Morfologia y caracteristicas bioquimicas

Los microorganismos de este género son bacilos Gram
negativos, cortos, curvados o ligeramente curvados, o incluso
que se asemejan a una coma, miden entre 0,5 y 0,8 um de
ancho y entre 1,4 y 2,6 um de largo. La curvatura es mas
pronunciada en la fase estacionaria inicial en medios liquidos
que durante el crecimiento exponencial (Baumann et al,
1984). Sin embargo, algunos Vibrios marinos presentan cierta
tendencia al pleomorfismo cuando crecen en medios
liqguidos, de forma que bacilos con formas irregulares
coexisten con células con forma de L (Onarheim et al., 1994).
Otras especies haldfilas, incluidas las relacionadas con
enfermedades humanas, pueden adoptar formas esféricas o
alargadas y delgadas como respuesta a bajas concentraciones
de NaCl (Onarheim et al., 1994).

Se presentan como células simples, en forma de S, en parejas
0 a veces en cadenas cortas, no producen esporas, son
bacterias moviles por la presencia de uno o varios flagelos
polares, aunque en medio sélido muchas pueden producir
flagelos laterales (Baumann et al., 1984).

Las especies de Vibrio difieren en sus requerimientos
nutritivos y condiciones de cultivo. La caracteristica mas
importante es su dependencia del ion sodio. Las
concentraciones minimas requeridas de Na* para conseguir
un crecimiento 6ptimo se encuentran dentro de un rango
que va desde 5-15 mM (0,029-0,087%) para Vibrio cholerae y
Vibrio metschnikovii, a 1,5 M para Vibrio alginolyticus
(Miyamoto et al., 1961). La mayoria de especies crecen bien
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en medios sélidos o liquidos con una concentracion de 0,5-
2% de NaCl.

Algunos vibrios crecen en condiciones ligeramente alcalinas.
Aunque la mayoria de las especies prefiere un pH de rango 7-
8 (Raguénés et al.,, 1997a), algunas especies, incluyendo
Vibrio cholerae y Vibrio metschnikovii, crecen incluso a un pH
de 10 (Baumann et al., 1984).

Respecto a las exigencias de temperatura, también existe una
gran variabilidad. La mayoria de las especies de Vibrio crecen
bien a temperaturas entre 18-22°C. Algunas especies crecen
a 0-4°C, mientras que otras pueden crecer temperaturas
superiores a los 45°C. La temperatura a la cual pueden crecer
las diferentes especies de Vibrio depende de factores como la
concentracion de NaCl (Onarheim et al., 1994).

Son quimiorganotrofos y anaerobios facultativos, generando
diversos dacidos durante la fermentacidn, como el 4acido
formico, lactico, acético, succinico y pirdvico (Baumann et al.,
1984). La mayoria de los vibrios fermentan azlicares como la
glucosa, fructosa o maltosa sin que se produzca formacién de
gas. Son oxidasa positivos y reducen los nitratos a nitritos.

1.4. Aspectos ecoldgicos

Las aguas marinas costeras son el habitat natural de la
mayoria de las especies del género Vibrio. Los factores
medioambientales que determinan la presencia y |la
concentracidn de estos microorganismos son la temperatura,
el pH, la disponibilidad de nutrientes, su asociacién con
animales marinos y la exposicién a la radiacién ultravioleta
(Chakraborty et al., 1997). Sin embargo, la salinidad, es el
factor mas importante y el que determina la distribucién de
las distintas especies del género en el medio ambiente. El
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rango de concentracion salina tolerable es de 5-700 mM; su
amplitud explica por qué V. cholerae, Vibrio mimicus, V.
fluvialis y V. furnissii han sido aislado de rios de agua dulce,
arroyos y estanques. Otras especies como Vibrio vulnificus
prefieren una concentracion de Na' moderada y se
encuentran en las zonas costeras (Motes et al., 1998;
Chakraborty et al., 1997; Kaysner et al., 1987). A pesar de
que la salinidad es un parametro determinante, no explica
completamente la distribuciéon en el medio ambiente de
todos los vibrios, porque especies haldfilas, como Vibrio
parahaemolyticus, pueden sobrevivir con concentraciones de
Na® bajas.

Independientemente de la salinidad, la concentraciéon de
estos microorganismos tiende a aumentar en aguas mas
cadlidas cuando existe una adecuada disponibilidad de
nutrientes orgdnicos e inorganicos. Su presencia es mas
comun en zonas con climas templados o tropicales. Estudios
realizados acerca de la presencia de Vibrio vulnificus en
ostras en el Golfo de Méjico y en la costa Atlantica indicaron
que la concentracién de esta especie era muy elevada
durante los meses de Mayo a Octubre, mientras que la
concentracion disminuia hasta finales de Marzo (Motes et al.,
1998).



Introduccion

2. VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS

2.1. Introduccidn

En 1953, Fujino et al. identificaron por primera vez a Vibrio
parahaemolyticus como causante de enfermedad
alimentaria.

El consumo de pescados y mariscos crudos o poco cocinados
contaminados por V. parahaemolyticus puede ocasionar
procesos agudos de gastroenteritis. Aunque suele ser
autolimitada, la infeccién puede producir septicemia,
causando la muerte a personas inmunodeficientes, vy
especialmente a aquellas con enfermedades del higado.

Actualmente V. parahaemolyticus es reconocido como la
principal causa de gastroenteritis en humanos asociada al
consumo de marisco en Estados Unidos, y un importante
patégeno alimentario en todo el mundo (Kaysner y DePaola,
2001).

2.2. Caracteristicas microbioldgicas de Vibrio
parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria perteneciente a la
familia Vibrionaceae y al género Vibrio. Es gram negativo,
haldfilo, con forma bacilar, que puede ser recta o curvada.
Tiene un Unico flagelo polar y es mévil cuando la bacteria es
cultivada en un medio liquido (medio Baumann and Schubert,
1984). Las condiciones éptimas de crecimiento son una
temperatura de 37°C, pH entre 7,8 y 8,6, condiciones
atmosféricas aerdbicas y una concentracion de NaCl del 3%.

Esta bacteria crece normalmente en ambientes marinos y
con frecuencia se aisla de gran variedad de pescados vy
mariscos, tales como el bacalao, la sardina, la caballa, el
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lenguado, pulpo, camarédn, almeja, cangrejo, langosta, viera y
ostras (Liston, 1990).

2.3. Ecologia de Vibrio parahaemolyticus

2.3.1. Distribucion en entornos marinos

La variable distribucién de Vibrio parahaemolyticus en el
ambiente marino es debida a la temperatura del agua.
Diversos estudios han demostrado que este microorganismo
se encuentra en agua de mar cuando la temperatura sea
mayor a 15°C, aumentando en numero en las estaciones
calidas. Estudios ecoldgicos realizados en la bahia de
Chesapeake de Maryland (Estados Unidos) aportaron datos
sobre la supervivencia de V. parahaemolyticus en los
sedimentos durante el invierno, observando que, tras el
aumento de la temperatura del agua a la llegada de la
primavera, el microorganismo crecia mas rapidamente
(Kaneko and Colwell, 1973). Otros autores que llevaron a
cabo estudios en nueve estados riberefios de EE.UU. entre
los anos 1984 y 1985, obtuvieron datos de densidades de
Vibrio parahaemolyticus cuando la temperatura del agua
descendia de 16°C. Estas densidades no eran mayores a 4
células/100 ml de agua de mar (DePaola et al., 1990). Sin
embargo, las densidades de V. parahaemolyticus en agua de
mar aumentaban a 1000 células/100 ml cuando la
temperatura del agua llegaba a 26°C (DePaola et al., 1990;
Kaneko y Colwell, 1973).

Un estudio sobre la presencia de V. parahaemolyticus en
ostras cultivadas, realizado en Oregdn entre noviembre de
2002 y octubre de 2004, encontré también correlacién
positiva entre la densidad de V. parahaemolyticus y la
temperatura del agua, detectando un aumento muy
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considerable de células de V. parahaemolyticus durante los
meses de verano (Duan y Su, 2005a).

2.3.2. Prevalencia en mariscos y pescados

El grado de contaminacidén de los mariscos y pescados por
Vibrio parahaemolyticus también se relaciona directamente
con la temperatura del agua. Es mas probable detectar V.
parahaemolyticus en mariscos y pescados cosechados en las
estaciones mas cdlidas que en las estaciones mas frias
(Kaysner y DePaola, 2000). Aunque la densidad de V.
parahaemolyticus en ostras contaminadas suele ser inferior a
10° u.f.c./g, podria sobrepasar este valor, ya que Vibrio
parahaemolyticus se multiplica rdpidamente cuando estd
expuesto a temperaturas elevadas (De Paola et al., 2000).
Diversos estudios han demostrado que las poblaciones de V.
parahaemolyticus  en ostras sin refrigeracién pueden
aumentar rapidamente de 50 a 800 veces su nivel original
después de 24 horas a 26°C (Gooch et al., 2002).

En muestreos realizados en EE.UU. desde junio de 1998 hasta
julio de 1999 de mas de 370 lotes de ostras distribuidos en
restaurantes y mercados de marisco y pescados al por menor
y al por mayor, se encontraron crecimientos estacionales de
V. parahaemolyticus, donde las mayores densidades del
microorganismo se dieron en los meses que correspondian a
las estaciones estivales (Cook et al., 2002).

2.4. Cepa emergente de Vibrio parahaemolyticus

Estudios realizados en los ultimos afios por diferentes grupos
de trabajo confirman que la mayoria de infecciones
provocadas actualmente por Vibrio parahaemolyticus son
debidas al serotipo emergente 03:K6 (Gonzalez.-Escalona et
al., 2005; Martinez-Urtaza et al., 2005, Chiou et al., 2000;
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Vuddhakul et al., 2000). La primera vez que fue identificado
este serotipo fue en un hospital de Calcuta, India, durante un
estudio entre los afios 1994 y 1996, de forma que este
serovar llegd a ser el responsable del 63% de las infecciones
estudiadas en Calcuta desde septiembre de 1996 hasta abril
de 1997 (Okuda et al., 1997).

En otros paises del Sudeste Asidtico se ha demostrado
también la virulencia de este nuevo serotipo, ya que se ha
aislado en diferentes personas que viajaron a Japdn
procedentes de otros paises (Chiou et al., 2000; Vuddhakul et
al., 2000; Okuda et al., 1997).

En EE.UU., V. parahaemolyticus 03:K6 fue identificado por
primera vez en 1998 cuando causd el brote con mayor
nimero de casos (416) asociado al consumo de ostras
(Daniels et al., 2000b). Este mismo serovar participd mas
tarde en otro brote relacionado con el consumo de marisco
en Connecticut, Nueva Jersey y Nueva York (CDC, 1999). En
2004, V. parahaemolyticus 03:K6 se aisl6 en un brote
producido en Chile (Gonzdlez-Escalona et al., 2005) y en
Espaia (Martinez-Urtaza et al., 2005). Desde entonces, se ha
producido una propagacion de esta cepa a distintos paises.

Las infecciones transmitidas por alimentos causadas por
Vibrio parahaemolyticus, particularmente por el serotipo
03:K6, ha aumentado globalmente en los ultimos 10 afos. La
FDA (Food and Drug Administration, EE.UU.) ha llevado a
cabo proyectos para evaluar el impacto que tiene este
microorganismo sobre la salud publica y ha detectado
deficiencias en los procesos de post-cosecha, recogida,
procesamiento y consumo de ostras crudas (Su et al., 2007).
El aislamiento de las cepas 03:K6 en los distintos brotes de
EE.UU., Chile, Espafia y otros paises ha comenzé a provocar
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una gran preocupacion, debido al aumento del riesgo de
infecciones de V. parahaemolyticus por el consumo de ostras.

2.5. Epidemiologia

2.5.1. Incidencia en Asia, Estados Unidos y Europa

V. parahaemolyticus es considerado un patégeno alimentario
causante del 20-30% de los casos de toxi-infeccién por
consumo de pescados y mariscos en muchos paises asiaticos
(Deepanijali et al., 2005; Alam et al., 2002; Wong et al., 2000;
Chen et al., 1991). V. parahaemolyticus fue el principal
causante de enfermedad alimentaria, con 1710 incidencias y
24.373 casos, en Japon entre 1996 y 1998 (IDSC, 1999),
representd el 69% del total de toxi-infecciones de origen
alimentario producidas en Taiwan entre 1981 y 2003
(Andénimo, 2005) y el 31,1% en China entre 1991 y 2001 (Liu
et al., 2004).

En Maryland (EE.UU.), después de provocar un brote con tres
focos y 425 casos de gastroenteritis por consumo de
cangrejos cocidos, V. parahaemolyticus fue reconocido como
uno de los principales agentes causales de infecciones
alimentarias (Molenda et al., 1972).

Entre 1973 y 1998, los Centros de Control y Prevencién de
Enfermedades (CDC) registraron 40 brotes producidos por V.
parahaemolyticus (Daniels et al., 2000a). Entre ellos, cuatro
brotes importantes provocaron mas de 700 enfermos, debido
al consumo de ostras en la costa del Golfo, el Pacifico
Noroeste y en el Atlantico Nordeste, entre 1997 y 1998. En el
verano de 1997 se produjeron 209 casos de infeccion y una
muerte asociados al consumo de ostras en el Noroeste del
Pacifico (Oregdn, Washington, California y la Columbia
Britanica de Canada) (CDC, 1998). En 1998, se produjeron dos
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brotes en Washington, con 43 casos, y en Texas, con 416
casos, asociados también al consumo de ostras crudas
(DePaola et al., 2000). Ademas, un pequefio brote provocé 8
casos en Connecticut, Nueva Jersey y Nueva York entre julioy
septiembre en 1998. Estas infecciones fueron relacionadas
con el consumo de ostras y almejas cosechadas en Long
Island en Nueva York (CDC, 1999). Durante el verano de
2004, 14 pasajeros de un crucero de Alaska desarrollaron un
cuadro de gastroenteritis después de comer ostras crudas
(McLaughlin et al., 2005). En el verano del afio 2006, un brote
por Vibrio parahaemolyticus provocd 177 enfermos. Este
brote fue asociado al consumo de ostras contaminadas en
Washington y la Columbia Britanica (CDC, 2006). La aparicion
de todos estos brotes indican que la contaminacion de ostras
por Vibrio parahaemolyticus es un peligro para la seguridad
alimentaria en EE.UU.

En Europa Vibrio parahaemolyticus raramente provoca toxi-
infecciones alimentarias. Sin embargo, se han producido
casos esporadicos en paises como Espana y Francia. En
Espafia, en 1989, se registraron ocho casos de gastroenteritis
provocados por V. parahaemolyticus asociados al consumo
de pescado y marisco (Molero et al., 1989). En 1999 en
Galicia se produjo un brote de 64 toxi-infecciones asociadas
al consumo de ostras crudas (Lozano-Ledn et al., 2003). En
Francia, en 1997, se confirmé un brote que afecté a 44
personas, debido al consumo de camarones importados de
Asia (Robert-Pillot et al., 2004).

Mas recientemente, en A Coruiia, en julio de 2004, se
produjo un brote provocado por Vibrio parahaemolyticus que
afecté a 80 personas. La infeccién se produjo entre los
invitados de una boda debido al consumo de cangrejo cocido
procesado en condiciones insalubres en un restaurante
(Martinez-Urtaza et al., 2005).

13
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2.5.2. Transmision de Vibrio parahaemolyticus

Los mariscos, especialmente los moluscos bivalvos como
ostras y almejas, acumulan grandes cantidades del
microorganismo. Los crustdceos y pescados no acumulan la
cantidad de V. parahaemolyticus necesaria para causar
infeccién, pero pueden alcanzar un nimero elevado de éste
al dejarse sin adecuada refrigeracion durante unas pocas
horas.

La enfermedad se transmite por ingestién de cualquier
alimento contaminado crudo o mal cocinado. También se
puede transmitir por contaminacion cruzada, al ingerir
cualquier alimento que haya tenido contacto con mariscos o
agua contaminada (CDC, 2006). La enfermedad no es
trasmisible de persona a persona (Paris et al., 2005).

El transporte o almacenamiento de los productos marinos sin
las condiciones adecuadas de refrigeracién e higiene
favorecen la proliferacion de la bacteria y, por tanto, la
posibilidad de infeccién (CDC, 2006).

Se considera que la toxi-infeccidn producida por V.
parahaemolyticus puede producirse con una ingesta de
1.000.000 de vibriones viables (D’Mello, 2003).

2.5.3. Tipos de infecciones producidas por Vibrio
parahaemolyticus

La infeccidon producida por Vibrio parahaemolyticus causa
tres entidades clinicas reconocidas: gastroenteritis,
septicemia e infeccion de heridas.

El cuadro clinico provocado por V. parahaemolyticus cursa
principalmente como gastroenteritis. El periodo de
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incubacién de la infeccidn gastrointestinal es de 4 a 96 horas,
con un promedio de 15 horas. La rapidez con la que se
presenta el cuadro clinico sugiere la participacion de una
enterotoxina (Paris et al., 2005). Los sintomas clinicos de la
infeccidn incluyen diarrea acuosa y célicos abdominales, que
pueden acompanarse de nauseas, vomitos, fiebre y cefalea
(Honda y Lida, 1993).

Generalmente el cuadro es autolimitado, la persona se
recupera en un periodo medio de 72 horas, pudiendo variar
entre 1 y 10 dias, dependiendo del inmunocompromiso del
individuo infectado. En los casos mds severos puede
producirse un sindrome disentérico, caracterizado por heces
sanguinolentas y fiebre alta (Silva et al., 2007).

La septicemia primaria es causada por la entrada del
microorganismo al torrente sanguineo a través de la vena
porta o el sistema linfatico intestinal; los primeros sintomas
incluyen fiebre, hipotensidén, compromiso del estado general,
escalofrios y ocasionalmente se producen nduseas, vomitos,
diarrea y dolor abdominal. La incidencia es baja, pero su
severidad y mortalidad es elevada. Muchos estudios
demuestran que los individuos sanos tienen un bajo riesgo de
desarrollar septicemia. Sin embargo, personas con
enfermedades crdnicas hepaticas, renales, diabetes,
neoplasias o aclorhidria poseen mayor riesgo de desarrollar
septicemia primaria presentando un porcentaje de
mortalidad elevada (Silva et al., 2007).

Las infecciones de heridas pueden ocurrir cuando existen
lesiones cutdneas, quemaduras o cortes preexistentes que
entran en contacto con agua de mar o especies marinas
contaminadas por el patégeno. El cuadro se caracteriza por
una lesién en la piel que se desarrolla durante las primeras
24 horas posteriores al contacto con el patdgeno. El sitio
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donde comienza la infeccidén presenta inicialmente eritema
extremadamente edematoso, luego progresa rapidamente a
una lesidn con vesiculas y finalmente evoluciona a necrosis
que involucra la piel y la grasa subcutanea. Estas infecciones
de la piel pueden producirse tanto en personas sanas como
aquellos con enfermedades existentes (Silva et al., 2007).
Tras el huracan Katrina en el afio 2005 se registraron dos
muertes entre tres casos de infecciones de heridas causada
por V. parahaemolyticus en Louisiana y Mississippi (CDC,
2005).

La principal medida de tratamiento de la gastroenteritis es la
hidratacion. El tratamiento antibiético en la mayoria de los
casos es innecesario, puesto que no hay evidencia de que
disminuya la severidad o duracién del cuadro intestinal. No
obstante, en los casos severos, infecciones de piel o
septicemia, se pueden usar antibidticos bajo estricta
prescripcion médica como ciprofloxacino, doxicilina,
tetraciclina, ampicilina y cefalosporinas de tercera
generacidon, dependiendo de la susceptibilidad del
microorganismo (Silva et al., 2007).

2.5.4. Susceptibilidad del hospedador

Los factores del hospedador tales como el estado de salud
general, presencia de alguna enfermedad subyacente, el
estado nutricional, o estrés fisico parecen jugar un papel
importante en la respuesta del individuo a las infecciones
producidas por Vibrio parahaemolyticus. Los factores
intrinsecos como la edad, el sexo y la genética influyen
también en la susceptibilidad de un individuo a Ia
enfermedad. El estado inmunolégico, especialmente en
aquellas personas que estan inmunocomprometidas debido a
enfermedad o tratamientos médicos pueden influir en
presencia y/o severidad de la enfermedad. Sin embargo, la
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relacion del estado inmunoldgico con la colonizacién vy la
infeccién inicial del tracto gastrointestinal estd menos clara
(FDA, 2005).

2.6. Patogénesis

2.6.1. Factores de virulencia de Vibrio
parahaemolyticus

Los dos factores de virulencia mds importantes de V.
parahaemolyticus son la hemolisina directa termoestable
(tdh) y la hemolisina relacionada con la hemolisina directa
termoestable (trh), que estan codificadas por los genes tdh y
trh respectivamente. Ambas hemolisinas comparten varias
propiedades bioldgicas, incluidas la actividad hemolitica,
enterotoxicidad y la citotoxicidad (Park et al., 2004a) y se han
considerado como marcadores moleculares para diferenciar
las cepas virulentas de las no virulentas (Oliver y Kaper,
2001).

Se sabe que la mayoria de las cepas de V. parahaemolyticus
aisladas del medio ambiente o de alimentos de origen marino
no son patogenos (Nishibuchi y Kapper, 1995; FDA, 2005). Las
cepas clinicas de V. parahaemolyticus se diferencian de las
cepas aisladas del medio ambiente por su capacidad de
producir la tdh, enzima que puede lisar los glébulos rojos o
eritrocitos en placas de agar sangre Wagatsuma (contiene
eritrocitos humanos). La actividad hemolitica de tdh se
denomina fendmeno Kanagawa, y se sabe que esta asociada
comunmente con las cepas aisladas de humanos con
gastroenteritis mientras que se observa raramente en cepas
aisladas del medio ambiente (Joseph et al., 1982). Ademas,
estudios epidemioldgicos revelan una fuerte asociacidn entre
el fendmeno Kanagawa y la gastroenteritis (Okuda et al.,
1997; Shirai et al., 1990). Por ello, la hemolisina directa
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termoestable ha sido propuesta como el factor de virulencia
mas importante de V. parahaemolyticus (Takeda, 1983;
Miyamoto et al., 1969).

Diversos trabajos han revelado un vinculo entre el fendmeno
Kanagawa (KP) y la patogénesis de V. parahaemolyticus:
cepas clinicas KP negativas no producen la tdh, sino que
producen la trh (Honda et al., 1987, 1988). Shirai et al. (1990)
examinaron 215 cepas clinicas aisladas de pacientes con
diarrea para ver la presencia de las hemolisinas directa (tdh)
y relacionada (trh). Se encontré que 112 cepas (52,3%)
poseian el gen tdh, 52 (24,3%) poseian el gen trh y 24 cepas
(11,2%) poseian ambos genes tdh y trh. Estos resultados
indican que la trh también es un factor de virulencia
relevante de V. parahaemolyticus.

Los genes que codifican las tdh y trh han sido clonados y
secuenciados (Kaper et al., 1984; Nishibuchi y Kaper, 1985;
Taniguchi et al., 1985). También se han desarrollado sondas
de oligonucledtidos para ambos genes, con el fin de detectar
la virulencia de las cepas de V. parahaemolyticus (Nishibuchi
et al., 1986; Kaper et al., 1984) mediante PCR.

Aunque la patogénesis estd basicamente relacionada con la
presencia de estas dos hemolisinas, existen otros factores de
virulencia que son identificados con frecuencia en cepas
patégenas de V. parahaemolyticus. Recientemente fue
identificada una proteina termolabil llamada serina proteasa,
en una cepa clinica de V. parahaemolyticus en la que no
estaban presentes los genes tdh y trh, por lo que fue
considerada como un factor de virulencia potencial. La
proteasa purificada inoculada en hamsteres chinos tuvo
efectos significativos, ya que producia lisis de eritrocitos,
hemorragia en tejidos y la muerte de los ratones cuando se
inyectaba tanto por via intraperitoneal como por via



Introduccion

intravenosa. Sin embargo, la clinica e incidencia
medioambiental de las cepas poseedoras de esta proteasa no
se han determinado (Lee et al., 2002).

3. VIBRIO VULNIFICUS

3.1. Introduccidn

V. vulnificus se aislé por primera vez en 1964 en Estados
Unidos, aunque en el momento en que fue aislado fue
erroneamente identificado como una cepa virulenta de V.
parahaemolyticus. La especie V. vulnificus se reconocié como
una especie distinta en la década de 1970 y fue validada en
1980 por Farmer, cuando se observd que muchos casos
clinicos de septicemias transmitidas por los alimentos e
infecciones de heridas eran causadas por un patdgeno con
caracteristicas Unicas que no tenian el resto de especies del
género Vibrio (Hollis et al., 1976).

El nimero de personas infectadas en el mundo por V.
vulnificus es bajo en comparacidn con otros vibrios, pero este
microorganismo es responsable de un porcentaje
significativo de las enfermedades relacionadas con Vibrio en
los Estados Unidos (Hlady W.G., 1997; Bonner et al., 1983).
Ademas, la gravedad de la enfermedad que produce la
convierte en la principal causa de las muertes asociadas a los
mariscos en los Estados Unidos (Morris Jr. J.G., 1988; Morris
et al., 1985) aunque hay, en promedio, sélo un total de 50
casos confirmados al afio de infecciones debidas a V.
vulnificus. La relacién de las infecciones de V. vulnificus con el
consumo de marisco y pescado también tiene un efecto
adverso en el mercado de estos productos. Las muertes
atribuidas a V. vulnificus por el consumo de ostras crudas son
frecuentes. Esto puede reducir la confianza de los
consumidores, lo que lleva a la pérdida de ventas y dafios
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econdmicos posteriores a la industria del marisco, incluso en
areas donde V. vulnificus no es generalmente considerado un
problema (Mackenzie et al., 1997).

3.2. Caracteristicas microbioldgicas de Vibrio vulnificus

Vibrio vulnificus es una bacteria perteneciente al género
Vibrio; es movil y posee un unico flagelo polar. Al ser
tolerante a la sal, prospera en el agua marina, especialmente
en zonas calidas. Es gram negativa, con forma bacilar o de
bastoncillo, y no forma esporas ni cdpsulas. Se distingue de
otros miembros del género Vibrio por su capacidad de
fermentar la lactosa y soporta alcalinidades relativamente
elevadas, hasta el pH 9.

3.3. Ecologia de Vibrio vulnificus

V. vulnificus habita en estuarios y ambientes marinos de todo
el mundo (Baffone et al., 2001; Hoy et al., 1998; Shapiro et
al., 1998; Dalsgaard et al., 1996; Veenstra et al., 1994;
Maxwell et al., 1991; Myatt et al., 1989). Prefiere los climas
tropicales y subtropicales, y ha sido aislado de aguas donde la
temperatura oscila entre 9 y 31°C. Suele proliferar en todas
las zonas costeras durante los meses en los que la
temperatura del agua supera los 18°C (Hlady et al., 1996;
Kaspar et al., 1993).

En Estados Unidos se suele encontrar en las costas de los
estados que bordean el Golfo de Méjico, aunque también ha
sido aislado en zonas de Nueva Inglaterra y la costa norte del
Pacifico (O’Neill et al., 1992). V. vulnificus suele estar
presente en las zonas donde la salinidad es de baja a
moderada (rango de salinidad de 15-25 ppm). La salinidad
superior a 25 ppm suele tener un efecto adverso en la
supervivencia de V. vulnificus (Motes et al., 1996; Kaspar et
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al., 1993), aunque ha sido aislado de aguas costeras con 34
ppm de sal (Motes et al., 1998).

El numero total de células viables de V. vulnificus aumenta o
disminuye con la temperatura del agua. A temperaturas por
debajo de 10°C, el nimero de células se reduce a niveles casi
indetectables (Kaysner et al., 1987; Oliver et al., 1982). La
hipétesis es que V. vulnificus sobrevive en un estado viable
pero no cultivable (VNBC) en los sedimentos marinos (Oliver
et al., 1995). Los experimentos han demostrado que V.
vulnificus entra en el estado VNBC a temperaturas inferiores
a 10°C, independientemente del nivel de nutrientes existente
en el medio. Se produce un cambio morfoldgico en el cual las
células que poseen forma bacilar pasan a ser cocos; ademas,
otro cambio en el perfil de acidos grasos de la membrana
hace que la pared celular posea una mayor resistencia
mecanica y el transporte de aminoacidos se reduzca
(Weichart et al., 1996 y 1997; Linder et al., 1989). La
reanimacion de la bacteria del estado VNBC se produce
aumentando la temperatura y usando un medio libre de
nutrientes (Oliver et al., 1995), fendmeno similar al que
ocurre en el calentamiento gradual de las aguas costeras al
comenzar la estacién primaveral.

V. vulnificus se puede encontrar en forma de vida libre o
asociado con el zooplancton y otro tipo de biota acuatica. Es
absorbido por los moluscos que se alimentan por filtracién,
como las ostras, almejas, mejillones y vieiras, y se concentra
en el intestino y otros tejidos. Durante los periodos de calor
en el Golfo de México (Motes et al., 1996) cuando el agua
supera los 18°C, se pueden encontrar concentraciones de 10°
a 10° bacterias por gramo de carne de ostra. La bacteria
también puede encontrarse en el intestino de una gran
variedad de especies de peces de estuario, con cifras también
superiores durante los meses de verano (DePaola et al.,
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1993). Estos peces pueden actuar como reservorio para
transportar el microorganismo entre diferentes criaderos de
ostras o como una fuente de infeccion muy potente para el
hombre.

En las ostras, V. vulnificus resiste los métodos de depuracion
usados normalmente para la eliminacién de patégenos.
También resiste métodos de desinfeccidn de agua, como la
luz UV o la filtracion con membranas de didmetro de poro de
2 um (Tamplin et al., 1992; Jones et al., 1991). La coccion de
los mariscos y pescados es actualmente el Unico método
fiable para la destruccion completa de la bacteria.

3.4. Biotipos

En la actualidad, se diferencian tres biotipos de V. vulnificus
basandonos en el tipo de hospedador, en la distribucidn
geografica y en diferencias bioquimicas y fenotipicas (Tison et
al., 1982). En el biotipo 1 se incluyen cepas que producen
indol y ornitina descarboxilasa, producen distintos tipos de
lipopolisacaridos (LPS) y estan asociados a la colonizacién de
moluscos y a las infecciones en humanos. El biotipo 2
comprende cepas que no producen indol ni ornitina
descarboxilasa, expresan un solo tipo de LPS y estdn
asociadas a infecciones de vertebrados marinos,
especialmente anguilas cultivadas en piscifactoria, donde
producen importantes pérdidas econdmicas (Austin et al.,
1999). El biotipo 2 se considera patdgeno Unico de anguilas y
peces, pero se ha demostrado que puede ser virulento en
ratones (Amaro et al.,, 1994) y puede causar infecciones
oportunistas en seres humanos (Amaro et al., 1996; Veenstra
et al., 1993). El biotipo 3 fue identificado en 2004, es
considerado patégeno oportunista de humanos y ha sido
aislado en Israel (Colodner et al, 2004). Los tres biotipos
presentan diferencias en los factores de virulencia que
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producen y en sus secuencias 16S y 23S rRNA, lo que ha
permitido disefiar diversos métodos moleculares para su
diferenciacidn (Aznar et al., 1994, Senoh et al., 2005).

3.5. Epidemiologia

3.5.1. Incidencia de las infecciones producidas por
Vibrio vulnificus

En los Estados Unidos, la mayoria de los casos se producen
en el sureste del pais, en la Costa del Golfo de México. Se han
recogido datos importantes en esta zona sobre la
epidemiologia de V. vulnificus, debido a la importancia de la
industria del marisco y a efectivos sistemas de estudios
(Shapiro et al., 1998; Hlady et al., 1996; Klontz et al., 1988).

La mayoria de los vibrios proliferan en aguas calidas y por
tanto la mayoria de las infecciones de V. vulnificus se
producen durante los meses mas calidos, cuando el nimero
de células de V. vulnificus es mas alto. Por ejemplo, en
Estados Unidos, la aparicion de infecciones de heridas y de
septicemia primaria se produce mayoritariamente entre los
meses de abril y septiembre (Motes et al., 1998).

A pesar de los elevados porcentajes de mortalidad, debe
sefialarse que contraer infecciones de V. vulnificus es un
evento muy raro (Jackson et al., 1997). La incidencia anual en
estados Unidos ronda los 300 casos (CDC, 2005). En este pais
se declaran anualmente entre 30 y 40 casos de septicemia
primaria, asociados en su practica totalidad al consumo de
ostras crudas (OMS, 2005). No existen datos sobre la
incidencia en Espafia. Hasta 2002 se habian documentado
solamente 3 casos de infeccién por este patégeno (Pérez-
Moreno et al., 1996; Garcia et al., 1998; Herndez et al., 1991)
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y hasta la actualidad se han descrito sélo cinco casos en la
literatura médica (Turifio-Luque et al., 2007).

3.5.2. Tipos de infecciones producidas por Vibrio
vulnificus

Usando los datos proporcionados por el CDC de Estados
Unidos y otras organizaciones y centros de control vy
prevencion de enfermedades, se definen varios tipos de
infecciones producidas por V. vulnificus:

La primera es la septicemia primaria, que se define como
una enfermedad sistémica caracterizada con fiebre y shock,
que aparece mayoritariamente en personas con deficiencia
inmunitaria y suele producirse por el consumo de mariscos y
pescados crudos y poco cocinados. Otro tipo de infeccidn
mas leve es la gastroenteritis, que cursa con fiebre,
calambres abdominales, vémitos y diarrea. Por ultimo, el
microorganismo también puede producir infecciones de
heridas, en las que V. vulnificus penetra en heridas abiertas
por contacto con agua contaminada, provocando infeccion y
posible septicemia (CDC, 1996; CDC, 1993).

Casi todos los casos de septicemia primaria y gastroenteritis
son producidos por el consumo de mariscos y pescados
crudos o poco cocinados. La mayoria de aislamientos clinicos
de V. vulnificus proceden de casos de septicemia primaria, no
de los casos de gastroenteritis. Esto es debido a que las
personas que presentan cuadros de gastroenteritis no estan
en peligro y los sintomas rara vez son lo suficientemente
graves como para justificar la asistencia médica; por tanto, el
aislamiento en estos casos no suele producirse (Shapiro et
al., 1998).
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Los casos de infeccion de heridas son provocados por
contacto de la herida con agua con alta prevalencia de V.
vulnificus. En un trabajo llevado a cabo por Strom et al. en el
afo 2000, el 100% de los casos estudiados que estaban
infectados por V. vulnificus habia tenido contacto con agua
de mar o mariscos crudos en los 7 dias antes a la enfermedad
y tenian heridas cuando se les examiné (Strom et al., 2000).
Muchas infecciones de la herida parecen estar relacionadas
con la exposicién ocupacional, es decir, suele producirse en
personas dedicadas a la industria marisquera o pesquera.

3.5.3. Susceptibilidad del hospedador

Se desconoce cudl es la dosis infectiva o letal para los seres
humanos, lo que si se conoce es que la susceptibilidad del
hospedador es un factor clave. Las personas mas susceptibles
a sufrir una infeccién provocada por V. vulnificus son
generalmente aquellas que sufren una enfermedad cronica
que afecta a la funcién del higado o al sistema inmunoldgico
(Tacket et al., 1984). Como enfermedades del higado se
incluyen la cirrosis o enfermedad hepdtica alcohdlica,
hepatitis o antecedentes de hepatitis, cancer metastdsico o el
trasplante de higado. También se incluyen las patologias
hematoldgicas que provocan niveles elevados de hierro
sérico como la hemocromatosis y la talasemia mayor. Otras
condiciones que predisponen a las personas a las infecciones
de V. vulnificus son aquellas en las que el hospedador esta
inmunocomprometido (incluyendo quimioterapia y SIDA),
otras enfermedades crdnicas (diabetes, enfermedad renal,
enfermedad intestinal crénica, o la dependencia de
esteroides) o la hipoclorhidria gastrica (Shapiro et al., 1998;
Koenig et al., 1991; Klontz et al., 1988).

En las personas con enfermedades crénicas o
inmunocomprometidas es mucho mas comulUn que se
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produzca septicemia primaria (97%) que infecciones de
heridas (68%). En general, la enfermedad de higado es el
factor de riesgo mas comun entre las personas que han
contraido septicemia primaria, estando presente esta
enfermedad hasta en un 80% de los infectados. La
enfermedad hepdtica es un fuerte predictor de resultados
fatales, ya que el 80% de los que la padecen fallecen (Strom
et al., 2000). Las infecciones de heridas se producen con mas
frecuencia en personas que tienen otro factor coadyuvante
que no sea enfermedad hepatica.

3.5.4. Sintomas clinicos y tratamiento

Los sintomas y la severidad de la enfermedad en personas
infectadas por Vibrio vulnificus depende del tipo de infeccién
(Klontz et al., 1988). En general, la tasa de mortalidad suele
estar entre el 30-48% (Shapiro et al., 1998; Klontz et al.,
1988), sin embargo, esta tasa varia dependiendo del tipo de
infeccion y los factores del hospedador.

Los pacientes con septicemia primaria por lo general
presentan inicialmente fiebre y escalofrios, a menudo
acompanados de vémitos, diarrea y dolor abdominal, asi
como dolor en las extremidades. Después de las primeras 24
horas de la aparicién de la enfermedad pueden aparecer
lesiones cutaneas como celulitis, ampollas y equimosis. El
60% de los pacientes sufren un choque séptico con una
presion arterial sistélica inferior a 90 mm Hg y a los siete dias
mas del 50% de los infectados presentan alteracién mental.
En casi todos los casos de septicemia primaria se ha podido
aislar el patégeno de la sangre, y algunas veces de
infecciones cutaneas. A menudo, estas lesiones cutaneas se
necrosan (fascitis necrosante) y requieren el desbridamiento
quirdrgico o la amputacion. La septicemia primaria es mortal
en el 60-75% de los casos (Klontz et al., 1998).
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Los sintomas que sufren los pacientes con infecciones en
heridas provocadas por V. vulnificus son similares a los
sintomas de la septicemia primaria, pero difieren en el
momento en el que aparecen y en la gravedad (Klontz et al.,
1998). En la mayoria de pacientes la infeccién comienza con
la inflamacion de la herida, lo que indica que el patdogeno
estd creciendo y colonizando la zona a infectar. Tras unos
dias, en la zona de alrededor de la herida puede aparecer
celulitis y necrosis similar a la que se produce en la
septicemia primaria. A menudo aparecen fiebre, escalofrios,
alteracion del estado mental e hipotensién. Raramente se
observan sintomas gastrointestinales cuando la infeccion de
V. vulnificus se produce a través de una herida. La tasa de
mortalidad de V. vulnificus cuando el patdégeno produce
infeccion a través de heridas es del 20-30%, mucho menor
que cuando produce septicemia primaria (Klontz et al., 1998).

En los casos de gastroenteritis provocadas por V. vulnificus
que requieren hospitalizacidn, los sintomas mas frecuentes
son fiebre, diarrea, calambres abdominales, nduseas y
vomitos (Klontz et al., 1998). No existe ni choque séptico ni
celulitis localizada.

El tratamiento apropiado, tanto para la septicemia como
para las infecciones de las heridas, es la administracién de
antibidticos. Es necesario comenzar la administracién
rapidamente, ya que se ha demostrado que mejora la
supervivencia del paciente, de forma que cuanto mayor es la
demora en el comienzo del tratamiento mayor es la tasa de
mortalidad (Klontz et al., 1998). La tetraciclina parece ser el
antibiético mas efectivo, combinandolo con gentamicina o
cloranfenicol (Jackson et al., 1997). La atencidn rapida es
totalmente necesaria en casos de choque séptico y pérdida
de fluidos. Cuando los sintomas son los producidos por
gastroenteritis, el tratamiento es casi idéntico al usado
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cuando se trata una infeccion por Vibrio parahaemolyticus.
Se lleva a cabo reposicién de liquidos, y en casos graves, se
trata también con antibidticos (Koenig et al., 1991).

3.6. Patogénesis

3.6.1. Factores de virulencia de Vibrio vulnificus

Ha habido muchos estudios encaminados a caracterizar los
mecanismos utilizados por V. vulnificus para causar
enfermedad. Se han llevado a cabo diferentes estudios
epidemioldgicos para tipificar los diferentes aislados clinicos
y ambientales de V. vulnificus, de los cuales se ha podido
concluir que no todas las cepas de V. vulnificus son virulentas
(Stelma et al., 1992; Tison et al., 1986).

Tras diferentes investigaciones se han acumulado pruebas
que sugieren que las infecciones son causadas por solamente
unas pocas de las cepas encontradas en el ambiente (Tacket
et al., 1984). Esto ha hecho que se lleven a cabo trabajos para
diferenciar estas cepas con capacidad patdgena (Warner et
al., 1999), usando tanto expresiéon de factores bacterianos
como caracteristicas fenotipicas. Los esfuerzos han
demostrado que no existe un solo factor que distinga las
cepas virulentas de las no virulentas (Moreno et al., 1998;
Amaro et al., 1994; Krovacek et al., 1994; Rodrigues et al.,
1992; Stelma et al., 1992; Morris et al., 1987; Tison et al.,
1986). Podemos decir asi que un conjunto de todos los
factores expresados en V. vulnificus hace que las cepas sean
mas 0 menos virulentas.

De entre los factores de virulencia de Vibrio vulnificus
conocidos podemos nombrar:
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El polisacarido capsular (CPS). Es un polisacarido acido que
estd en la superficie celular y su presencia y cantidad estdn
correlacionadas positivamente con la virulencia del
microorganismo (Wright et al., 1990; Yoshida et al., 1985). La
contribucién del CPS en la produccién del shock séptico se
cree que se establece a través de la induccion de la
inflamacién asociada a las citoquinas.

El lipopolisacarido de membrana (LPS). Este factor
bacteriano es uno de los responsables de la necrosis de
tejidos y del choque endotéxico. Es un potente mediador del
shock séptico debido a que es un pirégeno que provoca una
respuesta inflamatoria, con liberacion de TNF-a (Powell et al.,
1997; McPherson et al., 1991). La inyeccion directa de LPS en
ratas y ratones da lugar a una caida muy brusca de la presion
arterial y la muerte rapida de los animales, implicando asi su
papel en el desarrollo de los sintomas y la letalidad (Park et
al., 2007; McPherson et al., 1991).

Los pili o fimbrias. La adhesidén y la colonizacion a las
superficies tisulares son pasos importantes en la fase precoz
de la mayoria de las infecciones bacterianas. A menudo, el
proceso de conexidn inicial es mediado por los pili. La unidn
del pili a las células hospedador estd mediada por las
interacciones entre los dominios del polipéptido del pili y los
receptores especificos de la superficie de la célula
hospedador (Strom et al., 1993). Paranjpye et al. (2005, 1998)
generaron en V. vulnificus varias mutaciones en PilA, que
codifica una proteina estructural, la pilina, y en PilD, que
codifica una peptidasa. Tanto los mutantes PilA como PilD,
mostraron una pérdida de adhesidén a las células epiteliales
del hospedador a colonizar y, por tanto, una reduccion global
de la citotoxicidad.
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Las hemolisinas. Se conocen dos proteinas con actividad
hemolitica en V. vulnificus. La mas estudiada es la hemolisina
A (VvhA) que es una hemolisina extracelular termolabil de
56kDa. Esta codificada en el gen wvhA, contribuye a la
liberacion de hierro a través de su actividad hemolitica y es
responsable de la actividad citotdxica de la bacteria (Wright
etal., 1991).

La inyeccidon de la toxina purificada en ratones causa una
gran variedad de efectos patoldgicos, incluyendo grave
necrosis de tejidos. Los sintomas resultantes a la exposicidn
de la hemolisina incluyen la acumulacién de liquidos,
irregularidades intestinales, paralisis parcial y muerte (Lee et
al., 2005; Gray et al., 1987). La observacion directa de los
efectos de la hemolisina en las células del hospedador ha
revelado que la exposicion a estos téxicos aumenta la
permeabilidad vascular, la apoptosis de células endoteliales,
la induccion de o6xido nitrico sintasa, con el consiguiente
aumento de produccidn de éxido nitrico y, posiblemente, un
aumento de neutréfilos (Kang et al., 2002; Kim et al., 2002;
Kwon et al., 2001). La muerte celular se produce a través de
la formaciéon de poros en la membrana celular, y se ha
sugerido que esta actividad en dltima instancia conduce al
aumento de la permeabilidad vascular y la hipotensién
caracteristicas de la enfermedad que provoca V. vulnificus
(Kim et al., 1993). A pesar de los importantes atributos de
virulencia, la inactivacion de la hemolisina A a través de la
mutacidon de vvhA no demostré diferencias en la DL50
(Wright et al., 1991), lo que sugiere que la hemolisina A no es
la Unica responsable de la letalidad de V. vulnificus en
ratones.

La otra hemolisina de V. vulnificus es la VvpE; es una proteasa
extracelular inespecifica. La enzima purificada e inyectada ha
demostrado causar necrosis en el tejido y lesiones cutdneas.
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También produce un aumento de la permeabilidad vascular,
originando el edema caracteristico de la septicemia (Chang et
al., 2005; Miyoshi et al., 1988; Kothary et al., 1987).

4, METODOS TRADICIONALES PARA LA DETECCION E
IDENTIFICACION DE VIBRIO SPpP., VIBRIO
PARAHAEMOLYTICUS Y VIBRIO VULNIFICUS

4.1. Deteccidn por cultivo

Las especies haldfilas del género Vibrio crecen en agar
sangre, agar McConkey, caldo cerebro-corazén (BHI) y en
medio de triptosa soja, pero su comportamiento en los
medios utilizados habitualmente para el aislamiento de
patégenos entéricos es imprevisible y generalmente crecen
con dificultad.

Su aislamiento se facilita en medios selectivos que inhiben o
retardan el crecimiento de otros microorganismos. Algunos
autores emplean otros medios de cultivo para el aislamiento
y diferenciacién de V. vulnificus y V. parahaemolyticus por
separado, como el agar Celobiosa-Polimixina B-Colistina
(CPC) desarrollado por Massad y Oliver (1987) para el
aislamiento de V. vulnificus en muestras ambientales o el
agar Vibrio vulnificus (DePaola JR. A. and Kaysner. C.A., 2004),
pero el mds empleado es el agar tiosulfato-citrato-sacaros
con sales biliares (TCBS), el cual permite diferenciar las
especies que no fermentan la sacarosa, como V.
parahaemolyticus y V. vulnificus (color verde), de las que
poseen esta capacidad (color amarillo).

La utilizacién del agar TCBS puede presentar algun problema
debido a las variaciones de calidad encontradas entre los
diferentes medios comercializados y entre los lotes distintos
del mismo fabricante. Algunos de ellos pueden ser muy
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inhibidores, por lo que es importante realizar un control de
calidad de cada lote (Alvarez et al., 2008)

Respecto a los medios de enriquecimiento, el mas comun es
el agua de peptona alcalina (pH 8,5) con adiciéon de 1% de
NacCl.

La temperatura 6ptima de crecimiento es de 35-37°C,
incubado durante 18-24 horas.

4.2. Identificacion de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio
vulnificus

Los vibrios son bacterias gram negativas con forma de bacilos
cortos, rectos o curvados, con tendencia al pleomorfismo,
pudiendo observarse formas cocobacilares e incluso
cocoides. Por esta razén la forma curva no es diagnéstica, al
carecer el microorganismo de una morfologia uniforme,
particularmente si su crecimiento se ha efectuado en
condiciones subdptimas.

Un dato que puede hacer sospechar la presencia de una
bacteria haléfila es la ausencia de crecimiento en medios de
identificacion utilizados de rutina. En la practica, la
identificacion presuntiva de los vibrios haléfilos puede
efectuarse con los medios convencionales empleados para la
identificacion de los miembros de la familia
Enterobacteriaceae, previa adicion de 1% de NaCl en todos
los que carecen de sal en su composicion: Clark-Lubs (Voger-
Proskauer), reduccidon de nitratos, hidrdlisis de la gelatina,
descarboxilasas de Moeller, descarboxilacion de la arginina
mediante el método Moeller, produccion de indol vy
fermentacién de algunos azucares.
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Existen sistemas comerciales, tanto manuales miniaturizados
como semiautomaticos, que pueden emplearse para la
identificacion de las especies V. parahaemolyticus y V.
vulnificus. Sin embargo, la base de datos de algunos de estos
equipos no es iddnea para identificar dichas especies,
pudiendo inducir a errores. Otro aspecto a tener en cuenta es
el diluyente utilizado en cada unos de estos sistemas, ya que
algunos carecen de NaCl y otros lo poseen en cantidad
insuficiente. Los sistemas o equipos que incluyen una
concentracién de NaCl superior a 0,5% pero inferior a 1%
permiten el crecimiento de V. parahaemolyticus y V.
vulnificus, aunque conviene recordar que el estudio de los
caracteres bioquimicos debe realizarse en condiciones de
enriquecimiento dptimas para que las reacciones puedan ser
debidamente expresadas y evitar falsos resultados negativos.
Por tanto, ante la sospecha de un vibrio haldfilo, se debe
revisar la composicion iénica del diluyente empleado en cada
caso para incorporar cloruro sddico en aquellos que lo
necesiten.

Segln el Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology,
(Holt et al., 1994) los caracteres bioguimicos mas utiles para
establecer una clave sencilla de identificacién de las estas
especies son:

e Reaccidon de la Oxidasa. Positiva en ambos casos.
Determina la  presencia de un sistema
citocromooxidasa que activa la oxidacion del
citocromo, que es reducido por el oxigeno molecular,
gue produce agua o peroéxido de hidrégeno segun la
especie bacteriana. Esta prueba no debe realizarse
directamente de cultivos procedentes de medios que
contengan carbohidratos fermentables, porque se
pueden obtener falsos resultados negativos.
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Reduccién de nitratos. Ambas especies son positivas
para esta prueba bioquimica. Algunas bacterias
pueden wusar nitratos como aceptor final de
electrones en la respiracion y asi el nitrato puede ser
reducido a nitrito.

Prueba de la arginina dihidrolasa (ADH). Tanto para
V. parahaemolyticus como para V. vulnificus el
resultado es negativo. La prueba consiste en detectar
la presencia de arginina dihidrolasa, que es un
sistema enzimatico que actia sobre la arginina
transformandola en ornitina y amoniaco.

Arginina - Ornitina + NH3

Prueba de la lisina descarboxilasa (LDC). Los
resultados de esta prueba para ambas especies son
positivos. La prueba LDC determina la presencia de la
enzima lisina descarboxilasa, la cual capacita al
microorganismo para descarboxilar la lisina.

Lisina = Cadaverina + CO,

Prueba de la ornitina descarboxilasa (ODC). Para
ambas especies el resultado es positivo. La prueba
determina la presencia de la enzima ornitina
descarboxilasa, la cual capacita al microorganismo
para descarboxilar la ornitina.

Ornitina = Putrescina + CO,
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Hidrolisis de Gelatina (gelatinasa). Ambas especies
son gelatinasa positiva. Con esta prueba se
determina la capacidad de un microorganismo para
producir enzimas de tipo proteolitico (gelatinasas)
que licuan la gelatina.

Prueba de Voges-Proskauer (VP). El resultado para
ambas especies es negativo. En esta prueba se
determina la via de fermentacién butanodiolica. La
glucosa es fermentada produciendo compuestos
neutros como el 2,3-butanodiol y el etanol, y se
acumula acetoina en el medio.

Produccion de Indol. V. parahaemolyticus y V.
vulnificus presentan resultados positivos para esta
prueba. El indol es uno de los productos de Ia
degradacion metabdlica del aminodcido triptéfano.
Las bacterias que poseen triptofanasa son capaces de
hidrolizar y desaminar el triptéfano con produccion
de indol, acido pirdvico y amoniaco. La prueba de
indol estd basada en la formaciéon de un complejo
rojo cuando el indol reacciona con el grupo aldehido
del p-dimetilaminobenzaldehido. Este es el principio
activo del reactivo de Kovacs.

Fermentacion de azucares. Ambas especies
fermentan diferentes azucares para obtener energia.
Las dos pruebas de metabolismo de azucares que
diferencian la especie V. parahaemolyticus de V.
vulnificus son la fermentacion de salicina y celobiosa,
que dan resultados  negativos  para V.
parahaemolyticus y positivos para V. vulnificus.
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Actualmente para la mayor rapidez se usa el sistema API 20E
(Biomerieux), que permite una obtencion rapida de
resultados, presenta buena repetitividad y permite la
estandarizaciéon del proceso de identificacion (Overman et
al., 1985).

5.METODOS MOLECULARES PARA LA DETECCION E

IDENTIFICACION DE VIBRIO SPP., VIBRIO
PARAHAEMOLYTICUS Y VIBRIO VULNIFICUS

5.1. Deteccion por PCR convencional
5.1.1. Introduccién

Los métodos microbiolégicos basados en el cultivo, ademds
de requerir mas tiempo hasta obtener el resultado final, con
frecuencia pueden originar identificaciones erréneas o
incluso indeterminaciones, sin llegar a identificar especies
que comparten un gran numero de caracteres. Ademas, la
identificacion basada en pruebas bioquimicas es un método
laborioso que lleva implicito problemas de reproducibilidad y
ambigliedad, y en general presenta un bajo poder de
discriminacién a nivel de especie.

Gracias a los avances en la tecnologia de ADN recombinante,
los métodos basados en el andlisis de acidos nucleicos han
revolucionado el campo del diagndstico microbiano.
Actualmente, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
constituye una de las técnicas de mayor utilidad para la
deteccion e identificacion de microorganismos como
alternativa a los métodos tradicionales, debido a la elevada
discriminacién, precision y reproducibilidad, asi como a la
rapidez y sencillez en la realizacién de dicha técnica.
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Kleppe et al. describieron por primera vez en 1971 los
principios de la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR).
No obstante, hasta 1985 no fueron publicados los primeros
datos experimentales por Saiki et al. (1985, 1988), aunque el
descubrimiento de la PCR fue atribuido a Kary B. Mullis,
investigador del mismo grupo, el cual fue galardonado con el
Premio Nobel de Quimica en 1993 (Persing, D. H., 1991).

5.1.2. Aspectos metodoldgicos: Fundamentos y fases de
la PCR

El fundamento de la PCR es la amplificacion in vitro de ADN
mediante una ADN polimerasa termoestable y un par de
oligonucledtidos que delimitan el fragmento a amplificar.
Este método enzimatico permite copiar de forma
exponencial un fragmento concreto de un genoma,
pudiéndose obtener millones de copias de él. Este proceso se
lleva a cabo ciclicamente.

En el primer paso, desnaturalizacién, la doble hélice de ADN
se separa en dos hebras. Para ello, se realiza una incubacién
de la muestra a altas temperaturas (93-97°C). En Ia
alineacion, que es la segunda etapa, los cebadores se unen a
las zonas 3’ complementarias que flanquean el fragmento
qgue se desea amplificar. En el tercer paso, elongacion, se
produce la sintesis de una cadena sencilla en la direccién
5’ 3" mediante la enzima ADN polimerasa, la cual incorpora
los desoxinucledtidos fosfato presentes en el medio
siguiendo la cadena molde y produciéndose asi un fragmento
de doble cadena por complementariedad.

Una vez completado el primer ciclo, se dispone de 2 copias
de la muestra original, al final del segundo ciclo se tienen 4,
al final del tercero 8... (Figura 1). Si los ciclos se producen un
numero “n” de veces y suponiendo que el nimero de copias
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de ADN se duplica en cada ciclo, se obtiene una cantidad de
ADN de 2", por lo que la amplificacidn se realiza en forma de
progresion geométrica.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
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Figura 1. Fases de la PCR

Debido a la sencillez de la técnica, su uso en los laboratorios
clinicos ha supuesto una revolucidon en el concepto de la
deteccion microbioldgica. Problemas tales como la dificultad
de deteccion de determinados virus y la imposibilidad de
aislamiento de algunos microorganismos por su dificultad o
incapacidad para desarrollarse in vitro, pueden obviarse
mediante la PCR, lo que ha hecho que esta técnica suponga
una alternativa a veces obligada para su uso en
microbiologia. Ademas, la versatilidad de esta técnica ha
permitido su aplicacién a otros campos de interés econdmico
como es el caso de la medicina forense, identificacidon
genética o control de calidad de las industrias (Blackstone et
al., 2003; Mead et al., 1999; Sun et al., 1995).
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La técnica de la PCR suele aplicarse para la identificacion de
microorganismos a partir de ADN purificado, asi como para la
deteccion directa desde el homogeneizado de la muestra
(clinica, ambiental, alimento...), ya que no precisa del
aislamiento previo del microorganismo y por tanto puede
aplicarse a poblaciones mixtas.

Uno de los inconvenientes de la técnica de la PCR clasica es
que no discrimina entre células vivas y muertas, incluso
puede amplificar restos de ADN procedentes de células
inactivadas (Josephson et al., 1993). En cuanto a la
metodologia, las principales dificultades incluyen hacer
accesibles los acidos nucleicos y eliminar los inhibidores de la
reaccién de PCR en un rango amplio de matrices complejas
(Wilson, 1. G., 1997). En este sentido las especies del género
Vibrio presentan el inconveniente adicional de poder
encontrarse en el alimento y en el medio ambiente en forma
de células viables no cultivable con paredes celulares mas
inaccesibles, lo que dificulta la extraccién de ADN para su
analisis (Strom et al., 2000; Colwell et al., 1995).

Un aspecto importante para que la PCR se lleve a cabo en
condiciones o6ptimas es el disefio de los iniciadores o
cebadores. Son oligonucledtidos o moléculas de ADN
monocatenario de entre 15 y 30 nucleétidos que la enzima
ADN polimerasa termoestable emplea para comenzar a
polimerizar, de forma que el punto de inicio de la sintesis de
nuevas moléculas de ADN lo establece la posicion del
iniciador. Es condicién indispensable que los cebadores sean
especificos del ADN que se vaya a amplificar. Para ello, es
habitual recurrir a la informacidon recopilada por otros
investigadores y almacenada en las bases de datos.

La PCR se ha empleado en gran cantidad de estudios para
detectar e identificar diferentes especies de género Vibrio en
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diferentes tipo de muestras (Panicker et al., 2005; De Paola
et al., 1994; Taniguchi et al., 1985). También se ha empleado
para evaluar el patron de distribucién de las distintas
especies del género Vibrio (Canigral et al., 2009; Thompson et
al., 2004; Panicker et al., 2004; Baffone et al., 2001) en
diferentes zonas ambientales y matrices alimentarias.

5.1.3. Moadificaciones de la técnica PCR

Se han realizado multitud de modificaciones sobre la técnica
basica que pretenden aumentar el potencial de la PCR, como
es el caso de la PCR multiple, que permite detectar varias
especies o varios genes de una misma especie en una misma
muestra y reaccion (Linch et al., 2004, Panicker et al., 2004;
Bej et al., 1999), con el consiguiente ahorro de tiempo,
reactivos y volumen de muestra. Sin embargo, la
combinacion de mas de un par de iniciadores en la reaccién
presenta algunos inconvenientes: la especificidad puede
verse reducida debido a la competencia de los iniciadores.
Esto puede reducir la disponibilidad de los reactivos, y por
tanto hacer que la sensibilidad de la amplificacion también
disminuya.

La PCR multiple ha permitido la identificacion y la deteccidn
simultdnea de factores de virulencia tales como la subunidad
A de la toxina colérica (ctxA) de Vibrio cholerae, las
hemolisinas tlh y tdh de Vibrio parahaemolyticus vy
hemolisina A de Vibrio vulnificus en alimentos de origen
marino (Espifieira et al., 2010).

Otra modificacidn de la técnica se conoce como PCR anidada
(nested PCR): en ella se realiza una doble amplificacién con
dos parejas de iniciadores, en donde la segunda pareja de
cebadores reconoce y amplifica un fragmento interno del
primer amplificado. Esta modificacién aumenta |Ia
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sensibilidad y la especificidad de la PCR, siendo muy util en la
deteccion de muestras en la que los microorganismos se
encuentran en poca cantidad, como las muestras
ambientales. Sin embargo, su uso presenta un elevado riesgo
de contaminacidn, al ser necesario pasar muestra del
producto de la primera amplificacion a nuevos viales con la
mezcla de reaccién para la segunda amplificacidon. En este
caso, es necesario la realizacién de multiples controles para
desechar la posibilidad de aparicion de falsos positivos
debido a la contaminacién con ADN. Esta técnica se ha
empleado para la deteccidn de Vibrio vulnificus en muestras
clinicas (Lee et al., 1998) y en pescado, sedimentos y agua
(Arias et al., 1995).

En ocasiones se emplea una variante de esta técnica
denominada PCR semi-anidada, cuya diferencia basica con la
anterior citada es que sdélo emplea tres iniciadores
diferentes, utilizdndose uno de ellos en las dos
amplificaciones.

En la tecnologia PCR se estdn produciendo continuos
avances. El objetivo es conseguir que la técnica llegue a ser
automatizada en todas sus fases y que sea altamente
especifica y sensible a la vez.
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5.2. PCR cuantitativa a tiempo real para la deteccion,
identificacion y cuantificacion de Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio vulnificus

5.2.1. PCR cuantitativa a tiempo real (Q-PCR):
fundamentos y tipos

En la PCR a tiempo real la amplificacion y el andlisis ocurren
al mismo tiempo. Es una herramienta poderosa, simple y
rapida y estda destinada a sustituir a muchas técnicas
tradicionales en los laboratorios de microbiologia.

Antes de la introduccién de técnicas a tiempo real era comun
tomar datos periédicamente durante la PCR para la
cuantificacion. Tras tomar alicuotas en diferentes ciclos, los
productos se separaban mediante electroforesis en geles de
agarosa y se cuantificaba la cantidad de radioactividad
incorporada. Hoy en dia, la fluorescencia es el indicador
elegido para la PCR cuantitativa.

Esta técnica detecta la seiial de fluorescencia emitida tras la
excitacion del o los fluordforos utilizados, con la
correspondiente longitud de onda, ciclo por ciclo, durante el
proceso de amplificacién, siendo esta sefial proporcional al
numero de copias generado en cada ciclo (Figura 2). De esta
forma, estableciendo el nivel umbral sobre la sefial de
fluorescencia basal, es posible determinar el ciclo en el cual
se inicia la fase exponencial de la amplificacion del ADN (ciclo
umbral, Cr “threshold cycle”), el cual resacionado
directamente con la cantidad de ADN diana inicial y es el
parametro utilizado en la cuantificacién (Higuchi et al., 1993;
Heid et al., 1996; Nazarenko et al., 1997).
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Figura 2. Representacion grafica del aumento de la fluorescencia (ARn)
con respecto al nimero de ciclos de la PCR y determinaciéon del valor de
Crt para las muestras Ay B.

Esta técnica puede emplearse para dos tipos de deteccion. En
la deteccion cualitativa, los ciclos de temperatura se
emplean para amplificar las moléculas diana, de forma que
puedan ser facilmente detectadas. La fluorescencia de las
sondas unidas al ADN se monitoriza en cada ciclo de PCR. Las
reacciones son reconocidas como positivas por algoritmos
que analizan los cambios de fluorescencia en cada ciclo. En la
deteccion cuantitativa, La construccion de una curva
estdndar o recta patrén a partir de concentraciones
conocidas de ADN diana permite la cuantificacién de la
muestra problema mediante la interpolacién de los valores
obtenidos. Ademas, la PCR a tiempo real también permite el
analisis. Las curvas de fusion identifican productos de PCR y
variaciones en la secuencia por sus temperaturas de fusién.

La tasa de crecimiento del producto de amplificacion es

conocida como eficiencia de la PCR. La eficiencia depende
basicamente de los cebadores y de las condiciones de
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temperatura de la reaccién y se define como el nimero de
copias en el ciclo n+1 dividido por el nimero de copias en el
ciclo n. Una reaccidn con eficiencia del 100% (equivaldria a 2)
duplicaria el ADN cada ciclo de amplificacién. La eficiencia de
una reaccién de amplificacién se aproxima a 2 durante la fase
exponencial de la mayoria de las reacciones bien
optimizadas.

La amplificacion y la deteccion de fluorescencia se
desarrollan en un mismo tubo. Este no se abre nunca durante
el proceso, y el uso de dUTP y Uracil DNA glycosilado impide
todo riesgo de contaminacion. Ademas, dada la deteccion
fluorimétrica de los amplificados, no se requiere
electroforesis y evita los problemas de contaminaciones
derivados de la apertura de los tubos (Wilhelm y Pingoud,
2003; McKillip y Drake, 2004). Asi pues, la PCR a tiempo real
puede integrar la deteccidn, cuantificacion y el analisis de
microorganismos en un solo ensayo de forma rdpida y eficaz.

El instrumento empleado para realizar los analisis de PCR a
tiempo real es el termociclador a tiempo real, que consiste
en una cabina de enfriamiento, una camara de calor, un
fluorimetro, rotores, mandos electrénicos y fuente de
energia (Figura 3). Estos elementos estan montados sobre
una base de aluminio que garantiza la estabilidad.
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Figura 3. Elementos del termociclador a tiempo real

Los datos de las medidas de fluorescencia se transmiten
desde y al ordenador a través de una interfaz de serie. Los
usuarios introducen los datos, las muestras y el protocolo
experimental en el ordenador y éste transmite los datos al
termociclador. El ordenador también monitoriza las
temperaturas y las sefiales de fluorescencia durante la PCR.

Existen diversos tipos de termocicladores en el mercado.
Existen termocicladores que usan tubos capilares de cristal
como soporte en el cual se produce la reaccidon y otros
termocicladores usan pocillos de plastico. En los
termocicladores que poseen capilares, la reaccion tiene una
o6ptima superficie de volumen que garantiza un rapido
equilibrio entre el aire y los componentes de la reaccién,
ademas el cierre individual de cada capilar con un tapén
minimiza el riesgo de contaminacién. Por otro lado los
pocillos de plastico tienen paredes suaves, finas y uniformes
qgue también garantizan una transferencia de calor precisa y
estan insertados en placas que son delgadas, flexibles y
faciles de cortar y manipular con menor riesgo de ruptura.
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Uno de los mas extendidos, y el que se ha empleado en estos
estudios, es el LightCycler® de Roche (Figura 4). Este
instrumento, que utiliza tubos capilares para la reaccién de
PCR, emplea para la deteccion un fluorimetro de tres canales.
Un diodo azul (LED) con una emisién maxima de 470 nm sirve
como fuente de energia para la excitacidn de las muestras. La
fluorescencia se detecta a 530 nm, 640 nm y 710 nm con la
ayuda de fotohibridos. Estos tres canales de deteccién
permiten el marcaje de las muestras con varios
fluorocromos, lo que posibilita el trabajo con PCR multiple y
la deteccion de 2 o incluso mas mutaciones
simultdneamente. Los nuevos termocicladores para PCR a
tiempo real poseen 6 canales de deteccion, permitiendo asi
el andlisis a varias longitudes de onda de emisién (530, 555,
610, 640, 670 y 705 nm), lo que posibilita la medida de
emisiones de cuatro fluorocromos distintos.

El sistema permite el empleo de distintos protocolos para la
incorporacion y deteccién de la fluorescencia (www.Roche-
mb.com). La deteccién de fluorescencia puede realizarse
mediante sistemas inespecificos o especificos de secuencia
(Lee et al., 2004).

Figura 4. LightCycler® de Roche
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5.2.2. Sistemas inespecificos: Agentes intercalantes

Se basa en el uso de agentes intercalantes de ADN, que son
fluorocromos que aumentan notablemente la emisidon de
fluorescencia cuando se unen a ADN de doble hélice. El
incremento de ADN en cada ciclo de la PCR se refleja en un
aumento proporcional de la fluorescencia emitida. Entre ellos
se encuentran los fluorocromos como el bromuro de etidio
(Higuchi et al., 1993 Le Pecq y Paoletti, 1996; Wittwer et al.,
1997), el YOPRO® y YoYo® (Ogura et al., 1994; Ishiguro et al.,
1995), el SYBR® Green | y el SYBR Green Gold. Recientemente
se ha descrito otra molécula intercalante, BEBO, de
caracteristicas similares al SYBR® Green | (Bengtsson et al.,
2003).

Uno de los mas usados, y que ha sido utilizado en este
trabajo, es el SYBR Green | (Figura 5) por su facilidad de
utilizacion y disponibilidad comercial. La excitacién de la
molécula se produce con luz azul a una longitud de onda de
480 nm vy el espectro de emision es comparable al de la
fluoresceina, con un maximo de 520 nm. La fluorescencia del
colorante unido al ADN es 1000 veces superior que cuando
estd libre y por tanto es muy adecuado para la
monitorizacion de la acumulacién de amplificado durante la
PCR (Wittwer et al., 1997, Morrison et al., 1998). Esta
modalidad permite ademads, comprobar que el producto de
amplificacion es el esperado: Cada fragmento de
amplificacion tiene una temperatura de fusion (Tm)
caracteristica, que es aquella temperatura a la cual el 50% del
ADN amplificado se han desnaturalizado o liberado de la
doble cadena, es decir, temperatura a la cual la mitad del
ADN amplificado esta en forma de cadena simple y la otra
mitad en doble cadena. Esta temperatura depende sobre
todo de la longitud y de la composicion de las bases
(contenido en G + C) del fragmento de amplificacion. La Tm

47



Introduccion

48

sera la misma para todos los productos de PCR obtenidos con
un determinado par de iniciadores, y es caracteristica de
cada amplicdn, independientemente de las condiciones de la
PCR.

Por tanto, de la medida de la Tm durante la PCR se obtiene
una curva de fusidon que permite comprobar, aunque no
siempre con absoluta garantia, la especificidad de los
fragmentos detectados en la PCR (Ririe et al., 1997), asi como
comprobar la ausencia de productos de amplificacién de PCR
inespecificos que podrian inferir en la cuantificacién
(Simpson et al., 2000).

FLUORESCENCIA

SYBRGreen | libre
(no fluorescencia)

ADN doble cadena

Desnaturalizacion

N
SYBRGreen | libre

/ TITTTTTITI T =— (oo fuorescencia)
\W /

Amplificacién PCR
(alineacién y extension)

Producto PCR
(ADN doble cadena)

FLUORESCENCIA FLUORESCENCIA

Figura 5. Mecanismo del agente intercalante SYBR Green |
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5.2.3. Sistemas especificos: Sondas de hibridacion

En los sistemas especificos de secuencia se utilizan sondas
marcadas con fluoréforos, cuya diana se encuentra en el
producto de amplificacién, constituyendo un elemento mas
para conseguir la especificidad deseada. El proceso se basa
en la transferencia de energia fluorescente entre las
moléculas. El método utiliza fluoréforos que actian como
donadores o aceptores de fotones y estan unidos a una o
varias sondas. Otras estrategias incluyen el marcaje de
cebadores o del propio amplificado.

Las sondas de hibridacion especificas mas utilizadas son las
sondas de hidrdlisis, denominadas también sondas TagMan,
las sondas tipo “molecular beacons” y las sondas FRET.

a. Sondas de  hidrdlisis o sondas TaqgMan. Son
oligonucleétidos marcados con un fluorocromo donador
en el extremo 57, que emite fluorescencia al ser excitado
y un aceptor en el extremo 3°, que absorbe Ia
fluorescencia liberada por el donador. Para que esto
ocurra, las moléculas donadora y aceptora deben estar
espacialmente préoximas. Ademas, el espectro de emision
de la primera se ha de solapar con el espectro de
absorcién de la segunda. Existen diferentes fluorocromos
que se emplean para el marcaje de las sondas, con
caracteristicas diferentes y espectros de excitaciéon vy
emision determinados. Mientras la sonda estd intacta, la
fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el
aceptor. Sin embargo, durante la amplificacién de ADN
diana, la sonda se  hibrida con su cadena
complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena,
en su accion de sintesis, la ADN polimerasa de Thermus
aquaticus, que tiene actividad 5 exonucleasa, hidroliza el
extremo libre 5" de la sonda, produciéndose la liberacién
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del fluorocromo donador. Como donador y aceptor estdn
ahora espacialmente alejados, la fluorescencia emitida
por el primero es captada por el lector (Figura 6).

Una variacion de las sonda TagMan son las sondas
TagMan-Locked Nucleic Acids™ (TagMan-LNA™) (Exigon
A/S, Danish Biotech Company, Vedbaek, Denmark). Estas
ultimas son sondas TagMan convencionales pero con
modificaciones en el anillo de ribosa. Estas restricciones
conformacionales dotan a la molécula de una rigidez
estructural que se traduce en las siguientes peculiares
caracteristicas:
e Mayor capacidad de hibridacion con la molécula
diana
e Mayor especificidad y sensibilidad
¢ Sefial de fluorescencia mas potente
e Menos capacidad de dimerizaciéon (Exiqon Life
Sciences, Denmark)
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Figura 6. Mecanismo de las sondas de hidrdlisis o sondas TagMan

b. Molecular beacons. Son sondas parecidas a las
anteriores. Tienen una molécula donadora en el extremo
5" y una aceptora en el extremo 3° pero, ademas,
presentan una estructura secundaria en forma de asa, en
la que reside la secuencia de unidn especifica con el ADN
diana. Los extremos permanecen plegados cuando la
sonda no esta hibridada, lo que conlleva que donador y
aceptor estén muy cerca uno de otro. En esta
conformacion la fluorescencia emitida por el donador es
absorbida por el aceptor y no es captada por el lector del
equipo. Sin embargo, al hibridar con el ADN diana la
sonda se abre, alejandose donador y aceptor, pudiendo
ser detectada la fluorescencia emitida por el primero
(Figura 7).
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Figura 7. Molecular beacons

c. Sondas FRET. El sistema se compone de dos sondas que
se unen a secuencias adyacentes del ADN diana. Una de
las sondas lleva un donador en el extremo 3" y la otra un
aceptor en el extremo 5°. Cuando las sondas estdn
hibridadas, los dos fluorocromos estan préximos. Al ser
excitado, el donador transfiere su energia al aceptor que,
a su vez, emite la fluorescencia que detecta el lector del

equipo (Figura 8).
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Figura 8. Sondas FRET

En todos estos sistemas, el incremento de ADN en cada ciclo
se corresponde con un aumento de hibridacién de las sondas,
lo que conlleva un aumento en la misma proporcidon de
fluorescencia emitida. El empleo de sondas garantiza la
especificidad de la deteccibn y permite detectar
polimorfismos o mutaciones puntuales, pero su coste es mas
elevado que el SYBR Green | y la optimizacion de las
condiciones de la reaccién resulta mas dificil (Costa J., 2004).
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5.2.4. Anadlisis cuantitativo

Para realizar el analisis cuantitativo del ADN presente en las
muestras es necesario definir una recta patrén. Para ello, se
emplean valores de fluorescencia comparables obtenidos con
diferentes concentraciones de ADN conocidas, determinando
los llamados puntos de corte (crossing points). Estos puntos
de corte representan los niumeros de ciclos a partir de los
cuales los niveles de fluorescencia de las muestras son
mayores a la fluorescencia de fondo y se les puede asignar un
valor. Este numero de ciclos especifico (y por consiguiente el
punto de corte) es dependiente de la cantidad inicial del ADN
diana en la muestra: Con cantidades mayores de material
inicial serdan necesarios menos ciclos para alcanzar el valor
especifico de fluorescencia.

Existen dos métodos para realizar el andlisis de cuantificacion
con el software del LightCycler, el método “Fit Points” y el
método “Second Derivative Maximum”. Ambos métodos
estan referidos a la fase logaritmica, ya que sdélo esta fase
permite asumir que las reacciones de PCR de todas las
muestras ocurren bajo condiciones comparables. Ambos
métodos son apropiados para la cuantificacién, aunque
emplean algoritmos ligeramente diferentes para el calculo de
los puntos de corte.
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Método “Fit Points”

En este método el calculo de los datos estd influenciado por
el usuario, ya que se requiere el ajuste manual de diferentes
pardmetros: linea de base, banda de ruido, linea de corte y
puntos de ajuste (fit points). Con este método se permite la
optimizacion de curvas dificiles. Se aplicaria cuando se desea
la influencia del usuario en el cdlculo de las curvas patrén, y
sobre todo, cuando se emplean pocos patrones o éstos son
irregulares.

Método “Second Derivative Maximum”

El método “Second Derivative Maximum” permite un cdlculo
automatico, sin la influencia del usuario. No hay influencia
del ruido de fondo, es mas rapido y presenta una gran
reproducibilidad.

Con este método, el operador indica qué muestras van a
emplearse como patrones, y sus concentraciones respectivas.
El programa automaticamente muestra la curva estandar
(Figura 4), junto con la eficiencia de la reaccién y el error
cometido en su calculo.

Standard Curve

n
.513- \
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144 -

l 2 3 4 5
Log Concentration

Figura 9. Curva patron obtenida con el método “Second Derivative
Maximum”
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En la curva patrdn, la concentracion de las muestras patron
se enfrenta con los puntos de corte de las muestras. El eje X
representa el logaritmo de la concentracion inicial de
células/ADN, mientras que el eje Y representa el punto de
corte para cada concentraciéon, medido en ciclos. Cuando
mayor es el punto de corte, menor es la concentracion inicial
de células/ADN.

La inclinacién de la curva indica la rapidez con la que la
concentracién de células/ADN aumenta con los ciclos de
amplificacion, es decir la eficiencia de la PCR. Una reaccion de
amplificacion perfecta produciria una curva patrén con una
eficiencia de “2”, ya que la cantidad de ADN se duplicaria en
cada ciclo de amplificacion. Realmente, las reacciones suelen
tener una eficiencia menor ya que existen muchos factores
que la afectan, como la concentracién de reactivos, presencia
de inhibidores, disefio de los iniciadores, contenido en G+C vy
tamafio del amplicén, ya que amplicones de menor tamafo
tienen una eficiencia mayor (Eckert y Kunkel, 1991).

5.2.5. Aplicacion de la Q-PCR en alimentos y agua

La necesidad creciente de asegurar la calidad y seguridad en
la industria alimentaria ha supuesto la aceptacién vy
aplicacién de una variedad de métodos basados en 4acidos
nucleicos para la deteccién y cuantificacién rapida y sensible
de las bacterias patdgenas asociadas a los alimentos.
Técnicas como la PCR a tiempo real han acelerado el proceso
de detecciébn de patégenos y en algunos casos ha
reemplazado a los métodos tradicionales para el recuento de
bacterias en los alimentos.

Numerosos grupos de investigacion han llevado a cabo sus
trabajos mediante el uso de esta técnica. Liming y Bhagwat
en 2004 la utilizaron para detectar Salmonella spp. en frutas
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y vegetales. Campilobacter jejuni también ha sido detectado
y cuantificado en diferentes tipos de muestras alimentarias,
como aves de corral, leche y agua (Yang et al., 2003).
También ha servido para detectar resistencias a antibidticos y
mutaciones de determinados genes en C. jejuni (Dionisi et al.,
2004). Clostridium botulinum ha sido detectado vy
cuantificado en salchichas y maiz enlatado (Yoon et al.,
2005). Trabajos de cuantificacion mediante PCR a tiempo
real también han sido llevados a cabo para la deteccidn y
cuantificacidn de distintas especies del género Vibrio. Vibrio
parahaemolyticus ha sido detectado y cuantificado usando
sondas TagMan en ostras, langosta, almejas y diferentes
especies de pescados (Cai et al., 2006) y Vibrio vulnificus en
pescado y en agua del Golfo de Méjico usando SYBR Green |
(Panicker et al., 2004).

5.3. Deteccion mediante hibridacion in situ con sondas
fluorescentes (FISH)

5.3.1. Introduccidn

La hibridacién in situ esta basada en la capacidad que poseen
los acidos nucleicos para hibridar entre si cuando sus
secuencias son complementarias. Su utilidad reside en la
capacidad de poder demostrar mediante la utilizacién de una
sonda marcada la presencia de determinada secuencia de
ADN o ARN complementaria en la muestra a estudiar.

Esta técnica permite examinar las secuencias de &cidos
nucleicos dentro de las células, sin alterar su morfologia o la
integridad de sus compartimentos. Desde su introduccion, la
técnica ha sido modificada y adaptada para el estudio de
evolucién cromosdémica y estudios ecolégicos y taxondmicos
de una gran variedad de especies (Amann et al., 1990; Fuchs
et al., 2001).
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5.3.2. Aspectos metodoldgicos

La técnica FISH detecta secuencias de dacidos nucleicos
mediante una sonda marcada por fluorescencia, que hibrida
especificamente con la secuencia complementaria sin dafar
la célula. Se emplea como blanco una regién del ARN
ribosdmico 16S o 23S por su estabilidad genética, su
estructura, en la que coexisten regiones conservadas con
regiones variables y su alto nimero de copias (Woese C. R,,
1987), lo que permite una amplificacion de la sefial
facilmente detectable.

Esta técnica se ha convertido en una herramienta potente,
rapida y sensible para la deteccién e identificacion de
microorganismos en diferentes ambientes microbianos
(Amann et al., 1995). Presenta ventajas sobre otros métodos,
como la PCR o la deteccién con anticuerpos, ya que no
requiere un cultivo previo ni existen sustancias inhibidoras
que dificulten la hibridacion. Ademas, FISH combina la
precisidon de la genética molecular con la informacién visual
de Ila microscopia, permitiendo la Vvisualizacién e
identificacion de células microbianas individuales dentro de
su microambiente natural o del tejido enfermo.

Como consecuencia de mejoras continuas, la técnica FISH es
hoy en dia una herramienta muy util para llevar a cabo
estudios microbioldgicos. A través del uso de sondas género-
especificas y especie-especificas es posible identificar
diferentes microorganismos en las complejas comunidades
microbianas, dando asi un sélido apoyo a la comprension de
la interaccién entre especies. El uso generalizado de FISH
permite el estudio de la contribucién de cada especie en el
medio ambiente, conocer la distribucién espacial de las
poblaciones microbianas y tener mds informacién del
funcionamiento de las comunidades bacterianas multi-
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especie (Fuchs et al, 2001). El conocimiento de la
composicion y distribucidn de los microorganismos en
habitats naturales puede ser interesante por razones
ecolégicas en ecologia ambiental, y para la seguridad vy
mejora tecnoldgica en microbiologia de los alimentos.

La mayor limitacién del método es su sensibilidad, en funcién
de la propia sonda y de la matriz donde se esté hibridando. El
método utilizado para el crecimiento bacteriano, los métodos
de fijacion de la bacteria y los agentes utilizados para
embeber la muestra antes de visualizarla parece que ejercen
una importante influencia en la intensidad de la sefial (Fuchs
et al., 2001).

La parte mas critica de esta técnica es el disefio de las
sondas, que deben ser suficientemente especificas para
unirse Unicamente a la bacteria que se desea detectar. Segln
la molécula de ARNr que vayamos a estudiar (16S o 23S), hay
que tener en cuenta la zona a la que se quiere acceder con la
sonda, ya que existen zonas mads accesibles que otras debido
a la conformacidn de la molécula de ARN. El tamafio de las
sondas oscila entre 15 y 30 pares de bases y las mds cortas
son las que presentan una mayor accesibilidad, aunque
pueden llevar menos marcadores (Fuchs et al., 2001).

5.3.3. Marcaje de sondas

Existen diferentes métodos de marcaje de sondas. El marcaje
fluorescente directo es el mas usado, ya que es rapido,
barato y facil, y no requiere ningln paso posterior de
deteccion tras la hibridacién. Una o mds moléculas de
colorante fluorescente se unen al oligonucledtido, bien
guimicamente durante la sintesis a través de un aminoenlace
en el extremo 5" terminal de la sonda, o enzimaticamente,
utilizando una transferasa terminal que une los nucledtidos
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marcados fluorescentemente al extremo 3° terminal (Fuchs
etal., 2001).

5.3.4. Especificidad de las sondas

Para asegurar la especificidad de las sondas, los dos
pardmetros determinantes van a ser la temperatura y la
concentracion de formamida en la solucién o tampén de
hibridacion. En la mayoria de protocolos la temperatura de
hibridacidon se mantiene constante y es la concentracién de
formamida lo que va a dar lugar a unas condiciones mas o
menos astringentes. La formamida hace que disminuya la
temperatura de unidn de las sondas mediante el
debilitamiento de los puentes de hidrégeno, permitiendo asi
temperaturas mas bajas con condiciones mas especificas
(Moter y Gober, 2000).

5.3.5. Investigaciones actuales

Esta técnica es un método relativamente rdpido para evaluar
la presencia y la actividad de patdégenos y otros
microorganismos directamente en la muestra estudiada
(alimentos, residuos de alimentos, aguas residuales y aguas
superficiales). Actualmente son numerosos los trabajos en los
que se compara la deteccién mediante la técnica FISH de
especies del género Vibrio con técnicas tradicionales en
muestras ambientales y clinicas.

En 1999, Giuliano et al. diferenciaron qué representantes del
género Vibrio estaban presentes en superficie y cudles en la
profundidad del mar usando esta técnica de hibridacién in
situ. Moreno et al. (1999) usaron sondas de hibridacion para
detectar Vibrio spp. en muestras de agua y limo del habitat
de anguilas. También se han usado sondas especificas para
llevar a cabo trabajos de filogenia e identificacidon de vibrios
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patégenos (Aznar et al., 1994). Otro grupo de investigacion
ha llevado a cabo estudios para diferenciar las poblaciones
de Vibrio spp. presentes en agua durante las distintas
estaciones del afio mediante hibridacion in situ (Thompson et
al., 2004). En 2009, Sawabe et al. desarrollaron un método
basado en la hibridacion in situ usando diferentes sondas
para realizar un recuento rapido de células viables de Vibrio
parahaemolyticus.

6. VALIDACION DE METODOS MOLECULARES

Los laboratorios de diagndstico microbioldgico, tanto clinicos
como agroalimentarios y medioambientales, requieren
metodologias eficaces en los continuos controles analiticos
que realizan. Ademads, la predisposicion de ciertos
microorganismos a causar brotes epidémicos, unida a la
continua emergencia de patdgenos, obliga a los laboratorios
a estar preparados para ofrecer respuestas analiticas rapidas
y eficaces (Tomas et al., 2007).

Actualmente, los métodos de aislamiento por cultivo son
considerados el “gold-standard” o método de referencia para
la mayoria de patégenos (Bohaychuk et al., 2005). Sin
embargo, a pesar de sus ventajas, éstos presentan
inconvenientes y limitaciones tales como elevado tiempo de
obtencién de resultados, metodologia heterogénea vy
sensibilidad y especificidad bajas. En los Ultimos afios, debido
estas limitaciones, el uso de la PCR en el campo del
diagndstico molecular se ha incrementado hasta el punto que
se acepta como método estandar para la deteccion de acidos
nucleicos a partir de gran variedad de tipos de muestras y
microorganismos (Mackay, 2004). Debido a las grandes
ventajas de estos métodos, la necesidad de incorporarlos en
los laboratorios ha crecido espectacularmente y han surgido
multitud de dificultades. Una de las causas que ha
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perjudicado la extension de los métodos moleculares entre
los laboratorios diagndsticos es la falta de legislacion que
reconozcan métodos de PCR como métodos oficiales, pese al
reconocimiento generalizado de que se tratan de métodos
extremadamente potentes. Esto puede ser debido a que los
métodos diagndsticos por PCR se han venido empleando
como herramientas cientificas mas que como técnicas
analiticas, por lo que existe una carencia de métodos de PCR
normalizados (Malorny et al., 2003).

En estos momentos, los laboratorios pueden acreditar, en
base a la norma ISO 17025, métodos normalizados, métodos
no normalizados y métodos desarrollados por los propios
laboratorios o por terceros pero, en cualquier caso, deberdn
emplear métodos validados.

La validacion es el proceso donde se evalla si un método
analitico es aceptable para un propésito definido. Consiste en
evaluar las caracteristicas del procedimiento, y comprobar
que dichas caracteristicas cumplen una serie de requisitos
preestablecidos: Se debe tratar de una metodologia de facil
aplicacién, un tiempo de realizacion optimizado al minimo,
una interpretacion clara y objetiva de los resultados, y
disponer de controles internos de reaccion para verificar la
calidad de la reaccién y prevenir la aparicion de falsos
negativos, con el fin de proporcionar credibilidad y confianza
de la informacidon generada y asegurar que las técnicas
analiticas utilizadas sean adecuadas, seguras, reproducibles y
fidedignas (Tomas et al., 2007).

La validacion es un paso importante en el proceso de
normalizacién de un método, ya que proporciona evidencia
de que el nuevo método da resultados, al menos tan buenos
como el método de referencia en uso actualmente, y

7

acordes con él. También permite confirmar Ia
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reproducibilidad y especificidad del método cuando se utiliza
por otros laboratorios (Malorny et al. 2003).

Seguln la norma I1SO 16140:2003, los estudios de validacion se
dividen usualmente en 2 fases:

La primera fase es un estudio de comparaciéon del método
alternativo contra el método de referencia, y es desarrollado
por el laboratorio organizador. Esta primera fase de la
validacién tiene como objetivo principal proporcionar toda la
informacién posible respecto al nuevo método: objeto de
estudio, limite de deteccion o de recuperacion del
microorganismo, rangos Optimos de concentraciones del
microorganismo en la muestra donde se obtengan los
resultados mas satisfactorios, selectividad y especificidad
(falsos positivos y negativos), incertidumbres de recuento
(analitica y metodolédgica), y una estimacion general de la
precisién. Ademas, se pueden analizar otros requerimientos
del método como tiempo y temperatura de incubacion,
preparacion del medio y condiciones de almacenamiento y
pre-tratamiento de la muestra, etc.

Para un método cualitativo (presencia/ausencia), el
laboratorio deberd obtener experimentalmente, al menos,
los valores de los siguientes parametros: Especificidad,
Sensibilidad, Desviacién positiva y negativa y Limite de
deteccion. Estos parametros garantizan su eficacia para
detectar un patégeno en particular en un determinado
alimento antes de su uso en los laboratorios industriales y de
investigacion (Bohaychuk et al., 2005).

La sensibilidad se define como la proporciéon de muestras del
ensayo que realmente contienen el agente patégeno y
responden positivamente a la prueba. La especificidad es la
capacidad de un método para medir sélo lo que se pretende
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medir y se calcula en base a la proporcién de muestras del
ensayo que realmente no contienen el agente patdgeno y
responden negativamente a la prueba.

El método alternativo muestra una desviacién positiva si se
obtiene un resultado positivo, mientras que el método de
referencia brinda un resultado negativo. Una desviacion
positiva se convierte en un falso positivo cuando el verdadero
resultado puede ser comprobado como negativo. El método
presenta una desviacion negativa si proporciona un
resultado negativo cuando el método de referencia brinda un
resultado positivo. Una desviacidon negativa se convierte en
un falso negativo cuando el verdadero resultado puede ser
comprobado como positivo

La segunda fase de la validacién consiste en un estudio
colaborativo interlaboratorio. El objetivo de esta fase es
determinar la variabilidad esperada en los resultados
obtenidos en diferentes laboratorios utilizando muestras
idénticas, cuando el método sea utilizado en la practica
diaria.

Esta fase de la validacién es organizada y controlada por el
laboratorio experto, pero desarrollada en otros laboratorios
colaboradores. De acuerdo con la norma ISO 16140:2003,
para la validacién de un método alternativo es recomendable
efectuar un ensayo en el que participen al menos 8
laboratorios que no hayan estado involucrados en el
desarrollo del método (Malorny, 2007). Este paso es
imprescindible si se pretende que el método sea adoptado
por laboratorios que dispongan de un sistema oficial de
aseguramiento de la calidad (Josefsen et al., 2004).

En el dmbito microbiolégico, y en el caso concreto de los
métodos de diagndstico basados en PCR, los ejercicios de
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intercomparacion constituyen uno de los mejores métodos
de que dispone un laboratorio para comprobar la bondad de
los métodos que utiliza. Ademdas permiten evaluar
externamente la calidad de sus resultados, corregir sus
defectos o errores e ir consiguiendo un aval de credibilidad
(Malorny et al., 2003).

7. TIPIFICACION MOLECULAR DE VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS Y
VIBRIO VULNIFICUS. AMPLIFICACION DE ADN MEDIANTE
INICIADORES DE SECUENCIA ALEATORIA (RANDOM
AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA, RAPD)

El objetivo de los estudios de tipificacion es averiguar si dos o
mas cepas estan clonalmente relacionadas. Esto supone una
herramienta epidemiolégica muy valiosa, especialmente para
poder determinar las rutas y fuentes de transmisién de
infecciones humanas, identificar y controlar, tanto temporal
como geograficamente, cepas concretas con importantes
caracteristicas fenotipicas, o desarrollar estrategias para
controlar estos organismos dentro de la cadena alimentaria.

Existe una gran variedad de métodos de tipificacion, tanto
fenotipicos como genéticos. En general, los métodos
genéticos presentan mayores niveles de discriminacion, a la
vez que son mas estables y reproducibles que los fenotipicos
(Vilchez y Alonso, 2009). Para la tipificacién molecular de las
especies patégenas del género Vibrio se han utilizado
numerosas técnicas tales como Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP), ribotipado, RAPD-PCR o rep-PCR (Li et
al., 2010; Staley and Harwood, 2010).

La amplificacion de ADN mediante iniciadores de secuencia

aleatoria (RAPD) es una técnica que se usa para detectar
pequefias diferencias genéticas entre microorganismos.
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Este método fue descrito por Williams et al. (1990), y es uno
de los métodos de tipificacion molecular mas simples. Se
basa en la deteccidn de diferencias en la secuencia del ADN
gendmico total de distintas cepas, amplificando al azar
regiones del ADN con secuencias a las que son capaces de
unirse iniciadores de secuencia Unica aleatoria. La
amplificacion se realiza con una temperatura baja de unidn
del iniciador. Asi, se generan fragmentos de distintos
tamafios, que mediante separacion en gel de agarosa
proporcionan patrones de bandas distintos para aquellas
cepas que presentan diferencias en sus secuencias genéticas
(Welsh y McClelland, 1990), que son especificas para cada
par iniciador-patron empleados, obteniéndose una huella
gendmica o “fingerprinting” caracteristica de cada cepa
(Tilsala-Timisjarvi y Alatossava, 1998).

Las ventajas de esta técnica son que no es necesario conocer
con anterioridad informacién sobre la secuencia a amplificar
y que se puede emplear con gran variedad de especies,
requiriéndose poca cantidad de cultivo (Swaminathan y
Matar, 1993).

Con cantidades de nanogramos de ADN es suficiente para
llevar la reaccidon a cabo y no tiene por qué ser de doble
cadena, altamente purificado o de alto peso molecular (Wang
et al., 1993). Estas caracteristicas hacen que este tipo de
amplificacion  sea  especialmente  util para los
microorganismos que crecen lentamente, o para los que el
cultivo en grandes volumenes es costoso o peligroso (Wang
et al., 1993). RAPD es mas rapido que otros métodos (PCR-
RFLP, por ejemplo), ya que no se realiza la digestion del
producto amplificado. Por el contrario, esta técnica posee
una reducida reproducibilidad inter-laboratorios debido a
gue diferentes parametros, incluyendo los termocicladores,
pueden originar diferencias en el producto de PCR vy
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traducierse en patrones de bandas distintos. Ademas, el
patrén de bandas que se obtiene en unas determinadas
condiciones no siempre es constante (Swaminathan y Barrett,
1995; McPherson et al,. 1993).

Numerosos grupos de investigacion han demostrado la
fiabilidad de la tipificacion con RAPD para la diferenciacidn
inter e intra-especifica de la mayoria de las especies de
Vibrio. Actualmente es, junto con la rep-PCR y la
secuenciacién del ARNr 16S, la técnica mds ampliamente
utilizada para caracterizar vibrios, y se ha demostrado que
distingue de entre biotipos y serovares de diferentes especies
del género Vibrio, asi como entre cepas virulentas y no
virulentas. Esta técnica se ha usado en numerosos trabajos
para estudiar la virulencia y diferentes biotipos de V.
vulnificus y V. parahaemolyticus (Wong et al., 2000; Warner y
Oliver, 1999; Wong et al., 1999). Otros autores han usado
esta técnica para diferenciar biotipos (Aznar et al., 1993),
distintos serovares (Arias et al., 1998) y aislados clinicos de
ambientales (Hoi et al., 1997, Wu et al., 1995) de V.
vulnificus. También ha sido utilizada para examinar la relacion
genética entre cepas de Vibrio parahaemolyticus aisladas de
berberechos (Bilung et al., 2005).
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Objetivos

Actualmente Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus son
considerados patdgenos emergentes debido al aumento en
su incidencia y a la mayor distribucion geografica de los casos
de intoxicacidn alimentaria.

El principal problema en la deteccidn e identificacidn de estas
dos especies bacterianas radica en la falta de un sistema
eficaz para determinar su presencia en matrices alimentarias
y ambientales.

Todo ello nos llevo a establecer tres objetivos globales:

1. Desarrollo y optimizacion de métodos de deteccion
molecular de Vibrio spp., V. parahaemolyticus y V.
vulnificus, basados en el analisis de los acidos nucleicos,
ADN y ARN: PCR tradicional, PCR a tiempo real e
Hibridacidn in situ con sondas fluorescentes (FISH).

Busqueda y disefio de iniciadores especificos y
puesta a punto de métodos de deteccidén de
Vibrio spp., V. parahaemolyticus y V. vulnificus
mediante PCR tradicional.

e Puesta a punto de métodos de PCR multiple para
la deteccion simultanea de Vibrio spp., V.
parahaemolyticus y V. vulnificus con la finalidad
de minimizar el tiempo y el coste del analisis.

Disefio de sondas TagMan y puesta a punto de

métodos de PCR a tiempo real para la deteccion
y cuantificacién de V. parahaemolyticus y V.
vulnificus.

Disefio de sondas y puesta a punto de una técnica
de deteccion de Vibrio spp. mediante FISH.
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e Aplicacién de los métodos en muestras de
alimentos de origen marino y agua inoculadas
artificialmente.

2. Aplicacién de las técnicas basadas en el analisis de los
acidos nucleicos para la deteccién de Vibrio spp., y la
deteccion y cuantificacién de V. parahaemolyticus y V.
vulnificus en aguas de playa y depuradora y en alimentos
de origen marino.

e Deteccién de Vibrio spp. en muestras de alimentos
y aguas de playa y residuales mediante FISH, PCR
tradicional y PCR multiple.

e Deteccidn y cuantificacién de V. parahaemolyticus
en muestras de alimentos y aguas de playa y
residuales mediante PCR tradicional, PCR
multiple y PCR a tiempo real.

e Deteccién y cuantificacion de V. vulnificus en
muestras de alimentos y aguas de playa y
residuales mediante PCR tradicional, PCR
multiple y PCR a tiempo real.

3. Aislamiento, identificacion y caracterizacion molecular de
V. parahaemolyticus y V. vulnificus aislados de las
muestras ambientales y alimentarias.

e Aislamiento de cepas pertenecientes a las dos
especies bacterianas estudiadas en medio de
cultivo selectivo TCBS.

e Caracterizacién fenotipica: identificacion
bioquimica de las cepas mediante el uso del
sistema comercial API20E.
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e Caracterizacién genética de las cepas mediante
amplificacion de ADN con iniciadores de
secuencia aleatoria (Random  Amplified
Polymorphic DNA, RAPD) y analisis de los perfiles
generados.
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Material y métodos

1. CEPAS BACTERIANAS

Para la realizacion de este estudio se emplearon un total de
33 cepas de referencia. Entre ellas se incluyeron cepas del
género Vibrio y cepas representantes de especies bacterianas
presentes de forma habitual en las matrices ambientales y
alimentarias objeto de este estudio, procedentes de la
American Type Culture Collection (ATCC), National Collection
of Type Cultures, United Kingdom (NCTC), Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und ZellKulturen, Germany
(DMSZ) y de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT)
(Tabla 1).

1.1. Condiciones de cultivo

El cultivo de las cepas del género Vibrio se llevd a cabo en
Agar Triptona y Soja (TSA) adicionado de un 2% de NaCl
(mTSA 2% NaCl) a 37°C durante 24 horas.

El resto de especies incluidas en el estudio se sembraron en
un agar nutritivo y se incubaron en condiciones adecuadas
para su crecimiento, segun el manual de la colecciéon de
cultivos tipo de la que procedia la cepa.

1.2. Conservacion de las cepas
Todas las cepas incluidas en el trabajo se conservaron por
duplicado a -20°C y -80°C en caldo nutritivo adicionado con

un 50 y un 20% de glicerol, respectivamente, y cuentas de
pldstico.
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ESPECIE CEPA ORIGEN
Arcobacter cibarius NCTC 11885

Arcobacter nitrofigilis CECT 7204

Citrobacter amalonaticus CECT 863"

Clostridium botulinum CECT 551

Clostridium perfringens CECT 4647

Enterobacter aerogenes CECT 648"

Enterobacter cloacae CECT 194"

Escherichia coli NCTC 12900

Escherichia coli CECT 4953

Escherichia coli CECT 4558

Listeria innocua CECT 910"

Listeria monocytogenes CECT 935

Micrococcus luteus CECT 245

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145

Pseudomonas sp. CECT 4355

Salmonella enterica CECT 4138

subsp. enterica

Salmonella typhimurium NCTC 12117

Shigella dysenteriae CECT 584"

Shigella sonnei CECT 457

Staphylococcus aureus CECT 240

subsp. aureus

Vibrio fluvialis CECT 4217

Vibrio furnissii CECT 4349

Vibrio mediterranei CECT 621

Vibrio mediterranei CECT 622

Vibrio mytili CECT 632

Vibrio natriegens CECT 526

Vibrio parahaemolyticus CECT 511 Humano
Vibrio parahaemolyticus CECT 611 Agua de mar
Vibrio parahaemolyticus CECT 612 Agua de mar
Vibrio parahaemolyticus CECT 588 Mejillon
Vibrio parahaemolyticus CECT 5304 Peces
Vibrio parahaemolyticus vpC10 *
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Vibrio parahaemolyticus vpC32 *

Vibrio parahaemolyticus 9954-4 **

Vibrio parahaemolyticus CECT 5271 Berberechos
serotipo O3:K4

Vibrio vulnificus CECT 529 Clinico (Sangre)
Vibrio vulnificus CECT 897 Anguila

Vibrio vulnificus CECT 4863 Humano

Vibrio vulnificus CECT 5167 Clinico (Sangre)
Vibrio vulnificus CECT 5198 Anguila

Vibrio vulnificus CECT 5165 Agua de mar
Vibrio vulnificus DMSZ 10143 Clinico (Sangre)
Vibrio vulnificus wvC5 *

Vibrio vulnificus vvC34 *

*Cepas cedidas por el Departamento de Microbiologia, Universidad de
Valencia

**Cepa cedida por AINIA, Valencia

T Cepa tipo

Tabla 1. Cepas de referencia utilizadas
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2.PUESTA A PUNTO DE METODOS DE DETECCION E

IDENTIFICACION DE VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS Y VIBRIO
VULNIFICUS MEDIANTE PCR TRADICIONAL

2.1. Aislamiento del ADN gendmico bacteriano

Para el aislamiento del ADN bacteriano se utilizé el sistema
comercial de extraccion “REAL-PURE EXTRACCION DNA
GENOMICO” (Durviz, Paterna, Espafia, REF: RBMEGO2). Se
parti6 de un cultivo puro, del cual se cogié una cantidad
aproximada de un asa de siembra cargada que se
resuspendio en 1 ml de tampdn TE (Tris-EDTA).

Para comprobar que la extracciéon de ADN se habia realizado
correctamente se prepard un gel con una concentracion de
1% de agarosa en tampon TAE (Tris-Acético-EDTA). Se realizé
la electroforesis del gel a 100 voltios durante 30 minutos. Al
finalizar, el gel se tifid con bromuro de etidig/(5l)
durante 15 minutos y la presencia de ADN se comprobd tras
visualizacidn a la luz ultravioleta.

2.2. Puesta a punto de métodos de deteccion e
identificacion de Vibrio spp., Vibrio parahaemolyticus y
Vibrio vulnificus mediante PCR tradicional

Todos los iniciadores utilizados en este trabajo se encuentran
recopilados en el Anexo IV, Tabla 1.



Material y métodos

Para la puesta a punto de todas las reacciones de PCR se
probaron diversas concentraciones de MgGle iniciadores .
Las concentraciones de MgCh ensayadas fueron de 1, 2, 3, 4
y 5 mM y las concentraciones de iniciadores evaluadas
fueron 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 y 1,2 mM. Para cada reaccidn se
estudiaron las temperaturas de union de los iniciadores y los
tiempos de extensién de los productos que resultaran mas
adecuados.

La especificidad de los iniciadores se comprobd in silico,
usando la base de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) y el

programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e in vitro

mediante amplificacién de todas las cepas bacterianas
mencionadas en la Tabla 1.

2.2.1. Deteccién de Vibrio spp.

En el caso de la deteccién de las especies del género Vibrio se
emplearon los iniciadores descritos por Thompson et al.
(2004), que amplifican una regidn de 114 pares de bases del
ARNr 16S:

567F: GGCGTAAAGCGCATGCAGGT
680R: GAAATTCTACCCCCCTCTACAG

Se parti6 de una temperatura de ensayo de 55°C
(temperatura tedrica de unidn del iniciador 680R a la hebra
de ADN), que se fue aumentando gradualmente de 2 en 2°C
hasta 64°C. Los tiempos de extensidon evaluados fueron 30
segundos, 1, 2 y 3 minutos.
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2.2.2. Deteccion de Vibrio parahaemolyticus

En el caso de V. parahaemolyticus se procedid a la
amplificacion del gen de la hemolisina termolabil (t/h)
usandose los iniciadores R-TL y L-TL cuyas secuencias fueron
descritas por Taniguchi et al. (1985). Estos dos iniciadores
amplifican un fragmento de 450 pares de bases. Las
secuencias de nucledtidos son las siguientes:

L-TL: AAAGCGGATTATGCAGAAGCACTG
R-TL: GCTACTTTCTAGCATTTTCTCTGC

Los primeros ensayos se realizaron a una temperatura de
55°C, que fue aumentandose de 2 en 2°C hasta una
temperatura de 68°C. Los tiempos de extension evaluados
fueron 1, 2 y 3 minutos.

2.2.3. Deteccion de Vibrio vulnificus

Para la amplificacion de un fragmento del gen de la
hemolisina A (vwvhA) de V. vulnificus se utilizaron los
iniciadores VVH785 y VVH990 (Panicker et al., 2003). Estos
dos iniciadores amplifican un fragmento de 205 pares de
bases:

VVH785: TTCCAACTTCAAACCGAACTATGAC
VVH990: ATTCCAGTCGATGCGAATACGTTG

Los primeros ensayos se realizaron a una temperatura de
56°C, que fue aumentandose de 2 en 2°C hasta los 62°C. Los
tiempos de extensién evaluados fueron 30 segundos, 1, 2y 3
minutos.
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2.3. Deteccion conjunta de Vibrio spp., Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio vulnificus mediante PCR
multiple.

Para la deteccién simultdnea de Vibrio spp., V.
parahaemolyticus y V. vulnificus en la misma reaccién de PCR
se disefid un protocolo empleando los iniciadores descritos
en apartados anteriores. Para Vibrio spp. se usaron 567F y
680R, para V. parahaemolyticus R-TL y L-TL y para V.
vulnificus VVH785 y VVH990.

Se evaluaron diferentes temperaturas de unién del iniciador
(desde 56°C hasta 68°C) aumentandose de 2 en 2°C y
diferentes tiempos de extensién del producto (30 segundos,
1, 2 y 3 minutos).

2.4. Anadlisis de los productos de PCR

En todos los casos, 10 pl del producto generado por la PCR se
analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1,8% en
tampon TAE 1X sometido a 110 V durante 60 minutos. Los
fragmentos se visualizaron bajo luz ultravioleta (UV) tras
teiiirlos con bromuro de etidio a una concentracidn del 1%.

3.PUESTA A PUNTO DE METODO DE DETECCION DE VIBRIO
SPP., VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS Y VIBRIO VULNIFICUS
MEDIANTE HIBRIDACION IN SITU CON SONDAS
FLUORESCENTES (FISH).

3.1. Sondas empleadas para la deteccién de Vibrio spp., V.
parahaemolyticus y V. vulnificus

Todas las sondas utilizadas en este trabajo se encuentran
recopiladas en el Anexo IV, Tabla 2.
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3.1.1. Deteccion de Vibrio spp.

Para la deteccién de Vibrio spp. mediante hibridacion in situ
se usaron diferentes sondas complementarias a regiones
especificas del ARNr 16S. Para comprobar la especificidad
tedrica de las sondas se llevd a cabo un analisis de las
secuencias de la sonda con las secuencias almacenadas en los
bancos de datos accesibles en Internet (Anexo IV). La
especificidad real fue comprobada mediante hibridacién de
las mismas con la bateria de cepas de referencia (Tabla 1).

Las secuencias de las sondas son las siguientes:

GV: 5°-AGGCCACAACCTCCAAGTAG disefiada por
Giuliano et al. (1999)

VIB: 5°-ACAGTACTCTAGTCTGCCAG disefiada por
Moreno et al. (1999)

3.1.2. Deteccién de Vibrio parahaemolyticus

Para la detecciéon de V. parahaemolyticus se procedio al
disefo de una sonda de secuencia especifica dirigida al gen
ARNr 23S, obtenida mediante el alineamiento de las
secuencias del ARNr 23S de V. parahaemolyticus
almacenadas en los distintos bancos de datos (Anexo V). La
especificidad de la sonda se comprobd de forma tedrica
mediante el programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

La secuencia de la sonda fue la siguiente:

VPA: 5'-AATACATAGGGTAAGGAGGCG
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3.1.3. Deteccion de Vibrio vulnificus

Para la deteccidn de V. vulnificus mediante hibridacién in
situ, se emplearon sondas descritas por diferentes autores y
sondas disefiadas en este trabajo, usando los datos
obtenidos del alineamiento de las secuencias de ARNr 16S y
23S de V. wulnificus. Para ello se compararon entre si las
secuencias del gen que codifica el ARNr 23S y 16S de V.
vulnificus con la del resto de microorganismos cuyas
secuencias se encontraban almacenadas en diferentes
bancos de datos (Anexo IV).

La especificidad de todas las sondas fue comprobada
tedricamente mediante el programa BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Las secuencias de las sondas fueron las siguientes:

Vvul235296: 5°-ACTCAATGATACTGGCTTA obtenida a
partir de un iniciador para PCR disefiado por Randa et al.
(2004)

Vvu3: 5°-ACCGTTCGTCTAACACAT  disefiada por
Aznar et al. (1994)

Vul23: 5°-ATGATACTGGCTTATGCCAG diseiiada en
este trabajo

Vvran2: 5°-TACACAATCTGCTTGCCA diseiiada en este
trabajo

3.1.4. Sondas EUB

Como control positivo del dominio Eubacteria, se empled una
combinacion de tres sondas complementarias de una region
del ARNr 16S (EUB). Estas sondas hibridan con todas las
bacterias que pueden estar presentes en la muestra (Fuchs et
al., 1998; Amann et al., 1990):
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EUB338-1: 5-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’
EUB338-1I: 5'-GCAGCCACCCGTAGGTGT-3’
EUB338-lll: 5'-GCTGCCACCCGTAGGTGT-3’

Todas las sondas empleadas fueron sintetizadas y marcadas
por TIP  MOLBIOL (Berlin, Alemania) con 6-
carboxyfluoresceina (6-FAM), y con Cy3.

3.2. Condiciones de hibridacion

Para llevar a cabo la fijacién de las células se tomd un asa de
siembra cargada de un cultivo puro y se resuspendié en 1 ml
de PBS 1X. Tras la homogeneizacidn, se procedid a la
centrifugacion (8 minutos-8000 rpm). El precipitado
resultante se lavd dos veces con 1ml de PBS 1X (Anexo lll).
Tras el lavado y centrifugacion de la muestra el sedimento se
resuspendido en PBS 1X y paraformaldehido en proporcion
1:3, y se mantuvo durante 3 horas a 4°C. A continuacién se
procedid a dos lavados de la muestra con 1 ml de PBS 1X y
tras los mismos, se resuspendié el sedimento con etanol y
PBS 1X en proporcidn 1:1y se almacend a -20°C.

Una vez fijadas, las muestras se depositaron sobre los
pocillos de los portaobjetos de hibridacion, tratados
previamente con gelatina. A continuacién, se dejaron secar al
aire, y se procedié a las deshidrataciones, sumergiendo el
portaobjetos durante 3 minutos en 50, 80 y 100% de etanol
sucesivamente.

Una vez secos los portaobjetos, cada uno de los pocillos se
cubrié con 10ul de solucdn de hibridacidon conteniendo 50
ng de sonda marcada con el correspondiente fluorocromo:
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SOLUCION DE HIBRIDACION
0,9 M/I NaCl

0,01% SDS

20 mM/I Tris-HCI
FORMAMIDA (X%)

pH 7,6

Para la puesta a punto de la técnica se probaron distintas
concentraciones de formamida, entre 0y 40%.

La reaccidn de hibridacién se llevd a cabo a 46°C en
condiciones de oscuridad segin Moreno et al. (2001). El
tiempo de hibridacién fue de 1,5 a 2 horas. Una vez finalizada
la hibridacidn, se procedio al lavado del portaobjetos con una
solucion de lavado atemperada a 48°C, durante 15 minutos,
en oscuridad:

SOLUCION DE LAVADO
5mM/I EDTA

0,01% SDS

20 mM/I Tris-HCI

NacCl 0,5 M (X pl)

A la solucidén de lavado se le afiadid una concentracion de
NaCl condicionada por el porcentaje de formamida utilizado
en la hibridacién.
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% FORMAMIDA ul de NaCl 0,5M
Solucién de Hibridacion Solucién de lavado
0 9000
10 4500
20 2150
30 1020
40 460

Tras el lavado, los portaobjetos se lavaron con agua destilada
y se secaron al aire en oscuridad. A continuacion, se
montaron con FluoroGuard Antifade Reagent (Bio-Rad) entre
cubre y portaobjetos y se visualizaron mediante un
microscopio de fluorescencia Olympus BX 50 con los filtros U-
MWB, U-MWIB y U-MWIG. Las fotografias se realizaron con
la cdmara Olympus DP-71 y el software Cell*A Imaging
sortware for life science Microscopy (Olympus soft Imaging
Solution, Miinster, Alemania).
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4.PUESTA A PUNTO DE METODOS DE DETECCION E
IDENTIFICACION DE VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS Y VIBRIO
VULNIFICUS MEDIANTE PCR A TIEMPO REAL

4.1. Aislamiento del ADN genémico bacteriano

La extraccion del ADN que se iba a emplear para la reaccion
de PCR en tiempo real se realizé de la forma explicada en el
apartado 2.1.

4.2. Puesta a punto de dos métodos de deteccion de Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio vulnificus mediante PCR a
tiempo real usando agentes intercalantes (SYBR Green 1)

Para la deteccién de V. parahaemolyticus y V. vulnificus se
emplearon los mismos iniciadores usados en la deteccion de
ambas especies mediante PCR tradicional, ya que estos
iniciadores amplifican una secuencia con un tamafio que esta
dentro del rango 6ptimo para la PCR a tiempo real (100-500
pares de bases).

Se procedid a la puesta a punto de la PCR evaluando
diferentes temperaturas de union de los iniciadores (desde
60°C hasta 68°C) y tiempos de extensidn (desde 10 hasta 20
segundos).

Para poner a punto el método de deteccion de V.
parahaemolyticus y V. vulnificus mediante PCR en tiempo
real, se siguieron los protocolos experimentales del manual
LightCycler Operator’s Manual Version 4.0 (www.Roche-
mb.com).
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Algunos valores se mantuvieron constantes para el protocolo
de amplificacion con LightCycler, mientras que otros
dependian del ADN diana y de los iniciadores. Por tanto,
estos parametros tuvieron que ser ajustados para la
combinacion especifica del ADN diana y los iniciadores
usados en este proceso.

Las condiciones éptimas de la PCR se establecieron probando
diferentes concentraciones de iniciadores (0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y
1,0 uM) y de MgCh (1, 2, 3, 4 y 5 mM). La reaccion se llevé a
cabo empleando el sistema comercial LightCycler FastStart
DNA Master SYBR Green | (Roche Applied Science, Ref. 03
003 230 001).

La especificidad de los iniciadores se comprobd in silico,
usando la base de datos del NCBI y el programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e in vitro mediante

amplificacidn de todas las cepas bacterianas mencionadas en
la Tabla 1.

4.2.1. Analisis cualitativo

Para realizar el andlisis cualitativo se obtuvieron las curvas de
amplificacion, donde se representaba el aumento de la
fluorescencia obtenido frente al incremento de los ciclos de
amplificacion (Figura 1).
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Amplification Curves
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Figura 1. Curva de amplificacion: se observa el aumento de Ila
fluorescencia a medida que se incrementan los ciclos de amplificacion

También se obtuvieron las curvas de fusion (melting curves),
gue muestran el descenso brusco de la fluorescencia a una
determinada temperatura de fusion. Este descenso de
temperatura es debido a que la doble cadena de ADN se
separa liberando moléculas del agente intercalante SYBR
Green | introducidas entre la misma durante los ciclos de
amplificacion (Figura 2).

Melting Curves
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Figura 2. Curva de fusion: se observa un descenso brusco de la
fluorescencia a una determinada temperatura
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Melting Peaks
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Figura 3. Representacion del pico de fusion (melting peak) que muestra la
temperatura de fusion

El software LightCycler 4.0 usado en la puesta a punto de
este método de deteccién transforma los datos de
fluorescencia de forma que muestra una representacion
visual mas intuitiva de la temperatura de fusion (Figura 3).

4.3. Puesta a punto de un método de deteccion de Vibrio
vulnificus mediante PCR a tiempo real usando sondas de
hibridacion especificas (Sondas TagMan)

Para poner a punto los métodos de deteccion de V. vulnificus
mediante PCR en tiempo real se siguieron los protocolos
experimentales del manual LightCycler Operator’s Manual
Version 4.0 (www.Roche-mb.com). Al igual que en el caso

anterior, unos valores se mantuvieron constantes para en el
protocolo de amplificacion con LightCycler, mientras que
otros dependian del ADN diana y de los iniciadores usados.
Asi pues, estos parametros tuvieron que ser ajustados para la
combinacion especifica ADN diana-iniciador.

Las condiciones éptimas de la PCR se establecieron probando
diferentes concentraciones de iniciadores (0,1, 0,2, 0,4, 0,6,
0,8y 1,0 uM) y de sondas TagMan (0,05, 0,075y 0,1 uM).
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Para la deteccion de V. vulnificus se emplearon los mismos
iniciadores usados en la deteccion mediante PCR tradicional.
Se procedié a la puesta a punto de la PCR evaluando
diferentes temperaturas de unidn de los iniciadores (desde
56°C hasta 62°C) y tiempos de extensién (desde 5 hasta 20
segundos). La reaccién se llevd a cabo empleando el kit
LightCycler TagMan Master (Roche, Mannheim, Germany.
Ref. 04 535 286 001)

Se disefiaron las sondas TagMan VVH-TM y TagMan-LNA
VVH-TM-LNA, cuyas dianas se encuentran en el producto de
la amplificacién entre los nucledtidos 190 y 212 del gen de la
hemolisina A de V. vulnificus. Las sondas estdn marcadas en
el extremo 5" con el fluoréforo (donador de fotones) 6FAM
(6-carboxyfluoresceina) y en el extremo 3’con la molécula
aceptora de fotones (“quencher”) TAMRA (tetra-
methylcarboxyrhodamina).

VVH-TM: 5"-CTGCTGTTGGTTGACGAGCCCGC-3’

El disefio de la sonda TagMan VVH-TM y de la sonda LNA
VVH-TM-LNA fue llevado a cabo usando el software Primer
Express (Applied Biosystem, USA). La especificidad de la
sonda se comprobé usando la base de datos del NCBI y el
programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y mediante

la amplificacién de todas las cepas bacterianas nombradas en
la tabla 1.

4.4. Analisis de los productos de PCR

El andlisis de los productos de PCR se llevé a cabo usando el
LightCycler software 4.0 de Roche.
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5.PUESTA A PUNTO DE UN METODO DE CUANTIFICACION DE

VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS Y VIBRIO VULNIFICUS
MEDIANTE PCR A TIEMPO REAL

5.1. Curvas patron para la cuantificacion de Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio vulnificus

Se realizaron las curvas patrén para la cuantificacion de cada
uno de los microorganismos utilizados en este trabajo. Para
ello, se parti6 de suspensiones de un cultivo en fase
exponencial de crecimiento de cada una de las especies
analizadas, y se prepararon diluciones decimales seriadas en
PBS 1X. De un mililitro de cada dilucién se obtuvo el ADN de
forma mecdnica con el sistema automatizado QlAcube
(QIAGEN, Alemania), usando el protocolo de extraccion de
ADN “QIA Amp DNA Mini Kit” (QIAGEN, Alemania, Cat N2:
51304). Estas muestras se utilizaron para la medida de la
concentracion de ADN y como diana para la reaccién de
amplificacién de cada especie.

La medida de la concentracion de ADN se realizdé mediante
fluorometria, empleando y siguiendo las instrucciones del
método comercial “Quant-iT PicoGreen® dsDNA Assay kit”
(Molecular Probes, Eugene, OR, EUA), el cual incorpora el
fluorocromo “PicoGreen” de alta afinidad al ADN de doble
cadena. Para cuantificar cada patron, fue generada una curva
estdndar con los tubos que contenian 1,5, 10, 25 y 50 ng de
ADN del fago lambda de concentracidn conocida incluidos en
el kit. Tras obtener la curva estdndar de ADN del fago lambda
se pasé a cuantificar cada patrén mediante el uso del
programa de cuantificacion de ADN del LightCycler y usando
como curva patrén la calculada con el fago lambda.
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Paralelamente se realizd una cuantificacion de células por
recuento en placa para cada especie en agar TCBS. Para ello
se sembraron 100 pl de cada una de las diluciones seriadas
en dos placas de TCBS, se incubaron a 37°C durante 24-48
horas y se contaron las colonias crecidas en cada placa para
obtener asi el nimero de unidades formadoras de colonia
por mililitro de la suspensidn inicial de células.

Las curvas patron para la cuantificacion se obtuvieron
representando graficamente los puntos de corte, obtenidos
de tres replicados en cuatro ensayos independientes, frente a
la cantidad de células, usando el método “Second Derivative
Maximum”. Adema3s se realizé paralelamente la misma curva
patron pero relacionando los puntos de corte con la
concentracion de ADN, para obtener asi tanto datos de
concentracién de ADN como de cuantificaciéon de niumero de
células y del limite de deteccidn tedrico del método.

La figura 4 nos muestra las curvas de amplificacidon de las
distintas diluciones de ADN vy las tres réplicas de cada
dilucién, que se emplean como patrones para una de las
curvas patrén.
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Amplification Curves
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Figura 4. Curvas de amplificacion de los distintos patrones de V.
parahaemolyticus, mostrando dos réplicas de cada patrén

6.APLICACION DE LOS METODOS DESARROLLADOS A LA
DETECCION EN MUESTRAS INOCULADAS ARTIFICIALMENTE

6.1. Deteccion de Vibrio spp. y Vibrio parahaemolyticus en
muestras inoculadas artificialmente mediante cultivo,
PCRy FISH

6.1.1. Analisis del limite de deteccion en alimentos de
origen marino inoculados artificialmente

Para determinar el limite de deteccion en alimentos de
origen marino, se llevé a cabo un ensayo, por triplicado, con
muestras  inoculadas artificialmente con diferentes
concentraciones de V. parahaemolyticus.
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Para ello, 10 g de carne de mejillén previamente analizado
por PCR y cultivo para comprobar que estaba libre de Vibrio
se afiadieron a bolsas estériles que contenian 90 ml de Agua
de Peptona Alcalina adicionada al 2% con NaCl (APW 2%).
Cada bolsa se inoculd con 1 mililitro de cada una de las
diluciones seriadas de un cultivo en fase de crecimiento
exponencial de Vibrio parahaemolyticus CECT 511, desde 10°
hasta 10° ufc/g. La cantidad de células contenidas en cada
dilucion se calculéd mediante recuento en placa de agar TCBS
(Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa), incubando las placas a
37°C durante 24-48 horas.

Tras la homogeneizacién de las bolsas con el alimento
durante dos minutos se procedié a la extraccién de 1 ml de la
muestra para la deteccidén y cuantificacion de la bacteria
mediante PCR tradicional y PCR en tiempo real usando los
iniciadores 567F y 680R para Vibrio spp., y los iniciadores R-TL
y L-TL para V. parahaemolyticus. Otro mililitro se fijo con
paraformaldehido para el posterior andlisis mediante la
técnica FISH.

Por ultimo, se sembraron 100 pul en agar TCBS y se incubaron
a 37°C durante 24-48 horas para la deteccion mediante

cultivo.

Los mismos analisis se llevaron a cabo tras enriquecimiento
durante 24 horas a 37°C (Figura 5).
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CARNE DE MEJILLON (10g)

90 ml APW 2% NaCl
+

V. parahaemolyticus (10° hasta 10° ufc/ml)

ENRIQUECIMIENTO
24 horas/ 37 °C

1ml Tml Tml 1ml
100 pl 100 pl
PCR

PCR FISH

Cultivoen TCBS Cultivoen TCBS
24-48h/37°C 24-48h/37°C

MUESTRADIRECTA

FISH

Figura 5. Deteccidn de V. parahaemolyticus en muestras de alimentos de
origen marino inoculadas con concentraciones crecientes de la bacteria
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6.1.2. Anadlisis del limite de deteccion en aguas
inoculadas artificialmente

Para determinar el limite de deteccién de las distintas
técnicas citadas en apartados anteriores en muestras de agua
se llevd a cabo un ensayo, por triplicado, con muestras de
agua de mar esterilizada.

Se prepararon muestras de 99 ml de agua de mar,
previamente analizada por PCR y cultivo para comprobar que
estaba libre de Vibrio, que se inocularon con un mililitro de
cada una de las diluciones seriadas de un cultivo en fase de
crecimiento exponencial de Vibrio parahaemolyticus CECT
511, desde 10° hasta 10° ufc/ml. La cantidad de células
contenidas en cada dilucién se calculd mediante recuento en
placa de agar TCBS (Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa) e
incubando las placas a 37°C durante 24-48 horas.

Las muestras de agua inoculadas se agitaron y a continuacion
se procedid a su centrifugacién (4200 r.p.m. durante 20
minutos). Para el anadlisis directo de la muestras, el
precipitado obtenido se resuspendié en 2100 ul de PBS 1X.
Un mililitro se usdé para la extraccion de ADN para la
deteccion mediante PCR tradicional y PCR en tiempo real,
utilizando los iniciadores 567F y 680R para Vibrio spp., y los
iniciadores R-TL y L-TL para V. parahaemolyticus. Otro
mililitro se destind para la deteccion mediante la técnica
FISH y los 100 pl restantes se sembraron en una placa de agar
TCBS (Figura 6).
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Para evaluar la necesidad de un paso previo de
enriquecimiento, se procedié a la filtracion por una
membrana estéril de 0.45um de tamafio de poro, de 99 ml
de agua de mar esterilizada inoculada con 1 mililitro de cada
una de las diluciones seriadas del mismo cultivo en fase de
crecimiento exponencial de V. parahaemolyticus CECT 511
usado para la deteccién directa, desde 10° hasta 10° ufc/ml.
Las membranas de filtraciéon se introdujeron en matraces que
contenian 100 ml de agua de peptona tamponada adicionada
con NaCl al 2% (APW 2%). Los matraces se agitaron para
alcanzar una correcta homogeneizacidon y se incubaron
durante 24 horas a 37°C. Una vez incubados, de los caldos de
enriquecimiento se procedidé a extraer las mismas cantidades
y a proceder del mismo modo que para la deteccion directa
(Figura 7).
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AGUA ESTERILIZADA (99 ml)
=+

V. parahaemolyticus (10° hasta 10° ufc/ml)

CENTRIFUGACION

l

RESUSPENDER EN 2100 pl PBS 1X

v
MUESTRADIRECTA

1 ml Tmi
100 il

PCR v

Cultivoen TCBS
24-48h/37°C

FISH

Figura 6. Deteccion directa de V. parahaemolyticus en muestras de agua
inoculadas artificialmente con concentraciones crecientes de la bacteria
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AGUA ESTERILIZADA (99 ml)
+

V. parahaemolyticus (10° hasta 10° ufc/ml)

|

FILTRACION

l

MEMBRANA
-+

100 ml APW 2% NacCl

ENRIQUECIMIENTO
24h/37°C

1ml 1ml

100

PCR FISH
Cultivoen TCBS

24-48h/37°C

Figura 7. Deteccidn tras enriquecimiento de V. parahaemolyticus en
muestras de agua inoculadas artificialmente con concentraciones
crecientes de la bacteria
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6.2. Ensayo colaborativo para la evaluacion del método de
PCR a tiempo real para V. parahaemolyticus.

En este trabajo hemos evaluado el método de PCR a tiempo
real para la deteccién de V. parahaemolyticus realizando un
ejercicio colaborativo en el que participaron 7 laboratorios
situados en distintos puntos de Espafia y que poseen
termocicladores para realizar la PCR a tiempo real de
diferentes marcas (Tabla 2):
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Cédigo del
laboratorio

Nombre del laboratorio

Localizacion
del
Laboratorio

Tipo de

termociclador

CENTRO DE SALUD PUBLICA DE Valencia Pocillos
Laboratoriol VALENCIA

Laboratorio de microbiologia

AINIA Paterna Pocillos
Laboratorio 2  Laboratorio de bioensayos (Valencia)

LABORATORIO SALUD PUBLICA Oviedo Pocillos
Laboratorio3  ASTURIAS (Asturias)

Laboratorio de Microbiologia

ANFACO Vigo Capilares
Laboratorio 4 Laboratorio microbiologiay (Pontevedra)

toxinas

AGENCIA DE SALUT PUBLICA Barcelona Capilares
Laboratorio5 DE BARCELONA

Laboratorio de Microbiologia

INSTITUTO DE INGENIERIA DEL Valencia Capilares

AGUA Y MEDIO AMBIENTE
Laboratorio 6  (IIAMA), UNIVERSIDAD

POLITECNICA VALENCIA

Laboratorio de Microbiologia

DPTO. BIOTECNOLOGIA, Valencia Capilares

Laboratorio 7

UNIVERSIDAD POLITECNICA
VALENCIA
Laboratorio de Microbiologia

Tabla 2. Nombre, localizacién y tipo de termociclador de los laboratorios
que participaron en el ensayo interlaboratorio para la evaluacion del
método de PCR a tiempo real para la deteccién de V. parahaemolyticus

El ejercicio se llevé a cabo en dos fases:

e En primer lugar, una vez puesta a punto la técnica en nuestro

laboratorio, se procedié a redactar un esquema de los

procedimientos de ensayo y a remitir a los diferentes

laboratorios
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reactivos necesarios para su ejecucion, segun el tipo de
termociclador que poseen, asi como cepas de referencia. Los
laboratorios realizaron una primera fase de puesta a punto y
entrenamiento en la ejecucién de los ensayos, de forma que
todos ellos debian ser capaces de detectar cinco cepas de
referencia de V. parahaemolyticus y descartar 2 cepas de V.
vulnificus.

e En la segunda fase, se realizd el ejercicio colaborativo
organizado por AINIA Centro Tecnoldgico, que consistié en el
envio de las instrucciones sobre la realizacion del ensayo,
cuatro muestras a analizar y documentacién para el envio de
resultados, asi como la posterior evaluacion de los mismos.

Dadas las limitaciones para el desarrollo de material de
referencia para la realizacién del estudio colaborativo, se
procedid a solicitar este material a la Agencia de Salud
Publica del Reino Unido (HPA), que previamente ha sido
caracterizado vy utilizado para la realizacion de ensayos
interlaboratorios de control de calidad en laboratorios a nivel
mundial. Dicho material consistia en viales de vidrio
conteniendo mezclas liofilizadas de diversos
microorganismos. Sobre cada lote se realiza un control de
calidad consistente en la realizacién de analisis de 10 viales
seleccionados al azar mediante el método de referencia 1SO
16140:2003.

El contenido de cada una de las cuatro muestras objeto de
ensayo fueron:
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CODIGO

A-01

MICROORGANISMOS

Citrobacter spp. (10" u.f.c.)
Escherichia coli (10* u.f.c.)
Pseudomonas putida (105 u.f.c.)
Vibrio cholerae (103 u.f.c.)

Vibrio parahaemolyticus (102 u.f.c.)

VALOR DE REFERENCIA

7.1x10° u.f.c. /g

CODIGO

A-02

MICROORGANISMOS

Bacillus pumilus (104 u.f.c.)
Escherichia coli (10* u.f.c.)

Pseudomonas fluorescens (10°
u.f.c.)

Vibrio parahaemolyticus (103 u.f.c.)

VALOR DE 8.9x10°u.f.c. /g
REFERENCIA
CODIGO A-03

MICROORGANISMOS

Escherichia coli (104 u.f.c.)
Klebsiella oxytoca (10* u.f.c.)

Pseudomonas fluoresencens (<10
u.f.c.)
Vibrio parahaemolyticus (102-103
u.f.c.)

VALOR DE 1.4x10°uf.c. /g
REFERENCIA
CODIGO A-04

MICROORGANISMOS

Escherichia coli (104 u.f.c.)

Pseudomonas fluoresencens (10S
u.f.c.)

Vibrio cholerae (104 u.f.c.)

Vibrio parahaemolyticus (10* u.f.c.)

VALOR DE
REFERENCIA

2,2x10% ufc. /g
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Para el andlisis de resultados se usé el esquema de
evaluacion incluido en la norma ISO 16140:2003,
comparando los resultados obtenidos frente al valor de
referencia para determinar los valores de la Especificidad,
Sensibilidad, Eficacia relativa, Desviacidn positiva vy
Desviacion negativa para el ensayo.

6.3. Deteccion de Vibrio vulnificus en muestras inoculadas
artificialmente mediante cultivo, PCR y FISH

6.3.1. Anadlisis del limite de deteccion en alimentos de
origen marino inoculados artificialmente

Para determinar el limite de deteccién, de forma directa y
después del enriquecimiento, de las distintas técnicas citadas
en apartados anteriores en alimentos de origen marino se
llevd a cabo un ensayo, por triplicado, con muestras
inoculadas artificialmente con diferentes concentraciones de
V. vulnificus.

Para ello, se aplico el mismo protocolo que con V.
parahaemolyticus (ver punto 6.1.1.). Para realizar el inéculo
se uso la cepa Vibrio vulnificus CECT 529, a concentraciones
desde 10° hasta 10° ufc/ml (Figura 8).
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CARNE DE MEJILLON (10g)

90 ml APW 2% NaCl
+

V. vulnificus (10° hasta 10° ufc/ml)

ENRIQUECIMIENTO

MUESTRADIRECTA 24 horas/ 37 °C

1ml 1ml 1ml 1ml
100 pl 100 pl
PCR FISH PCR FISH
Cultivoen TCBS Cultivoen TCBS
24-48h/37°C 24-48h/37°C

Figura 8. Deteccion de V. vulnificus en muestras de alimentos de origen
marino inoculadas con concentraciones crecientes de la bacteria

6.3.2. Andlisis del limite de deteccion en aguas
inoculadas artificialmente

Para determinar el limite de detecciéon de las distintas
técnicas citadas en apartados anteriores, en muestras de
agua directamente y después de enriquecimiento, se llevé a
cabo un ensayo, por triplicado, con muestras de agua de mar
esterilizada.
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Para ello, se aplico el mismo protocolo que con V.
parahaemolyticus (ver punto 6.1.2.). Para realizar el inéculo
se uso la cepa Vibrio vulnificus CECT 529, a concentraciones
desde 10° hasta 10° ufc/ml (Figuras 9y 10).

AGUA ESTERILIZADA (99 ml)
-+

V. vulnificus (10° hasta 10° ufc/ml)

v
CENTRIFUGACION

v
RESUSPENDER EN 2100 pul PBS 1X

MUESTRADIRECTA

1ml 1 mi

100 pl

PCR FISH

Cultivoen TCBS
24-48h/37°C

Figura 9. Deteccion directa de V. vulnificus en muestras de agua
inoculadas artificialmente con concentraciones crecientes de la bacteria
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AGUA ESTERILIZADA (99 ml)
-+

V. vulnificus (10° hasta 10° ufc/ml)

l

FILTRACION

l

MEMBRANA
-+

100 ml APW 2% NaCl

ENRIQUECIMIENTO
24 h/37°C

1ml 1mil

100 l

PCR FISH
Cultivoen TCBS

24-48h/37°C

Figura 10. Deteccidn tras enriquecimiento de V. vulnificus en muestras de
agua inoculadas artificialmente con concentraciones crecientes de la
bacteria
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7.APLICACION EN MUESTRAS DE ALIMENTOS DE ORIGEN
MARINO Y AGUAS

Una vez puestos a punto los métodos de deteccién para V.
parahaemolyticus y V. vulnificus, se comprobd la utilidad de
éstos en alimentos de origen marino y en aguas, tanto de
playa como residuales.

7.1. Deteccion de Vibrio spp., Vibrio parahaemolyticus y
Vibrio vulnificus en muestras alimentarias de origen
marino

Se analizaron 83 muestras de alimentos para evaluar la
presencia de Vibrio spp., V. parahaemolyticus y V. vulnificus:
22 muestras de mejilléon, 22 muestras de almeja, 12 de ostra,
2 muestras de anguila, 14 de chirla, 2 de tellina, 2 de gamba,
3 muestras de salmdn, 2 de cangrejo y dos muestras de
percebe (Tabla 1-Anexo VI).

Para el procesado de las muestras se procedié del mismo
modo que en los apartados 6.1.1 y 6.3.1, con la Unica
diferencia de que la cantidad usada para cada analisis fue de
25 gr, que se homogeneizaron en 225 ml de APW 2% NaCl.

7.2. Deteccion de Vibrio spp., Vibrio parahaemolyticus y
Vibrio vulnificus en muestras de agua

Se analizaron 120 muestras de agua para evaluar la presencia
de Vibrio spp., V. parahaemolyticus y V. vulnificus: 32
muestras de agua de mar procedentes de las playas mas
cercanas a la ciudad de Valencia y 88 muestras de agua
residual procedentes de tres Estaciones Depuradoras de
Agua Residual de la Comunidad Valenciana y de acequia de
Valencia (Tabla 2-Anexo VI).
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Para el procesado de las muestras se procedié del mismo
modo que en los apartados 6.1.2 y 6.3.2.

7.3. Aislamiento de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio
vulnificus en medio de cultivo selectivo TCBS

Para el aislamiento de posibles cepas pertenecientes a las
dos especies del género Vibrio en estudio, 100 pul de cada
muestra de agua, sin y con enriquecimiento, se sembraron
por duplicado en agar TCBS. Para alimentos, 10 g de de cada
muestra se anadieron a bolsas estériles que contenian 90 ml
de Agua de Peptona Alcalina adicionada al 2% con NaCl (APW
2%), y se procedid a su homogeneizacién durante dos
minutos. Posteriormente, 100 pl de cada muestra, sin y con
enriquecimiento, se sembraron por duplicado en agar TCBS.
Tras 24-48 horas de incubacién a 379C, las colonias con
coloracion verde se resembraron dos veces en agar TCBS
para obtener un cultivo puro.

Tras el crecimiento, se realizé la identificacidon bioquimica de
cada cepa aislada mediante el uso del sistema comercial
API20E.

7.4. Secuenciacion de los productos de amplificacion

Para confirmar la identificacidon de las cepas aisladas en agar
TCBS y caracterizadas fenotipicamente, el ADN extraido de
las cepas de V. parahaemolyticus se amplificé usando los
iniciadores R-TL y L-TL mediante el protocolo descrito en el
apartado 2.2.2., y el de las cepas aisladas de V. vulnificus se
amplificd mediante los iniciadores VVH785 y VVH990 como
se describe en el apartado 2.2.3.

Ademads, se llevd a cabo la amplificacion del ARNr 16S de
todas las cepas aisladas. Para ello, se usaron los iniciadores
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27f (5- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3°) vy 1492r (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3") descritos por Lane (1991). La
amplificacion se llevo a cabo a una temperatura de unién de
los iniciadores de 42°C (Engel et al., 2004). Los productos de
la las tres amplificaciones fueron purificados con un kit de
Qiaquick PCR (Qiagen lberia S.L., Madrid, Espaia), segun el
protocolo del fabricante.

Todos los productos de amplificacién fueron secuenciados. La
secuenciacion fue llevada a cabo en la empresa Sistemas
Genomicos S.L. (Valencia, Espafia). La similitud de los
fragmentos obtenidos con las secuencias correspondientes a
las especies de Vibrio disponibles en las bases de datos se
determind con el programa de alineacién BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov).

8.DETERMINACION DEL BIOTIPO DE LAS CEPAS DE V.
VULNIFICUS

Para la determinacién del biotipo de las cepas de V. vulnificus
aisladas de las muestras de alimentos y de aguas se utilizaron
dos parejas de iniciadores disefiados por Senoh et al. en
2005.

El primer par de iniciadores amplificaban un fragmento del
gen vvhA de 813 pares de bases caracteristico de las cepas de
V. wulnificus biotipo 1, patdgenas de anguilas, cuyas
secuencias son:

vvhA-1F: 5'- AGATTAAGTGTGTGTTGCACACAAGCGGTG
vvhA-1R: 5'- ACCGAAAACAGCGCTGAAGGAAGAACGGTA
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El segundo par de iniciadores amplificaban también un
fragmento del gen vwhA de 813 pares de bases pero que es
caracteristico de las cepas de V. vulnificus biotipo 2,
patdgenas de humanos. Las secuencias de estos dos
iniciadores son:

vvhA-2F: 5°- AAATTAAGTGCGTGCTACACACAAGTGGTG
vvhA-2R: 5'- ACTGAGAAGAGTGCTGAAGGGATTACCGTA

Las reacciones de amplificacién se llevaron a cabo del modo
descrito por Senoh et al. (2005) en un volumen de reaccion
de 40 pl y siguiendo el siguiente protocolo de amplificacidn:

N2 ciclos Temperaturas y tiempos Proceso

1 ciclo 95°C durante 2 min Desnaturalizacién

35 ciclos 95°C durante 30 segundos Desnaturalizacion
57°C durante 30 segundos Unidn al iniciador
72°C durante 90 segundos Extensién del producto

1 ciclo 72°C durante 90 segundos Extensién del producto

Para comprobar la amplificacion se realizd una electroforesis
en gel de agarosa al 1% en tampdn TAE 1X sometido a 90 V
durante 90 minutos. Los fragmentos se visualizaron bajo luz
ultravioleta (UV) tras tefiirlos con bromuro de etidio a una
concentracion del 1%.

9.AMPLIFICACION DEL ADN MEDIANTE INICIADORES DE

SECUENCIA ALEATORIA (“RANDOM AMPLIFIED
POLYMORPHIC DNA” O RAPD)

Para la caracterizacion de las cepas obtenidas en este trabajo
se utilizaron 2 iniciadores distintos, de 15 y 10 pares de
bases, para la caracterizacién de V. parahaemolyticus y V.
vulnificus.
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El primero de ellos, fue el iniciador M13, descrito por Huey
and Hall en 1989:

M13: 5" - GAGGGTGGCGGTTCT - 3°
El segundo fue el inciador 7254, descrito por Lane en 1991:

7254:5’ - AGTCAGCCAC - 3’

Las reacciones de amplificacién se llevaron a cabo en un
volumen total de 50 pl, conteniendo:

Tag- ADN polimerasa 25U
Tampon Buffer (10 x) 5ul
Desoxirribonucledtido trifosfato (dANTP) 200 pMm
Cloruro de Magnesio (MgCl,) 4 um
Iniciador 0,4 uM
ADN muestra 5ul
Agua 32 ul

Y el protocolo de amplificacion fue el siguiente:

Ne ciclos Temperaturas y tiempos  Proceso
1 ciclo 94°C durante 5 min Desnaturalizacidn
35 ciclos 94°C durante 1 min Desnaturalizacion
32°C durante 2 min Unidn al iniciador
72°C durante 2 min Extension del producto
1 ciclo 72°C durante 2 min Extension del producto
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Para comprobar la amplificacion se realizd una electroforesis
en gel de agarosa al 1% en tampdn TAE 1X sometido a 90 V
durante 90 minutos. Los fragmentos se visualizaron bajo luz
ultravioleta (UV) tras tefirlos con bromuro de etidio a una
concentracion del 1%.

9.1. Analisis de los perfiles de bandas generados por RAPD

Los perfiles de bandas fueron visualizados bajo luz
ultravioleta y se registraron en un soporte informatico. A
continuacion, los perfiles electroforéticos se analizaron con el
programa informatico TDI-Lane Manager (TDI, Espafia).

El primer paso del analisis consistié en determinar el tamafio
de cada banda, mediante extrapolacion de la distancia de
migracion de los fragmentos del marcador (100 pb DNA
Ladder, Fermentas). Para ello, se empled el programa 1D-
Manager (TDI), mediante el cual se definen los perfiles de
bandas y el perfil de referencia correspondiente al marcador
de peso molecular, de modo que el programa estima el
tamafio de las diferentes bandas de cada microorganismo.
Posteriormente, se construye una matriz de distribucién de
los fragmentos. En la matriz, las filas representan las diversas
bandas generadas por amplificacién del ADN y las columnas
se corresponden con los distintos microorganismos
analizados. La comparacion entre microorganismos se realiza
mediante el coeficiente de similitud de Dice (SD), definido
como:

_ 2a
® 2a+b+c

siendo: a: niUmero de bandas comunes para ambas cepas.
b y c: nUmero de bandas no comunes en cada cepa.
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Con ayuda del programa informatico Lane Manager (TDI) se
determinan los coeficientes de similitud de Dice para cada
combinacidon de parejas de microorganismos. El programa
construye una matriz de similitud cuyas filas y columnas se
corresponden con los microorganismos y que esta
compuesta por los valores del coeficiente de Dice. Aplicando
el algoritmo matematico UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Average Linkage) los microorganismos son
agrupados basandose en la similitud de sus perfiles de
bandas y se construye una representacidn grafica de las
relaciones entre los microorganismos  analizados,
denominada “Dendrograma”.

Ademads del la obtencion del dendograma, el programa
informatico nos permite obtener el grado de correlacién
cofenética (r) entre la matriz de similitud original y el
dendograma. La correlacidn cofenética es el coeficiente lineal
de Pearson, este valor nos mide la proporcionalidad entre
ambas matrices. Si el valor de r estd entre 1 y 0,9 la
clasificacion realizada en el dendograma es exacta. Cuanto
mas nos alejemos de este valor, menos fiable serd la
clasificacidon que nos marca el dendograma.
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1.PUESTA A PUNTO DE METODOS DE DETECCION E
IDENTIFICACION DE VIBRIO SPP., VIBRIO
PARAHAEMOLYTICUS Y VIBRIO VULNIFICUS MEDIANTE PCR
CONVENCIONAL

1.1. Deteccion mediante PCR simple
1.1.1. Deteccion de Vibrio spp.

Tras evaluar diversas concentraciones de iniciadores y MgQd
con los iniciadores 567F y 680R (Thompson et al., 2004), la
reaccion de amplificacién se llevé a cabo en un volumen de
30 ul conteniendo tampdn 10X, 4 mM de MgCl,, 0,2 mM de
cada nucleétido, 0,4 uM de los iniciadores 567F y 680R, 0,75
U del enzima Tag ADN polimerasa y 2 pl de ADN molde de
cada muestra.

La mezcla de reaccién fue sometida a los siguientes ciclos de
temperatura:

N°ciclos Temperatura Tiempo Proceso
1 94°C 2 minutos Desnaturalizacién
35 94°C 1 minuto  Desnaturalizacidn
58°C 1 minuto  Alineacidn
72°C 2 minutos Extension
1 72°C 3 minutos Extension

Una temperatura de unidn de los iniciadores de 58°C fue
suficiente para conseguir la amplificacién de todas las cepas
del género Vibrio estudiadas.

Se comprobd la especificidad de los iniciadores con la bateria
de cepas de referencia descritas en Material y Métodos. Las
especies del género Vibrio mostraron una banda de
amplificacion de 114 pares de bases (Figura 1). Las especies
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no pertenecientes al género no mostraron amplificacion
cuando se sometieron a PCR empleando estos iniciadores y

condiciones de amplificacion.

Figura 1. Deteccion de Vibrio spp.: 1, Marcador de peso molecular
(100pb); 2, Vibrio fluvialis CECT 4217; 3, Vibrio mediterranei CECT 621; 4,
Vibrio mytili CECT 632; 5, Vibrio furnissii CECT 4349; 6, Vibrio natriegens
CECT 526; 7, Vibrio vulnificus CECT 529; 8, Vibrio vulnificus DMSZ 10143;
9, Vibrio vulnificus CECT 5167; 10, Vibrio vulnificus CECT 5198; 11, Vibrio
vulnificus CECT 4863; 12, Vibrio parahaemolyticus CECT 511; 13, Vibrio
parahaemolyticus CECT 612; 14, Vibrio parahaemolyticus CECT 5271; 15,
Control negativo

El limite de deteccidn de la técnica fue de 1 x 10* u.f.c./ml.

1.1.2. Deteccion de Vibrio parahaemolyticus

Los iniciadores empleados fueron R-TL y L-TL (Taniguchi et
al., 1985). Tras evaluar distintas concentraciones de
iniciadores, MgCl, y BSA, la reaccién de amplificacion se llevd
a cabo en un volumen final de 25 pl conteniendo: Tadmp
10X, 5 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada nucleétido, 0,4 uM de
los iniciadores R-TL y L-TL, 0,8 pg/ml de BSA, 0,75 U del
enzima Taq ADN polimerasa y 2,5 pl de ADN molde de cada
muestra.
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La mezcla de reaccién se sometid a los siguientes ciclos de
temperatura:

N°ciclos Temperatura Tiempo Proceso

1 94°C 3 minutos Desnaturalizacion
35 94°C 1 minuto  Desnaturalizacién
68°C 1 minuto  Alineacion
72°C 2 minutos  Extensién
1 72°C 3 minutos Extension

La especificidad de los iniciadores R-TL y L-TL se comprobd
con las cepas de referencia enumeradas en Material y
Métodos. Se observd la banda esperada de 450 pares de
bases en las tres cepas de V. parahaemolyticus estudiadas
(Figura 2). No se observé banda de amplificacién en el resto
de cepas analizadas.

Figura 2. Deteccion de Vibrio parahaemolyticus: 1, Vibrio
parahaemolyticus CECT 511; 2, Vibrio parahaemolyticus CECT 612; 3,
Vibrio parahaemolyticus CECT 5271; 4, Control negativo; 5, Marcador de
peso molecular (100 pb)
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El limite de deteccién de la técnica fue de 1 x 10%u.f.c./ml.

1.1.3. Deteccion de Vibrio vulnificus

Se emplearon los iniciadores VVH785 y VVH990 (Panicker et
al., 2003). Tras evaluar diferentes condiciones, la reaccion de
amplificacion se llevd a cabo en un volumen final de 80
conteniendo: Tampdn 10X, 4 mM de MgCl,, 0,16 mM de cada
nucledtido, 1 uM de cada uno de los iniciadores VVH785 y
VVH990, 1.25 U de Tag ADN polimerasa y 2,5 ul de ADN
molde de cada muestra.

La reaccion se sometio a los siguientes ciclos de temperatura:

N°ciclos Temperatura Tiempo Proceso
1 94°C 3 minutos Desnaturalizacién
35 94°C 1 minuto  Desnaturalizacidn
60°C 1 minuto  Alineacidn
72°C 1 minuto  Extension
1 72°C 1 minuto  Extension

La especificidad de los iniciadores VVH785 y VVH990 se
comprobé con la bateria de cepas de referencia descritas en
material y métodos. Se observd la banda de amplificaciéon de
205 pares de bases en las siete cepas de V. vulnificus
analizadas (Figura 3). No se observd dicha banda de
amplificacion ni en las otras especies del género Vibrio, ni en
el resto de cepas estudiadas.
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Figura 3. Deteccion de Vibrio vulnificus: 1, Marcador de peso molecular
(100 pb); 2, Vibrio vulnificus CECT 529; 3, Vibrio vulnificus CECT 5167; 4,
Vibrio vulnificus CECT 5198; 5, Vibrio vulnificus DMSZ 10143; 6, Control
negativo

El limite de deteccidn de la técnica fue de 1 x 10% u.f.c./ml.

1.2. Deteccion conjunta de Vibrio spp., Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio vulnificus mediante PCR
multiple

Se usaron los iniciadores 567F/680R, R-TL/L-TL vy
VVH785/VVH990 para la deteccion de Vibrio spp., V.
parahaemolyticus y V. vulnificus respectivamente.

La reaccion mas eficaz consistié en un volumen final de 60 pl
conteniendo 4 ul de ADN molde de cada muestra, 0,4 uM de
los iniciadores 567F y 680R, 0.4 uM de los iniciadores R-TL y
L-TL, 1 uM de los iniciadores VVH785 y VVH990, 6 mM de
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MgCl,, 1 pg/ml de BSA, 0.25 mM de cada nucleétido y 2.25 U
Tag ADN polimerasa.

Una temperatura de unidn de las tres parejas de iniciadores
al ADN diana de 65°C fue suficiente para la deteccién
especifica de todas las especies del género Vibrio y las dos
especies V. parahaemolyticus y V. vulnificus, observandose
tres bandas tipicas de amplificacién de 114, 450 y 205 pares
de bases, respectivamente.

N°ciclos Temperatura Tiempo Proceso
1 94°C 3 minutos Desnaturalizacion
35 94°C 1 minuto Desnaturalizacién
65°C 1 minuto Alineacién
72°C 2 minutos Extension
1 72°C 3 minutos Extension

La especificidad de los iniciadores se comprobd una vez mas
con todas las cepas de referencia. Solamente se observaron
bandas de amplificacién de 114 pares de bases en las cepas
del género Vibrio, de 450 pb en las diferentes cepas de V.
parahaemolyticus y de 205 pb en las cepas de V. vulnificus
(Figura 4 y 5). El resto de cepas analizadas no pertenecientes
al género Vibrio no presentaron ninguna de las bandas.



Resultados

LT LT 1 T Reletoter

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 4. Deteccion mediante PCR multiple de Vibrio spp., V.
parahaemolyticus y V. vulnificus. 1, Marcador de peso molecular (100
pb); 2, V. fluvialis CECT 4217; 3, V. mediterranei CECT 621; 4, V.
mediterranei CECT 622; 5, V. mytili CECT 632; 6, V. furnissii CECT 4349; 7,
V. natriegens CECT 526; 8, Escherichia coli CECT 4953; 9, Salmonella
typhimurium NCTC 12117; 10, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145; 11,
Listeria monocytogenes CECT 935; 12, Listeria innocua CECT 910T; 13,
Enterobacter cloacae CECT 194T; 14, V. parahaemolyticus CECT 511; 15,
V. vulnificus CECT 529; 16, Control negativo; 17, Marcador de peso
molecular (100 pb).

El limite de deteccidon de esta técnica de PCR multiple para
Vibrio spp. fue de 1 x 10* u.f.c/ml, para Vibrio
parahaemolyticus 1 x 10° u.f.c./ml y para Vibrio vulnificus 1 x
10* u.f.c./ml.
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2.PUESTA A PUNTO DE METODOS DE DETECCION E
IDENTIFICACION DE VIBRIO SPpP., VIBRIO
PARAHAEMOLYTICUS Y VIBRIO VULNIFICUS MEDIANTE
HIBRIDACION /N SITU CON SONDAS FLUORESCENTES (FISH)

2.1. Deteccion de Vibrio spp.

Para la deteccion de Vibrio spp. mediante la técnica de
hibridacidn in situ con sondas fluorescentes se estudiaron
dos sondas:

a) Sonda GV disefiada por Giuliano et al. (1999)

El alineamiento de secuencias de la sonda GV para la

deteccion de Vibrio spp. con las secuencias contenidas en el
GeneBank mostro su validez teédrica (Tabla 1).
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1 AGGCCACAACCTCCAAGTAG 2 Sonda GV
T O I I
16S ARNTr V. vulnificus
843 AGGCCACAACCTCCAAGTAG 824 (AE016796)
T O I I
16S ARNr
V. parahaemolyticus
843 AGGCCACAACCTCCAAGTAG 824 (BA000032)
T O O O O B A A
16S ARNr V. natriegens
845 AGGCCACAACCTCCAAGTAG 826 (JF700507)
T O O O O B A A
16S ARNr
V. mediterranei
808 AGGCCACAACCTCCAAGTAG 789 (HM584044)
T O I I
16S ARNr V. mytili
824 AGGCCACAACCTCCAAGTAG 805 (X99761)
T O I I
16S ARNTr V. fluvialis
825 AGGCCACAACCTCCAAGTAG 806 (FR695475)
T O I I
16S ARNTr V. furnissii
798 AGGCCACAACCTCCAAGTAG 779 (CP002377)

Tabla 1. Alineamiento de secuencias de la sonda GV.

A continuacién se procedio a la evaluacion de la accesibilidad
de la sonda al ARN ribosdmico. En la Figura 5 se observa una
clasificacion de las zonas del ARNr en funcion de la
accesibilidad de las sondas, de forma que las zonas de clase |
serian las mas accesibles, entre un 81 y 100%, y las zonas de
clase VI serian las menos accesibles, entre un 0y 5%.

La sonda GV, hibridaria en zonas de la clase IV y V, con una
accesibilidad de entre el 6 y el 40%, por lo que no seria una
buena sonda a pesar de estar publicada y comprobada su
especificidad para Vibrio spp.
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Se procedid a la hibridacion de las diferentes cepas de
referencia del género Vibrio mencionadas en Material y
Métodos empleando las sondas GV y EUB (control).
Evaluando diferentes concentraciones de formamida en la
solucidn de hibridacion y diferentes tiempos de hibridacion,
tras observar al microscopio no se vio sefial de fluorescencia
(Figura 6) en ninguna de las células fijadas, mientras que si
gue se obtuvo fluorescencia con la sonda control EUB (Figura
7).

Se fijaron de nuevo las células para descartar problemas en el
paso de fijacién de las mismas y se llevd a cabo de nuevo la
hibridacion, obteniéndose los mismos resultados. Por tanto,
procedimos a buscar otra sonda para la deteccion de las
especies del género Vibrio y a comprobar su accesibilidad,
especificidad y funcionalidad.
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. class |: 81-100%
class II: 61-80%
thass 1Ll 41-60%
.chss Iv: 21-40%

.clm Vi6-20%
.='m VI 0-5%
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Figura 5. Acceso a las estructuras secundarias del ARNr 16S (A) y 23S (B)
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Figura 6. Vibrio vulnificus CECT 529 hibridada con GV marcada con el
fluorocromo Cy3 (rojo)

Figura 7. Vibrio vulnificus CECT 529 hibridada con las tres sondas EUB
marcadas con el fluorocromo 6-FAM (Verde)
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b) Sonda VIB disefiada por Moreno et al. (1999)

199

201

202

402

198

200

201

ACAGTACTCTAGTCTGCGAG 20 Sonda VIB

16S ARNr V. vulnificus

ACAGTACTCTAGTCTGCGAG 180 (AE016796)

16S ARNr
V. parahaemolyticus

ACAGTACTCTAGTCTGCGAG 182 (AB029907)

16S ARNr V.

ACAGTACTCTAGTCTGCGAG 183 natriegens (JF700507)

16S ARNr V.
mediterranei

ACAGTACTCTAGTCTGCGAG 383 (NR029257)

16S ARNr V. mytili

ACAGTACTCTAGTCTGCGAG 179 (HM584080)

16S ARNTr V. fluvialis

ACAGTACTCTAGTCTGCGAG 181 (NR036790)

16S ARNTr V. furnissii

ACAGTACTCTAGTCTGCGAG 180 (NR037067)
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Tabla 2. Alineamiento de secuencias de la sonda VIB

El alineamiento de secuencias de la sonda VIB con las
secuencias contenidas en el GeneBank mostré su validez
tedrica (Tabla 2) para la deteccidn de las especies del género
Vibrio, no presentando alineamiento con otras especies de
otros géneros.

A continuacién se procedio a la evaluacion de la accesibilidad
de la sonda al ARN ribosémico. La sonda VIB hibridaria segin
a la especie a la que se una en zonas de clase | y clase Il, con
una accesibilidad de entre 61 hasta 100%. Por tanto es una
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buena sonda para la deteccién de las distintas especies del
género Vibrio.

A nivel practico, la especificidad de esta sonda VIB quedd
comprobada mediante hibridacién de la misma con la bateria
de cepas nombrada en Material y Métodos. Habiendo
probado diferentes concentraciones (0, 10, 20, 30 y 40%) de
formamida en la solucidn de hibridacion y diferentes tiempos
de incubacién para la hibridacién, se vio que mediante la
adicion al tampdn del 30% de formamida e incubando las
muestras 1.5 horas para la hibridacidn, se obtenia el mayor
nivel de fluorescencia (Figuras 8, 9, 10 y 11) y se
discriminaban perfectamente las células pertenecientes al
género Vibrio de las que no pertenecen a este género.

Por tanto, esta sonda VIB es la que se selecciond para la
deteccion de las especies del género Vibrio en las diferentes
muestras de alimentos de origen marino y aguas costeras y
residuales mediante hibridacidn in situ.
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Figura 8. Vibrio vulnificus CECT 529 hibridada con VIB marcada con el
fluorocromo Cy3 (rojo)

Figura 9. Vibrio parahaemolyticus CECT 511 hibridada con VIB marcada
con el fluorocromo Cy3 (rojo)
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Figura 10. Vibrio vulnificus CECT 529 hibridada con las tres sondas EUB
marcadas con el fluorocromo 6-FAM (Verde)

Figura 11. Vibrio parahaemolyticus CECT 511 hibridada con las tres
sondas EUB marcadas con el fluorocromo 6-FAM (Verde)
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2.2. Deteccion de Vibrio parahaemolyticus

a) Disefo de la sonda VPA

En este trabajo se ha disefiado una sonda especifica, VPA,
para la deteccion de V. parahaemolyticus. El alineamiento de
secuencias de la sonda con las secuencias contenidas en el
GeneBank mostro su validez tedrica (Tabla 3) ya que no
presentan alineamiento con otras especies del mismo género
ni de géneros préximos.

I

TACATAGGGTAAGGAGGC G 21 SondaVPA
O e e e e O

23S ARNr V.
parahaemolyticus
*AATACATAGGGTAAGGAGGTCG * (DQ863676)

* No esta totalmente secuenciado el 23S ARNr de V. parahaemolyticus

Tabla 3. Alineamiento de secuencias de la sondas VPA

A continuacién se procedié a la evaluacion de la accesibilidad
de la sonda al ARN ribosémico y se vio que hibridaria en
zonas de clase IV y V con una accesibilidad de entre el 6 y el
40%, por lo que no seria una sonda dptimas a pesar de ser
especifica para V. parahaemolyticus.

A pesar de ello se procedié a comprobar la especificidad y la
funcionalidad de la sondas usando las diferentes cepas de V.
parahaemolyticus nombradas en Material y Métodos. Se
probaron distintas condiciones y distintos tiempos de
hibridacion. Tras el estudio se comprobd que no existia sefial
de fluorescencia con la sonda VPA (Figura 12), y sin embargo,
la sonda EUB hibridaba adecuadamente con las células de V.
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parahaemolyticus, mostrando una gran fluorescencia (Figura
13).

Figura 12. Vibrio parahaemolyticus CECT 511 hibridada con la sonda VPA
marcada con el fluorocromo 6-FAM (Verde)

Figura 13. Vibrio parahaemolyticus CECT 511 hibridada con las tres
sondas EUB marcadas con el fluorocromo Cy3 (Rojo)

Tras varias busquedas bibliograficas y tras varios intentos de
disefio de sondas no se obtuvieron buenos resultados en
ningun caso, por lo que se descarté el uso de estas sondas
para la deteccidon en muestras ambientales.
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2.3. Deteccion de Vibrio vulnificus

a) Sondas Vvul235296, obtenida a partir de un iniciador
para PCR disefiado por Randa et al. (2004) y Vvu3
disefada por Aznar et al. (1994)

El alineamiento de secuencias de las sondas Vvul235296 vy
Vvu3 para la deteccion de V. vulnificus con las secuencias
contenidas en el GeneBank mostro su validez tedrica (Tablas
4 y 5), ya que no presenta alineamiento con otras especies
del mismo género ni de géneros préximos.

1 ACTCAATGATACTGGCTTA 19 Sonda Vvul235296
T T A A O A R A R A
23S ARNTr V. vulnificus
156 ACTCAATGATACTGGCTTA 138 biotipo1(X87293)
T T T Y A A O
23S ARNTr V. vulnificus
156 ACTCAATGATACTGGCTTA 138 biotipo2(X87294)

Tabla 4. Alineamiento de secuencias de la sonda Vvul235296

1 ACCGTTCGTCTAACACAT 18 Sonda Vvu3
Frrrrrrrrerrrrrrd
23S ARNTr V. vulnificus
296 ACCGTTCGTCTAACACAT 279 biotipo1(X87293)
Frrrrrrrrerrrrrrd
23S ARNTr V. vulnificus
296 ACCGTTCGTCTAACACAT 279 biotipo 2 (X87294)

23S ARNTr V. vulnificus
296 ACCGTTCGTCTAACACAT 279 27562ATCC(U10951)

Tabla 5. Alineamiento de secuencias de la sonda Vvu3
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A continuacidén se procedio a la evaluacion de la accesibilidad
de las sondas al ARN ribosomico y se vio que ambas
hibridarian en zonas de clase IV con una accesibilidad de
entre el 21 y el 40%, por lo que no serian sondas 6ptimas, a
pesar de ser especifica para V. vulnificus.

Se procedié a comprobar la especificidad y la funcionalidad
de las sondas usando las diferentes cepas de referencia de V.
vulnificus. Se probaron distintas condiciones y tiempos de
hibridacion. Tras el estudio se comprobd que no existia sefial
de fluorescencia ni con la sonda Vvul235296 (Figura 14), ni
con la sonda Vvu3 y sin embargo, la sonda EUB (Figura 15)
hibridaba adecuadamente con las células de V. vulnificus,
mostrando una gran fluorescencia.
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Figura 14. Vibrio vulnificus CECT 529 hibridada con la sonda Vvul235296
marcada con el fluorocromo 6-FAM (Verde)

Figura 15. Vibrio vulnificus CECT 529 hibridada con las tres sondas EUB
marcadas con el fluorocromo Cy3 (Rojo)

Tras varias busquedas bibliograficas, procedimos al disefio de
una nueva sonda para la deteccién de V. vulnificus.

b) Disefio de las sondas Vul23 y Vvran2

Los alineamientos de secuencias de las sondas Vul23 vy
Vvran2 mostraron su validez tedrica (Tablas 7 y 8), ya que
solo presentan alineamiento con especies del género V.
vulnificus.
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(=Y
— >
—
— 0o
— >
—
— >
— 0
—

G 19 Sonda Vul23
I

23S ARNr

V. vulnificus biotipo 1
G A 132 (X89273)
[

N
wn
Y

— >

— 0O

23S ARNr

V. vulnificus biotipo 2
G A 132 (X89274)
[

23S ARNr
V. vulnificus 27562
151 ACAGTACTCTAGTCTGCGA 132 ATCC(U10951)

Tabla 6. Alineamiento de secuencias de la sonda Vul23

1 TACACAATCTGCTTAGCC A 18 SondaVvran2
O O O O O O A
23S ARNr
V. vulnificus biotipo 1

— 0
— >
— 0
— >
— >
—
— 0
—
— o
— 0
— -
—
— o
— 0
— 0

A 331 (AE16796)
I

23S ARNr
V. vulnificus biotipo 2
349 TACACAATCTGCTTGCC A 331 (AE16795)

Tabla 7. Alineamiento de secuencias de la sonda Vvran2

Tras la evaluacién de la accesibilidad de la sonda Vul23 se
obtuvieron resultado del 21-40% de accesibilidad, por lo que
se procedid a evaluar la funcionalidad y especificidad a nivel
practico. Esta evaluacidn se realizdé del mismo modo que con
las otras dos sondas ya disefiadas para la deteccién de V.
vulnificus.

Los resultados obtenidos no fueron satisfactorios, ya que tras
hibridar toda la bateria de cepas de referencia de V.
vulnificus no existia sefial de fluorescencia con la sonda Vul23
(Figura 16), mientras que la sonda EUB hibridaba
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adecuadamente con las células, mostrando una gran
fluorescencia (Figura 17).

Figura 16. Vibrio vulnificus CECT 529 hibridada con la sonda Vul23
marcada con el fluorocromo 6-FAM (Rojo)

Figura 17. Vibrio vulnificus CECT 529 hibridada con las tres sondas EUB
marcadas con el fluorocromo Cy3 (Verde)

Del mismo modo se procedié al alineamiento y evaluacién de
la accesibilidad de la sonda Vvran2 disefiada en este trabajo,
y a comprobar la funcionabilidad y especificidada a nivel
practico. Los resultados obtenidos fueron los mismos que con
la sonda Vul23.
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Por tanto, no obtuvimos ninguna sonda de hibridaciéon
adecuada para la deteccién de V. vulnificus en muestras
ambientales.

3.PUESTA A PUNTO DE METODOS DE DETECCION,
IDENTIFICACION Y  CUANTIFICACION DE  VIBRIO
PARAHAEMOLYTICUS Y VIBRIO VULNIFICUS MEDIANTE PCR
A TIEMPO REAL

3.1. Deteccidén y cuantificaciéon de Vibrio parahaemolyticus
usando el agente intercalante SYBR Green |

3.1.1. Analisis cualitativo

Se emplearon los iniciadores R-TL y L-TL, usados también en
la deteccion de V. parahaemolyticus mediante PCR
convencional.

Tras evaluar distintas concentraciones de MgCl, e iniciadores,
se establecié un volumen final de 20 ul conteniendo 2 ul de
DNA molde, 0.3 uM de cada iniciador, 4 mM de MgCl, y 2 ul
de LightCycler-FastStart DNA Master SYBR Green | que
contenia la concentracidon éptima de nucledtidos, Tag ADN
Polimerasa y Taq PCR tampén.

Una temperatura de 68°C fue suficiente para que la reaccion

fuese especifica para esta especie. Las condiciones éptimas
de amplificacién fueron las siguientes:
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Nombre Ciclos Tipo Temperatura Tiempo Rampa Modo
Programa analisis (2C) (h:mm:ss) T2 (°C/s) Adquisicién
Desnat. 1 Ninguno 95 0:10:00 20 Ninguno
Amplif. 40 Cuantificacion 95 0:00:10 20 Ninguno
68 0:00:04 20 Ninguno
72 0:00:18 20 Sencilla
Fusion 1 Curvas fusién 95 0:00:00 20 Ninguno
73 0:00:20 20 Ninguno
95 0:00:00 0.1 Continuo
Enfriam. 1 Ninguno 40 0:00:30 20 Ninguno
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En la figura 18, se muestra el ensayo de especificidad con las

distintas cepas del género Vibrio (18.A) y con otras cepas

(18.B) no pertenecientes al género Vibrio nombradas en la

Tabla 1 del punto 1 de Material y Métodos respectivamente.



Resultados

o — /. parahaemaolyticus CECTS511

8 r A
Vovulnificus CECT 529

6 F — V. fluvialis CECT 4217

5 F

V. furnissii CECT 4349
3+ - |/ mediterranel CECT 621

— . mytili CECT 632

1 _-@!4
i} ] —, natriegens CECT 526

Fluorescencia 530 (Unidades arbitrarias)

0 10 20 30
——=C(ontrol-
A Ciclos
B = Escherichiacoli CECT 4953
9
= ——Salmeonella typhimurium NCTC
T8 12117
3 7 = Pseudomonas aeruginosa
- ATCC 10145
%6 ——Listeria monocytogenes CECT
o
g 935
5 5 — | isteria innocua CECT 9107
o 4
o = [nterobacter cloacae CECT
g3 1947
< 3 -Arcobacter nitrofigilis CECT
E 7204
51 § = V. parahaemolyticus CECT 511
2 |== = —
e ——— e —
0 Control-
0 10 20 30
Ciclos

Figura 18 (A y B). Ensayo de especificidad de la PCR a tiempo real para V.
parahaemolyticus (Anexo VII)

La curva de fusién (Figura 19) muestra la temperatura de

fusion para V. parahaemolyticus, de 87 °C y para el resto de
especies ensayadas.
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Figura 19. Curvas de fusion de las distintas especies del género Vibrio
para la PCR de V. parahaemolyticus (Anexo VII)

3.1.2. Andlisis cuantitativo. Curva patron de V.
parahaemolyticus

Una vez se hubieron establecido las condiciones idéneas de
PCR para conseguir una completa especificidad, se llevé a
cabo el andlisis de cuantificacién. La figura 20 muestra las
curvas de amplificacion de los distintos patrones usados con
las tres réplicas realizadas.
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Figura 20. Curva de amplificacidon con las tres réplicas de los distintos
patrones y el control negativo para la PCR de V. parahaemolyticus (Anexo
Vi)

Usando el método “Second Derivative Maximum” se
obtuvieron los puntos de corte y las concentraciones de cada
patron usadas en el cédlculo de la curva. En la tabla 8 se
muestran los puntos de corte obtenidos de los cuatro
ensayos con 3 réplicas de cada patrdn, la media de estos
puntos de corte y la concentracion media calculada para el
ADN vy las células cultivables.
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Concentracion

Concentracion

Puntos de Corte media media
Media calculada calculada
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo4 Puntos de corte (u.f.c./ml) (ng ADN/ml)
15,05 14,9 14,9 15,02 1.8 x 108 1979.28
15,04 14,79 14,7 15,05
Patrén 1 15 14,68 15 15,08 14,93
18,86 18,88 18,56 18,73 1.1x107 120.956
18,67 18,89 18,67 18,67
Patron 2 18,78 18,76 18,87 18,72 18,75
21,63 21,89 21,34 21,32 2.4 x 10° 26.39
21,43 21,78 21,12 21,43
Patrén 3 21,45 21,91 21,21 21,37 21,49
24,91 24,44 24,01 24,93 3.5x10° 3.85
24,92 24,45 24,03 24,84
Patrén 4 24,87 24,39 24,13 24,66 24,55
27,13 27,31 27,01 27,24 1.6 x 10* 0.176
27,09 27,45 27,21 27,27
Patron 5 27,23 27,32 27,03 27,19 27,21
30,1 30,34 30,01 30,12 1.6x 103 0.0176
30,12 30,43 30,21 30,09
Patron 6 30,23 30,45 30,33 30,05 30,2




311 31,12 31,24 31,21 2.3x10? 0.00253
31,05 31,16 31,28 31,31

Patrén 7 31,14 31,43 31,19 31,28 31,2
33,88 34,02 34,09 33,98 4.63 x 10 0.00051
33,89 34,01 34,15 33,79

Patrén 8 33,99 34,12 34,01 33,82 33,97

Tabla 8. Puntos de corte obtenidos de los cuatro ensayos y concentraciones calculadas para la PCR de V. parahaemolyticus



Resultados

152

Estos datos se usaron para calcular las curvas patrén. La
eficiencia de la amplificacion de la PCR fue de 1.867 con un
error en el calculo de 0.0651.

CURVAS PATRON y ANALISIS DE REGRESION

y=-2,7825x+ 38,735
R*=0,9868

—CElUlas

DN

cp
=
w o

1g10 u.f.c. - ng ADN/mI

Figura 21. Curvas patron obtenidas para la PCR de V. parahaemolyticus
con una eficiencia de 1.867 y un error de 0.0651 y andlisis de regresion
para los valores de las curvas, a partir de células y a partir de ADN (Anexo
Vi)

3.1.3. Analisis del limite de detecciéon

El andlisis de la curva patrén mostré que la reaccion de PCR a
tiempo real para la deteccién y cuantificacion de V.
parahaemolyticus era capaz de detectar y cuantificar 0.51 pg
de ADN. Cuando se realizé el recuento de las colonias
presentes en la dilucién, el ensayo detectéd hasta 10 u.f.c.
(Figura 20) por mililitro.
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3.2. Deteccion y cuantificacion de Vibrio vulnificus usando
el agente intercalante SYBR Green |

3.2.1. Analisis cualitativo

En primer lugar se puso a punto la técnica de deteccidn de V.
vulnificus usando los mismos iniciadores que para el ensayo
de PCR convencional, VVH785 Y VVH990.

Se establecié un volumen final de 2Qul conteniendo 2 ul de
ADN molde, 0.4 uM de cada iniciador, 2 mM de MgGly 2 pl
de LightCycler-FastStart DNA Master Sybr Green I.

Las condiciones Optimas de PCR para la deteccidn de V.
vulnificus fueron las siguientes:

Tiempo

Nombre X Tipo Temperatur Rampa Modo
Programa clos analisis a(°C) ;h:mm:ss T2 (°C/s) Adquisicion
Desnat. 1 Ninguno 95 0:10:00 20 Ninguno
Amplif. 40 Cuantificacion 95 0:00:10 20 Ninguno
56 0:00:05 20 Ninguno
72 0:00:09 20 Sencilla
Fusidn 1 Curvas fusién 95 0:00:00 20 Ninguno
65 0:00:40 20 Ninguno
95 0:00:00 0.1 Continuo
Enfriam. 1 Ninguno 40 0:00:30 20 Ninguno

La figura 22 muestra un ensayo de especificidad donde se
observan las curvas de amplificacién de diferentes cepas del
género Vibrio (22.A) y de cepas de otros géneros (22.B)
nombradas en la Tabla 1 de Material y Métodos. En los ciclos
33 y 34 se observaron inicios de seial de fluorescencia en la
deteccion del ADN de V. natriegens y V. furnissii, pero en la
figura 23, que muestra las curvas de fusidn, se observa que la
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sefial era debida a la formacidn de dimeros de iniciadores, y
no a una amplificaciéon real de las moléculas de ADN de estas
bacterias.
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‘ 511
B -
2 L — fluvialis CECT 4217
= 6 F
- V. furnissii CECT 4349
it}
= 5 F
2
5 1k —a— V. mediterranei CECT 621
=
2 3 - -
w E B e\ mptili CECT 632
=
o2 F
Q = —_—V, natriegens CECT 526
R :
0 > Control -

] 10 20 30
Ciclos
B —Salmanella typhimurium NCTC
12117
Pseudomonas aeruginosa ATCC
5 F 10145

E -1 Escherichio coli CECT 4353

s

E 6 F Listerio monocytogenes CECT

"
935

o 5 L

- .

3 ——Listeria innocua CECT 910T

= 4t

==

8 3} ———Enterobacter cloacae CECT

s 1947

(= |

g - Arcobacter nitrofigilis CECT

I 7204

=]

= V.vulnificus CECT 529

=0 ESai————

i 3
0 10 20 30 —Control -
Ciclos

Figura 22 (A y B). Ensayo de especificidad de la PCR a tiempo real para V.
vulnificus (Anexo VII)
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La temperatura de fusidon fue de 86°C para este par de
iniciadores.

V. vulnificus CECT 523
=V, parohaemolyticus CECT 511
\ =, fluviclis CECT 4217
1,5
V. furnissii CECT 4349

=, mediterranei CECT 621

Fluorecencia 530 (Unidades arbitrarias)

0s —— V. mytili CECT 632
\ —/, natriegens CECT 526
0 T T T
73 78 83 58 —Control -

Temperatura (°C)

Figura 23. Curvas de fusion de las distintas especies del género Vibrio
para la PCR de V. vulnificus (Anexo VII)

3.2.2. Analisis cuantitativo. Curva patron de V.
vulnificus

Una vez se hubieron establecido las condiciones iddoneas de

PCR para conseguir una completa especificidad se llevd a
cabo el anadlisis de cuantificacion.
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Figura 24. Curva de amplificacion con las 3 replicas de los distintos
patrones y el control negativo para la PCR de V. vulnificus (Anexo VII)

Usando el método “Second Derivative Maximum” se
obtuvieron los puntos de corte y las concentraciones de cada
patron usadas en el cédlculo de la curva. En la tabla 9 se
muestran los puntos de corte obtenidos de los cuatro
ensayos con 3 réplicas de cada patrdn, la media de estos
puntos de corte y la concentracion media calculada para el
ADN vy las células cultivables.



Puntos de corte

Concentracion

Concentracion

Media media media calculada
Puntos de calculada (ng ADN/ml)
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4 corte (u.f.c./ml)

17,65 17,99 17,82 17,29 17x107 51029.3
17,8 17,99 17,74 17,88

Patrén 1 17,89 17,84 17,69 17,33 17,74
20,05 19,99 19,66 20,01 1.4x10° 4202.41
20,1 19,86 19,61 20,12

Patrén 2 20,41 19,67 19,53 20,23 19,94
24,34 24,36 24,1 24,76 2.5x10° 750.43
24,39 24,54 24,03 24,59

Patrén 3 24,12 24,32 24,8 24,89 24,44
26,66 26,45 26,65 26,94 2.2x 10 54.24
26,76 26,47 26,12 26,76

Patrén 4 26,79 26,54 26,26 26,89 26,61
29,25 29,67 29,43 29,76 1.8x 10° 5.424
29,65 29,76 29,32 29,76

Patrén 5 29,45 29,51 29,88 29,51 29,58




31,65 31,35 31,42 31,65 1.3x10? 0.39
31,45 31,24 31,78 31,49
Patrén 6 31,31 31,67 31,56 31,67 31,52

Tabla 9. Puntos de corte obtenidos de los cuatro ensayos y concentraciones calculadas para la PCR de V. vulnificus
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Estos datos se usaron para calcular las curvas patrén. La
eficiencia de la amplificacién de la PCR fue de 1.917 con un
error en el célculo de 0.0128.

CURVAS PATRON Y ANALISIS DE REGRESION

a5

y = -2,8048x + 38,287
R?=0,9696
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Figura 25. Curvas patrén obtenidas para la PCR de V. vulnificus con una
eficiencia de 1.917 y un error de 0.0128 y analisis de regresion para los
valores de las curvas, a partir de células y a partir de ADN (Anexo VII)

3.2.3. Analisis del limite de deteccion

Las curvas de amplificacion mostraron deteccién de sefial de
fluorescencia hasta una concentracién del orden de 10% u.f.c.
Tras analizar las concentraciones calculadas con estos puntos
de corte, se observd que cualitativa y cuantitativamente se
pueden detectar y cuantificar muestras con cantidades
iguales o superiores a 100 u.f.c. por mililitro.
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3.3. Deteccion y cuantificacion de Vibrio vulnificus usando
sondas de hibridacién TagMan

3.3.1. Analisis cualitativo

En primer lugar se puso a punto la técnica de deteccidn de V.
vulnificus con las dos sondas TagMan y TagMan-LNA usando
los mismos iniciadores que en la PCR convencional, VVH785 Y
VVH990.

Se establecié un volumen final para ambas sondas de 20 pl
conteniendo 5 pl de ADN molde, 1.0 uM de cada iniciador,
0.5 ug/ml de BSA, 0.075 uM de sonda y 4 ul de LightCycler
TagMan Master.

Las condiciones de PCR para la deteccién de V. vulnificus
también fueron idénticas para ambas sondas y fueron las

siguientes:
Nombre | Tipo Temperatura Tiempo Rampa Modo
iclos
Programa analisis (°C) (h:mm:ss) T2 (°C/s) Adquisicién
Desnat. 1 Ninguno 95 0:10:00 20 Ninguno
Amplif. 40  Cuantificacion 95 0:00:10 20 Ninguno
56 0:00:08 20 Ninguno
72 0:00:08 20 Sencilla
Enfriam. 1 Ninguno 40 0:00:30 20 Ninguno




Resultados

Las figuras 26 y 27 muestran los ensayos de especificidad
usando la sonda VVH-TM y VVH-TM-LNA respectivamente,
donde se observan las curvas de amplificacién de diferentes
cepas pertenecientes al género Vibrio y de cepas no
pertenecientes al género nombradas en la Tabla 1 del punto
1 de Material y Métodos. En ambos casos las experiencias
muestran que tanto los iniciadores como la sonda tienen una
buena especificidad.
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Figura 26 (A y B). Ensayo de especificidad de la PCR a tiempo real para V.
vulnificus usando la sonda TagMan VVH-TM (Anexo VII)



Resultados

V. vulnificus CECT 529

a —V. parchaemolyticus CECT511
—V. fluvialis CECT 4217

5 VY, furnissii CECT 4349

——\. mediterranei CECT 621

— V. miytili CECT 632

—V. natriegens CECT526

Fluorescencia 530 (Unidades arbitraria
F=

= Caontrol-

— Escherichio coli CECT 4953

g — Saimonelia typhimurium NCTC
12117
7 =~ Pseudomonas aeruginosa ATCC
10145
6 Listerio monocytogenes CECT 935
5
| isteria innocua CECT 910T
; = Enterobacter cloocae CECT 194T
2 = Arcobacter nitrofigilis CECT 7204
S

z Vovulnificus CECT 529

Fluorescencia 530 (Unidades arbitrarias)
E=

—
.—ﬁ‘v_/

—Cantrol -
0 10 20 30

Ciclos

Figura 27 (A y B). Ensayo de especificidad de la PCR a tiempo real para V.
vulnificus usando la sonda TagMan-LNA VVH-TM-LNA (Anexo VII)
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3.3.2. Andlisis cuantitativo. Curva patron de V.
vulnificus

Una vez se hubieron establecido las condiciones idoneas de
PCR para conseguir una completa especificidad, se llevd a
cabo el analisis de cuantificacion también con ambas sondas.

1
w 0 —10°uwfc./ml
g
5 08 —10%uf.c./ml
E
8 0.7
o —10%ufc./ml
T 06
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2 05 —10%ufc/ml
A
w04
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2 03
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2
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(=]
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- ——CONTROL -
0
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Figura 28. Curva de amplificacion con las tres réplicas de los distintos
patrones y el control negativo para la PCR de V. vulnificus usando la
sonda VVH-TM (Anexo VII)
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Figura 29. Curva de amplificacidn con los distintos patrones y el control
negativo para la PCR de V. vulnificus usando la sonda VVH-TM-LNA
(Anexo VII)

Usando el método “Second Derivative Maximum” se
obtuvieron los puntos de corte y las concentraciones de cada
patrén usadas en el célculo de las curvas. En la tabla 10 se
muestran los puntos de corte obtenidos de los cuatro
ensayos con 3 réplicas de cada patrdn, la media de estos
puntos de corte y la concentracion calculada para la curva
patrdn realizada con la sonda TagMan VVH-TM vy en la tabla
11 se muestran los mismos datos pero para la curva realizada
con la sonda TagMan-LNA.
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Puntos de corte

Concentracion

Concentracion

Media media calculada media calculada
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4 Puntos de corte (u.f.c./ml) (ng ADN/ml)

16,83 16,32 16,89 16,56 2.28x10° 684.40
16,34 16,37 16,86 16,47

Patrén 1 16,67 16,43 16,67 16,75 16,6
20,35 20,71 20,54 20,45 4.31x10° 129.37
20,44 20,91 20,58 20,59

Patrén 2 20,43 20,32 20,43 20,44 20,52
24,79 24,45 24,54 24,66 1.08 x 10° 3.241
24,78 24,33 24,65 24,65

Patrén 3 24,59 24,2 24,57 24,76 24,6
28,31 28,35 28,43 28,43 1.76 x 107 0.53
28,1 28,41 28,43 28,22

Patrén 4 28,34 28,36 28,32 28,11 28,32
31,78 31,72 31,55 31,57 1.9x10° 0.057
31,65 31,37 31,41 31,25

Patrén 5 31,21 31,43 31,59 31,24 31,5




3 0.009

33,99 33,69 33,98 34,09
33,87 33,64 34,12 34,14
Patrén 6 34,02 33,59 34,28 34,54 34

Tabla 10. Puntos de corte obtenidos de los cuatro ensayos y concentraciones calculadas para la PCR de V. vulnificus usando la sonda
VVH-TM



Puntos de corte

Media

Concentracion

Concentracion

Puntos de media calculada media calculada
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4 corte (u.f.c/ml) (ng ADN/ml)

16,79 16,99 17,04 17,21 2.28x10° 684.40
16,88 16,89 17,06 17,09

Patrén 1 16,87 17,01 17,12 17,06 17
20,81 21,02 20,87 21,03 4.31x10° 129.37
20,89 21,03 20,71 20,96

Patrén 2 20,99 20,98 20,86 21,22 20,94
24,97 25,15 24,67 25,02 1.08 x 10° 3.241
24,96 25,41 24,57 25,08

Patrén 3 25,03 24,96 24,89 25,05 24,98
28,39 28,67 28,49 28,34 1.76 x 10° 0.53
28,87 28,56 28,56 28,56

Patrén 4 28,76 28,99 28,54 28,11 28,57
32,11 32,35 32,19 32,31 1.9x10° 0.057
32,56 32,15 32,16 32,34

Patrén 5 32,21 32,25 32,33 32,15 32,26




3 0.009

34,34 34,57 34,54 34,19
34,24 34,65 34,41 34,25
Patrén 6 34,54 34,35 34,25 34,12 34,37

Tabla 11. Puntos de corte obtenidos de los cuatro ensayos y concentraciones calculadas para la PCR de V. vulnificus usando la sonda
VVH-TM-LNA
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Estos datos se usaron para calcular las curvas patron para la
PCR usando la sonda TagMan (Figura 30) y las curvas patron
para la PCR usando la sonda TagMan-LNA (Figura 31).
Las eficiencias de amplificacién de ambas PCR se calcularon y
dieron los siguientes valores:
¢ La eficiencia de PCR usando la sonda TagMan fue de
1.936 con un error en el calculo de 0.0175.
e La eficiencia de PCR usando la sonda TagMan-LNA
fue de 1.929, con un error de 0.0219.

CURVAS PATRON Y ANALISIS DE REGRESION
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Figura 30. Curvas patron obtenidas para la PCR de V. vulnificus (usando la
sonda TagMan) con una eficiencia de 1.936 y un error de 0.0175 y analisis
de regresion para los valores de las curvas, a partir de células y a partir de
ADN (Anexo VII)
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CURVAS PATRON Y ANALISIS DE REGRESION
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Figura 31. Curvas patrén obtenidas para la PCR de V. vulnificus (usando la
sonda TagMan-LNA) con una eficiencia de 1.929 y un error de 0.0219 y
analisis de regresion para los valores de las curvas, a partir de células y a
partir de ADN (Anexo VII)

3.3.3. Analisis del limite de deteccion

Ambas curvas de amplificacion mostraron deteccion de seiial
de fluorescencia hasta el orden de 1 u.f.c. (Figura 28 y 29).
Tras analizar las concentraciones calculadas con estos puntos
de corte, se observd que cualitativa y cuantitativamente se
pueden detectar y cuantificar muestras con cantidades
iguales o superiores a 1 u.f.c. por mililitro, lo que
corresponde en ambos casos a 9 pg de ADN. El limite de
deteccion es idéntico usando las dos sondas TagMan, por
tanto para la deteccién y cuantificacion en muestras de
alimentos y agua se decidié utilizar la sonda TagMan VVH-
TM, ya que es mas econdémica y ofrecia los mismos
resultados que la sonda TagMan-LNA.
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4.DETECCION E IDENTIFICACION DE VIBRIO SPP., VIBRIO

PARAHAEMOLYTICUS Y VIBRIO VULNIFICUS EN MUESTRAS
DE ALIMENTOS DE ORIGEN MARINO Y AGUAS INOCULADAS
ARTIFICIALMENTE

4.1. Deteccion de Vibrio spp. en muestras inoculadas
artificialmente mediante cultivo, FISH y PCR

4.1.1. Analisis del limite de deteccion en alimentos de
origen marino inoculados artificialmente

Se llevd a cabo un estudio de sensibilidad de las distintas
técnicas, cultivo, PCR y FISH empleando mejillones como
matriz alimentaria. Por cultivo en el medio selectivo TCBS se
pudo detectar hasta 3 x 10° u.f.c./g de muestra analizada
antes del enriquecimiento. Tras 24 horas de enriquecimiento
en APW 2% NaCl la microbiota acompafiante que habia
crecido enmascaraba el crecimiento de las bacterias del
género Vibrio, por lo que no fue posible establecer limites de
deteccion.

En cuanto a la técnica FISH, el limite de deteccidon del método
para las muestras de mejillones fue de 3 x 10* u.f.c/g de
material evaluado (Figura 32). Cuando se realizaba
enriquecimiento, el crecimiento de los microorganismos
presentes que no eran del género Vibrio dificultaba
enormemente la deteccion de las bacterias pertenecientes al
género (Figura 33), con lo que no fue posible establecer el
limite de deteccidn.
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Figura 32. Deteccion de Vibrio spp. mediante FISH en la dilucién 10* sin
enriquecimiento empleando las sondas VIB (Cy3) y EUB (6-FAM)
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Figura 33. Deteccidon de Vibrio spp. mediante FISH en la dilucién 10* tras
24 horas de enriquecimiento empleando las sondas VIB (Cy3) y EUB (6-
FAM)

En cuanto a la técnica de PCR, el limite de deteccidon del
método usando mejillon como matriz fue de 3 x 1G u.f.c/g
de muestra analizada en ausencia de enriquecimiento,
mientras que ésta aumento hasta 3 u.f.c./g cuando se incubd
el alimento en APW 2% NaCl durante 24 horas (Tabla 12).



Resultados

Figura 34. Limite de deteccion de la PCR de Vibrio spp. usando como
matriz mejilléon, antes del enriquecimiento (1: Marcador de peso
molecular (50 pb); 2: 10® u.f.c./g; 3: 107 u.f.c./g; 4: 10° u.f.c./g; 5: 10°
u.f.c./g; 6: 10* u.f.c./g; 7: 10® u.f.c./g; 8: 10% u.f.c./g; 9: 10 u.f.c./g; 10:
control negativo)

Figura 35. Limite de deteccion de la PCR de Vibrio spp. usando como
matriz mejillon, tras enriquecimiento (1: Marcador de peso molecular (50
pb); 2: 10° u.f.c./g; 3: 10® u.f.c./g; 4: 107 u.f.c./g; 5: 10° u.f.c./g; 6: 10°
u.f.c./g; 7: 10* u.f.c./g; 8: 10° u.f.c./g; 9: 10 u.f.c./g; 10: 10 u.f.c./g; 11: 1
u.f.c./g; 12: control negativo)
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MEJILLON

0 horas 24 horas.
FISH 3x10° -
PCR 3x10° 3x10°

Tabla 12. Comparacidon de los limites de deteccion (u.f.c/g) de las
distintas técnicas para la deteccion de Vibrio spp. en muestras de mejillon
(0 horas: sin enriquecimiento; 24 horas: con enriquecimiento)

4.1.2. Andlisis del limite de deteccion en aguas
inoculadas artificialmente

El cultivo en medio selectivo permitio detectar el
microorganismo hasta concentraciones de 4 x 10° u.f.c/ml de
muestra analizada sin enriquecimiento. Tras 24 horas de
enriguecimiento en APW 2% NaCl la microbiota
acompanante enmascaraba el crecimiento de las bacterias
del género Vibrio, por lo que no fue posible establecer limites
de detecciodn.

En cuanto a la técnica FISH, el limite de deteccidon del método
para las muestras de mejillones fue de 4 x 10* u.f.c/ml de
material evaluado. Cuando se realizaba enriquecimiento, el
crecimiento de microbiota acompafiante impedia la
deteccién de las bacterias pertenecientes al género, con lo
gue no fue posible establecer limite de deteccidén.

En cuanto a la técnica de PCR, la sensibilidad del método
usando agua como matriz fue de 4 x 10* u.f.c/ml de muestra
analizada sin enriquecimiento, mientras que ésta aumenta
hasta 4 u.f.c/ml cuando se incuba el alimento en APW 2%
NaCl durante 24 horas (Tabla 13).
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AGUA
0 horas 24 horas.

FISH 4x10° -

PCR 4x10° 4x10°

Tabla 13. Comparacién de los limites de deteccion (u.f.c./ml) de las
distintas técnicas para la deteccion de Vibrio spp. en muestras de agua (0
horas: sin enriquecimiento; 24 horas: con enriquecimiento)

4.2. Deteccion de Vibrio parahaemolyticus en muestras
inoculadas artificialmente mediante cultivo y PCR

4.2.1. Analisis del limite de deteccién en alimentos de
origen marino inoculados artificialmente

Se llevd a cabo un estudio de sensibilidad de las distintas
técnicas, cultivo y PCR empleando mejillones como matriz
alimentaria. El cultivo en medio selectivo para la deteccidon
de V. parahaemolyticus detecté hasta 5 x 10’ u.f.c./g de
muestra analizada sin enriquecimiento. Tras 24 horas de
enriquecimiento en APW 2% NaCl los microorganismos
presentes en la matriz alimentaria enmascaraban el
crecimiento de V. parahaemolyticus, por lo que no fue
posible establecer limites de deteccién.

Para PCR convencional, el limite de deteccién fue de 5 x 10°
u.f.c./g de muestra analizada sin enriquecimiento, mientras
que tras 24 horas de enriquecimiento en APW 2% NaCl fue
capaz de detectar hasta 5 u.f.c./g de muestra.
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Figura 36. Limite de deteccion de la PCR de V. parahaemolyticus usando
como matriz mejillén, sin enriquecimiento (1: Marcador de peso
molecular (50 pb); 2: 108 u.f.c. /g; 3: 107 u.f.c. /g; 4: 10° u.f.c. /g; 5: 10°
u.f.c. /g; 6: 10* u.f.c. /g; 7: 10° u.f.c. /g; 8: 10% u.f.c. /g; 9: control
negativo; 10: Marcador de peso molecular (100 pb))

AR IR E TN

1 2 3 4 5 6 7 g8 9 10 11 12

Figura 37. Limite de deteccion de la PCR de V. parahaemolyticus usando
como matriz mejillon después de 24 horas de enriquecimiento (1:
Marcador de pesO molecular (100 pb); 2: 10° u.f.c./g; 3: 10® u.f.c./g; 4:
107 u.f.c./g; 5: 10° u.f.c./g; 6: 10° u.f.c./g; 7: 10* u.f.c./g; 8: 10° u.f.c./g; 9:
102 u.f.c./g; 10: 10 u.f.c./g; 11: 1 u.f.c./g; 12: Control negativo)
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Para PCR a tiempo real los limites de deteccién fueron de 5 x
10 u.f.c./g de muestra y 5 u.f.c./g de muestra, sin y con
enriquecimiento respectivamente (Figura 1- Anexo VIII; Tabla
14).

MEJILLON
0 horas 24 horas.
PCR convencional 5x10° 5 x10°

PCR a tiemporeal 5x10*> 5x10°

Tabla 14. Comparaciéon de los limites de detecciéon (u.f.c./g) de las
distintas técnicas para la deteccion de V. parahaemolyticus en muestras
de mejillén (0 horas: sin enriquecimiento; 24 horas: con enriquecimiento)

4.2.2. Anadlisis del limite de deteccion en aguas
inoculadas artificialmente

Por cultivo en medio selectivo se detectaron hasta 5 x 10’
u.f.c./ml de muestra analizada sin enriquecimiento. Tras 24
horas de enriquecimiento en APW 2% NaCl los
microorganismos presentes en la matriz alimentaria
enmascaraban el crecimiento de V. parahaemolyticus, por lo
que no fue posible establecer limites de deteccién.

Para PCR convencional, el limite de deteccidn fue de 5 x 10?
u.f.c./ml de muestra analizada sin enriquecimiento, mientras
que tras 24 horas de enriquecimiento en APW 2% NaCl, esta
técnica permitié detectar hasta 5 u.f.c./ml de muestra.
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Figura 38. Limites de deteccion de la PCR de V. parahaemolyticus usando
como matriz agua, antes del enriquecimiento (1: Marcador de peso
molecular (50 pb); 2: 107 u.f.c./ml; 3: 10° u.f.c./ml; 4: 10° u.f.c./ml; 5: 10*
u.f.c./ml; 6: 103 u.f.c./ml; 7: 10? u.f.c./ml; 8: 10 u.f.c./ml; 9: marcador de
peso molecular (100 pb))

1 2 3 4 5 & 7 B8 9 10 11 12 13

Figura 39. Limite de deteccion de la PCR de V. parahaemolyticus usando
como matriz agua, después de 24 horas de enriquecimiento (1: Marcador
de peso molecular (100 pb); 2: control negativo; 3: 10u.f.c./ml; 4: 107
u.f.c./ml; 5: 10° u.f.c./ml; 6: 10° u.f.c./ml; 7: 10* u.f.c./ml; 8: 103 u.f.c./ml;
9: 10? u.f.c./ml; 10: 10 u.f.c./ml; 11: 1 u.f.c./ml; 12: 10 7" u.f.c./ml; 13:
Marcador de peso molecular (100 pb))
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Para PCR a tiempo real los limites de deteccién fueron de 5 x
10? u.f.c./ml de muestra y 5 u.f.c./ml de muestra sin y con
enriquecimiento respectivamente (Figura 2- Anexo VIII; Tabla
15).

AGUA
0 horas 24 horas.
PCR convencional 5x10? 5x10°

PCR a tiemporeal 5x10%> 5x10°

Tabla 15. Comparacién de los limites de deteccién (u.f.c./ml) de las
distintas técnicas para la deteccion de V. parahaemolyticus en muestras
de agua (0 horas: sin enriquecimiento; 24 horas: con enriquecimiento)

4.2.3. Ensayo colaborativo para la evaluacion del
método de deteccion de Vibrio
parahaemolyticus mediante PCR a tiempo real

Todos los laboratorios obtuvieron resultados satisfactorios en
la primera fase del ejercicio: en todos los casos se detectaron
las 5 cepas de referencia de V. parahaemolyticus y no se
detectaron las dos muestras de V. vulnificus.

En relacion con los resultados de los 7 laboratorios
participantes, Unicamente pudieron considerarse validos 6 de
ellos, dado que el laboratorio 4 realizd los ensayos con un
equipo basado en un sistema de capilares, pero utilizando los
reactivos y el protocolo disefiado para los equipos de pocillos,
por lo que sus resultados fueron excluidos del estudio.

En la siguiente tabla (Tabla 16), se muestran los resultados de
la segunda etapa del ejercicio colaborativo. Se indica entre
paréntesis el valor del punto de corte (C;) obtenido en cada
muestra:
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MUESTRA
Laboratorio A-01 A-02 A-03 A-04

Laboratorio Detectado Detectado Detectado Detectado
1. (AB) (28,6) (31,2) (28,5) (32,4)

Laboratorio Detectado Detectado Detectado Detectado
2. (AB) (14,6) (14,3) (14,9) (14,2)

Laboratorio. Detectado Detectado Detectado Detectado

(18,3) (19,0) (19,6) (19,0)
Laboratorio No Detectado No No
4. (LC) detectado (22,0) detectado detectado

Laboratorio Detectado Detectado Detectado Detectado
5. (LC) (14,5) (14,4) (14,2) (14,4)

Laboratorio Detectado Detectado Detectado Detectado
6. (LC) (14,0) (15,0) (15,0) (14,9)

Laboratorio Detectado Detectado Detectado Detectado
7.(LC) (16,7) (12,1) (14,5) (15,9)

AB: Protocolo basado en el uso de un termociclador con sistema de
pocillos.

LC: Protocolo basado en el uso de un termociclador con sistema de
capilares

Tabla 16.Resultados de la segunda etapa del ejercicio colaborativo donde
se muestran los valores del punto de corte obtenidos en el analisis de PCR
a tiempo real

Todos los laboratorios que  realizaron  ensayos
complementarios de aislamiento en placa lograron resultados
coincidentes (presencia de V. parahaemolyticus) con los
obtenidos mediante el método alternativo.

Para el andlisis de resultados se usd el esquema de
evaluacidn incluido en la norma I1SO 16140:2003 comparando
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los resultados obtenidos frente al valor de referencia,

siguiendo el siguiente esquema:

RESULTADO RESULTADO
REFERENCIA: REFERENCIA:
POSITIVO NEGATIVO
RESULTADO
METODO CONCORDANCIA DESVIACION
ALTERNATIVO: | POSITIVA (PA) =24 | POSITIVA (PD) =0
POSITIVO
RESULTADO
METODO DESVIACION CONCORDANCIA
ALTERNATIVO: | NEGATIVA (ND)=0 | NEGATIVA (NA) =0
NEGATIVO

Especificidad (SP) = 100%
Sensibilidad (SE) = 100%
Desviacién positiva (PD) = 0%
Desviacion negativa (ND) = 0%

Dado que los valores discordantes (PD y ND) fueron 0O, lo que
indica que no se encuentran diferencias entre el método de
PCRy el valor de referencia, no se pudo establecer un estudio
estadistico para el examen de los mismos.

4.3. Deteccion de Vibrio vulnificus en muestras inoculadas
artificialmente mediante cultivo y PCR

4.3.1. Analisis del limite de detecciéon en alimentos de
origen marino inoculados artificialmente

El cultivo en medio selectivo detectd hasta 2 x 10’ u.f.c./g de
muestra analizada sin enriquecimiento. Tras 24 horas de
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enriquecimiento en APW 2% NaCl, de nuevo la microbiota
acompafiante enmascaraba el crecimiento de V. vulnificus.

Por PCR convencional, el limite de deteccién fue de 2 x 10°
u.f.c./g de muestra analizada sin enriquecimiento, mientras
que tras 24 horas de enriquecimiento en APW 2% NaCl fue
capaz de detectar hasta 2 u.f.c./g de muestra. Las figuras 40 y
41 muestran los limites de deteccidn de la técnica de PCR sin
enriquecimiento y con enriquecimiento respectivamente.

FEaeRlnes

Figura 40. Limite de deteccidon de la PCR de V. vulnificus usando como
matriz mejillon, antes del enriquecimiento (1: Marcador de pesO
molecular (100 pb); 2: 10® u.f.c./g; 3: 107 u.f.c./g; 4: 10° u.f.c./g; 5: 10°
u.f.c./g; 6: 10* u.f.c./g; 7: 10° u.f.c. /g; 8: 10% u.f.c./g; 9: 10 u.f.c./g 10:
Control negativo)
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Figura 41. Limite de deteccion de la PCR para V. vulnificus usando como
matriz mejillon, después de 24 horas de enriquecimiento (1: Marcador de
pesO molecular de 100 pb; 2: 10° u.f.c./g; 3: 10° u.f.c./g; 4: 10* u.f.c./g; 5:
10° u.f.c./g; 6: 10% u.f.c./g; 7: 10 u.f.c./g; 8: 1 u.f.c./g; 9: control negativo)

Para la evaluacion del método de PCR a tiempo real se
probaron tanto los ensayos basados en la metodologia SYBR
Green | como en la sonda de hibridacién TagMan VVH-TM. Se
obtuvieron los siguientes resultados:

Usando el agente intercalante SYBR Green |, el limite de
deteccién de la PCR a tiempo real sin enriquecimiento fue de
2 x 10% u.f.c./g (Figura 3- Anexo VII) y tras 24 h de
enriquecimiento fue de 2 u.f.c./g de mejillén. Usando la
sonda TagMan VVH-TM los limites de deteccién fueron 2 x
10" u.f.c./g sin enriquecimiento (Figura 4- Anexo VIII) y 2
u.f.c./g tras 24 horas de enriquecimiento en APW 2% NaCl
(Tabla 17).
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MEJILLON
0 horas 24 horas.

PCR convencional 2x10° 2x10°
PCR a tiempo real con

SYBR Green | 2 x 10? 2x10°
PCR a tiempo real con

la sonda TagMan VVH-

™ 2 x 10 2x10°

Tabla 17. Comparaciéon de los limites de detecciéon (u.f.c./g) de las
distintas técnicas para la deteccion de V. vulnificus en muestras de
mejillén (0 horas: sin enriquecimiento; 24 horas: con enriquecimiento)

4.3.2. Andlisis del limite de deteccion en aguas
inoculadas artificialmente

Por cultivo en medio selectivo, los resultados fueron de 2 x
10" u.f.c./ml.

Sin enriquecimiento, por PCR convencional se detectaron
hasta 2 x 10* u.f.c./ml de muestra analizada (Figura 42) y tras
el enriquecimiento se detectdé hasta 1 uf.c./ml (Figura 43).
Para PCR a tiempo real usando SYBR Green | y la sonda
TagMan VVH-TM, los limites de deteccidén se establecieron
en 2 x 102 (Figura 5- Anexo VIIl) y 2 x 10" u.f.c./ml (Figura 6-
Anexo VIII) respectivamente. Después del enriquecimiento en
APW 2% NaCl los limites de deteccién fueron 2 u.f.c./ml,
tanto para PCR convencional como para PCR a tiempo real
(Tabla 18).
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Figura 42. Limite de deteccion de la PCR de V. vulnificus usando como
matriz agua, antes del enriquecimiento (1: Marcador de peso molecular
(100 pb); 2: 108 u.f.c./ml; 3: 10° u.f.c./ml; 4: 10* u.f.c./ml; 5: 10° u.f.c./ml;
6: 102 u.f.c./ml; 7: 10 u.f.c./ml; 8: 1 u.f.c./ml; 9: control negativo)

Figura 43. Limite de deteccion de la PCR de V. vulnificus usando como
matriz agua, después de 24 horas de enriquecimiento (1: Marcador de
peso molecular (100 pb); 2: 107 u.f.c./ml; 3: 10° u.f.c./ml; 4: 10° u.f.c./ml;
5: 10* u.f.c./ml; 6: 10® u.f.c./ml; 7: 10® u.f.c./ml; 8: 10 u.f.c./ml; 9: 1
u.f.c./ml; 10: control negativo)
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AGUA
0 horas 24 horas.

PCR convencional 2x10* 2 x10°
PCR a tiempo real con

SYBR Green | 2 x 102 2x10°
PCR a tiempo real con

la sonda TagMan VVH-

™ 2x 10 2 x10°

Tabla 18. Comparacion de los limites de deteccién (u.f.c./ml) de las
distintas técnicas para la deteccion de V. vulnificus en muestras de agua
(0 horas: sin enriquecimiento; 24 horas: con enriquecimiento)

4.4. Deteccion conjunta de Vibrio spp., Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio vulnificus en muestras
inoculadas artificialmente mediante PCR muiltiple

Se evalud el limite de deteccion de la técnica de PCR multiple
para la deteccién conjunta de Vibrio spp., V.
parahaemolyticus y V. vulnificus obteniéndose los siguientes
resultados en las diferentes matrices.

4.4.1. Analisis del limite de deteccion en alimentos de
origen marino inoculados artificialmente

Para Vibrio spp., V. parahaemolyticus y V. vulnificus, el limite
de deteccion de Ila técnica de PCR multiple sin
enriquecimiento fue de 4 x 10° u.f.c./g de muestra analizada.
Tras 24 horas de enriquecimiento en APW 2% NaCl se
detecté en los tres casos hasta 4 u.f.c./g de muestra
analizada (Tabla 19).
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MEJILLON
PCR multiple 0 horas 24 horas.
Vibrio spp. 4x10° 4x10°
Vibro parahaemolyticus 4 x 10° 4 x 10°
Vibrio vulnificus 4x10° 4x10°

Tabla 19. Limites de deteccién (u.f.c./g) de la técnica de PCR miiltiple
para la deteccion de Vibrio spp., V. parahaemolyticus y V. vulnificus en
muestras de mejillon (0 horas: sin enriquecimiento; 24 horas: con
enriquecimiento)

La siguiente figura (Figura 44) muestra el andlisis del limite de
deteccion de la PCR multiple sin enriquecimiento.

Figura 44. Limite de deteccion de la PCR muiltiple para Vibrio spp., V.
parahaemolyticus y V. vulnificus usando como matriz mejillén, antes del
enriquecimiento (1: Marcador de peso molecular (100 pb); 2: 10° u.f.c./g;
3:10" u.f.c./g; 4: 10° u.f.c./g; 5: 10°u.f.c./g; 6: 10° u.f.c./g; 7: 10° u.f.c./g;
8: 10 u.f.c./g; 9: 10 u.f.c./g; 10: Control negativo; 11: Marcador de peso
molecular (100 pb))
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4.4.2. Anadlisis del limite de deteccion en aguas
inoculadas artificialmente

Para Vibrio spp. El limite de deteccién de la técnica de PCR
multiple sin enriquecimiento fue de 1 x 10" u.f.c./ml de
muestra analizada, mientras que para V. parahaemolyticus
fue de 1 x 10% u.f.c./ml de muestra analizada y para V.
vulnificus el limite deteccién se establecidé en 1 x 10* u.f.c./ml
de muestra analizada (Figura 45). Tras 24 horas de
enriquecimiento en APW 2% NaCl se detectd en los tres casos
hasta 1 u.f.c./ml de muestra analizada (Tabla 20).

Figura 45. Limite de deteccion de la PCR muiltiple para Vibrio spp., V.
parahaemolyticus y V. vulnificus usando como matriz agua, antes del
enriquecimiento (1: Marcador de peso molecular (100 pb); 2: 10° u.f.c./g;
3: 10° u.f.c./g; 4: 10* u.f.c./g; 5: 103u.f.c./g; 6: 10 u.f.c./g; 7: 10" u.f.c./g;
8: 1 u.f.c./g; 9: Control negativo; 10: Marcador de peso molecular (100

pb))
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AGUA
PCR multiple 0 horas 24 horas.
Vibrio spp. 1x10" 1x10°

Vibro parahaemolyticus 1x10° 1 x 10°

Vibrio vulnificus 1x10" 1x10°

Tabla 20. Limites de detecciéon (u.f.c./ml) de la técnica de PCR miiltiple
para la deteccion de Vibrio spp., V. parahaemolyticus y V. vulnificus en
muestras de agua (0 horas: sin enriquecimiento; 24 horas: con
enriquecimiento)

5.DETECCION Y CUANTIFICACION DE VIBRIO SPP., VIBRIO
PARAHAEMOLYTICUS Y VIBRIO VULNIFICUS EN ALIMENTOS
DE ORIGEN MARINO Y AGUAS

Para el andlisis de las 83 muestras de alimentos y las 120 de
aguas se usaron todas las técnicas optimizadas
anteriormente en este trabajo (Anexo VI, Tablas 3y 4).

5.1. Deteccion y cuantificacion de Vibrio spp., Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio vulnificus en alimentos de
origen marino por métodos moleculares

5.1.1. Deteccion de Vibrio spp.

De las 83 muestras de alimentos, 74 (89%) fueron positivas
usando la técnica FISH. De todas éstas, 72 muestras (97,3%)
fueron positivas sin enriquecimiento, mientras que 2 (2m7%)
fueron positivas solamente tras el enriquecimiento.

Usando la PCR convencional y PCR multiple, se obtuvieron

resultados positivos en 75 muestras (90,3%), de las cuales 57
(76%) fueron positivas sin y con enriquecimiento, 11 (14,6%)
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fueron positivas solamente tras el enriquecimiento y 7
muestras (9,3%) solamente antes del enriquecimiento.

5.1.2. Deteccién y cuantificacion de V.
parahaemolyticus

De las 83 muestras de alimentos, 22 muestras (26,5%) dieron
positivas mediante PCR convencional y multiple, todas ellas
tras 24 horas de enriquecimiento, excepto una (A3). La
técnica PCR a tiempo real permitid detectar 27 muestras
positivas (32,5%), todas ellas tras el enriquecimiento, a
excepcion de tres (A3, A20 y A22), que fueron positivas
también antes del enriquecimiento. Estas muestras fueron
cuantificadas, obteniéndose valores de concentracion del
orden de 10*® u.f.c/gr. La muestra A3 no pudo ser
cuantificada porque presentaba valores de concentracién por
debajo del limite de cuantificacidn.

Todas las muestras positivas por PCR convencional y multiple,
excepto dos, lo fueron también por PCR a tiempo real. En
todas las muestras en las que se aislaron cepas de V.
parahaemolyticus, todos los ensayos de PCR fueron positivos.

5.1.3. Deteccion y cuantificacion de V. vulnificus

En el andlisis de las muestras de alimentos, de las 83
muestras ensayadas, 6 muestras (7,2%) fueron positivas
mediante PCR convencional y multiple. Dos de las 6 muestras
positivas (33,3%) fueron positivas antes del enriquecimiento
y negativas después del paso de enriquecimiento, y las 4
muestras restantes (66,6%) fueron positivas solamente
después del enriquecimiento.

Mediante PCR a tiempo real usando SYBR Green I, de las 83
muestras, 7 (8,4%) dieron positivas, de las cuales una (A20)
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fue positiva solamente antes del enriquecimiento y 6 después
del paso de enriquecimiento. Usando la sonda VVH-TM, el
numero de muestras positivas fue de 7 (8,4%). Del total de las
positivas, una de ellas (A20) fue positiva solamente antes del
enriquecimiento, 5 (71,4%) lo fueron solamente después del
enriquecimiento y 1 (14,3%) antes y después del paso previo
de enriquecimiento. La muestras fueron cuantificadas dando
concentraciones del orden de 10?% u.f.c. /gr, usando tanto
SYBR Green | como la sonda TagMan.

Todas las muestras positivas por PCR convencional y multiple,
excepto una (A57), lo fueron también por PCR a tiempo real.
En todas las muestras en las que se aislaron cepas de V.
vulnificus a las 24 horas de enriquecimiento, todos los
ensayos de PCR fueron positivos. Sin embargo, en la muestra
A64, en la que se aislé V. vulnificus antes y después del
enriquecimiento, la PCR convencional, multiple y a tiempo
real sélo permitié observar resultados positivos a las 24
horas, siendo negativos todos los ensayos en la muestra
directa.

5.2. Aislamiento de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio
vulnificus en alimentos.

Mediante cultivo en TCBS, en 7 muestras de alimentos fue
posible el aislamiento de 12 colonias presuntivas del género
Vibrio (Figura 46). Se realizo tincion Gram de cada una de las
bacterias aisladas e identificacion bioquimica con tira API
20E, confirmandose que las bacterias analizadas eran Gram
negativas y tenian perfiles bioquimicos caracteristicos de V.
parahaemolyticus y V. vulnificus (Tabla 21).
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Figura 46. Colonias presuntivas del género Vibrio aisladas de alimentos en
el medio selectivo TCBS

Se procedié a la extraccion de ADN gendmico de cada aislado
y al analisis por PCR de género y de especie, confirmandose
qgue 8 colonias pertenecian a la especie V. parahaemolyticus
(Figura 47) y 4 colonias a V. vulnificus (Figuras 48 y 49).
También se llevé a cabo la secuenciacién de los fragmentos
amplificados en cada PCR, dando resultados del 100% de
homologia  del fragmento  amplificado  con V.
parahaemolyticus 'y V. wvulnificus en cada caso vy
confirmandose asi la presencia de V. parahaemolyticus y V.
vulnificus en alimentos de origen marino.
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Figura 48. Curvas de amplificacion obtenidas del analisis de los aislados
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195




Resultados

196

3
=
£25
3 —WV1
(1]
%] 2 i
S —V2
_g
5 151 —W3
E —\\ 4
© 1 b
g V. vulnificus 529 CECT
; OJS | L vulnificus
Q
] =——Control -
w 0 — — T

0 10 20 30 40

Ciclos

Figura 49. Curvas de amplificacion obtenidas del analisis de los aislados
de muestras de alimentos, mediante PCR a tiempo real usando la sonda
TaqMan para V. vulnificus

Ademas de la secuenciacién del producto amplificado en la
PCR, se procedié a la secuenciacion del ARNr 16S
confirmandose, de nuevo con el 100% de similitud, la
presencia de V. parahaemolyticus y V. vulnificus en alimentos
de origen marino (Tabla 21)

Las tablas 22 y 23 muestran los resultados de los analisis de
las muestras de alimentos.



Aislado Procedencia Perfil % ldentificacion Secuenciacion producto PCR  Secuenciacion ARNr 16S
bioquimico Tira APl 20E
Tira APl 20E
VP1 A3 (Mejillon) 4146106 V. parahaemolyticus 99.9% 100% similitud 100% similitud
V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus
VP2 A3 (Mejillon) 4146106 V. parahaemolyticus 99.9% 100% similitud 100% similitud
V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus
VP3 A3 (Mejillon) 0146106 V. parahaemolyticus 99.9% 100% similitud 100% similitud
V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus
VP4 A6 (Mejillon) 4347107 V. parahaemolyticus 99.8% 100% similitud 100% similitud
V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus
VP5 A6 (Mejillon) 4347107 V. parahaemolyticus 99.8% 100% similitud 100% similitud
V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus
VP6 A7 (Mejillon) 4346107 V. parahaemolyticus 99.6% 100% similitud 100% similitud
V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus
VP7 A7 (Mejillon) 4346107 V. parahaemolyticus 99.6% 100% similitud 100% similitud
V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus
VP8 A8 (Mejillon) 0346107 V. parahaemolyticus 99.7% 100% similitud 100% similitud
V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus
V1 A60 (Ostra) 5347005 V. vulnificus 93% 100% similitud 100% similitud
V. vulnificus V. vulnificus
VV2 A61 (Ostra) 5146005 V. vulnificus 99.9% 100% similitud 100% similitud
V. vulnificus V. vulnificus
VV3 A64 (Ostra) 1246005 V. vulnificus 98.7% 100% similitud 100% similitud
V. vulnificus V. vulnificus
vv4 A64 (Ostra) 1246005 V. vulnificus 98.7% 100% similitud 100% similitud
V. vulnificus V. vulnificus

Tabla 21. Procedencia de los aislados obtenidos en muestras de alimentos y resultados de los analisis realizados a cada uno de ellos
para su caracterizacion



V. parahaemolyticus Cultivo PCR tradicional PCR muiltiple Q-PCR-SYBR Green |
Analisis Analisis cuantitativo
cualitativo
A2 0 horas - - - - -
(Mejillén) 24 horas - - - - -
A3 0 horas VP1 + + + NC

(Mejillén) VP2
VP3

24 horas - - - + -

A4 0 horas - - - -

(Mejillén) 24 horas - - - + -

A5 0 horas - - - - -

(Mejillén) 24 horas - + + + -

A6 0 horas - - - - -

(Mejillén) 24 horas VP4 + + + -
VP5

A7 0 horas - - - - -

(Mejillén) 24 horas VP6 + + + -
VP7

A8 0 horas - - - - -

(Mejillén) 24 horas VP8 + + + -

A10 0 horas - - - - -

24 horas - - - + -




Al4 0 horas - -
(Mejillén) 24 horas + -
A20 0 horas + 1.63x 103
(Mejillén) 24 horas + -
A21 0 horas - -
(Mejillén) 24 horas + -
A22 0 horas + 1.61x 103
(Mejillén) 24 horas " -
A25 0 horas - -
(Almeja) 24 horas + -
A29 0 horas - -
(Almeja) 24 horas + -
A38 0 horas - -
(Almeja) 24 horas + -
A39 0 horas - -
(Almeja) 24 horas + -
A42 0 horas - -
(Almeja) 24 horas + -
A43 0 horas - -
(Almeja) 24 horas + -
Ad4 0 horas - -
(Almeja) 24 horas + -
A53 0 horas - -
(Chirla) 24 horas + -




A57 0 horas - - - - -
(Chirla) 24 horas - + + + -
A63 0 horas - - - - -
(Chirla) 24 horas - + + + -
A65 0 horas - - - - -
(Chirla) 24 horas - + + + -
A71 0 horas - - - - -
(Chirla) 24 horas - + + + -
A73 0 horas - - - - -
(Salmon) 24 horas - + + + -
A74 0 horas - - - - -
(Salmoén) 24 horas - + + + -
A76 0 horas - - - -
(Gamba) 24 horas - - - + -
A82 0 horas - - - - -
(Percebe) 24 horas - - - + -

*NC: No Cuantificable

Tabla 22. Resultados de los andlisis de muestras de alimentos mediante cultivo y PCR para la deteccidn y cuantificacion de V.
parahaemolyticus



Cultivo PCR PCR Q-PCR-SYBR Green | Q-PCR-Sonda TagMan VVH-TM
V. vulnificus tradicional multiple
Anilisis Anilisis Analisis Andlisis
cualitativo cuantitativo cualitativo cuantitativo

A3 0 horas - - - - - - -

(Mejillén) 24 - - - + - + -
horas

A4 0 horas - - - - - + 7.21x10?

(Mejillén) 24 - - - + - + -
horas

Al9 0 horas - - - - - - -

(Mejillén) 24 - - - - - - -
horas

A20 0 horas + + + 8.24 x 10? + 1.68 x 10?

(Mejillén) 24 - - - - - - -
horas

A56 0 horas - - - - - - -

(Chirla) 24 - + + + " -
horas

A57 0 horas - + + - - - -

(Chirla) 24 - - - - - - -
horas

A60 0 horas - - - - - - -

(Ostra) 24 VVv1 + + + - + -

horas




A6l 0 horas - - - - - - -

(Ostra) 24 VV2 + + + - + -
horas

A62 0 horas - - - - - - -

(Ostra) 24 - - - - - - -
horas

A64 0 horas Vv3 - - - - - -

(Ostra) 24 vv4 + + + - + -
horas

Tabla 23. Resultados de los analisis de muestras de alimentos mediante cultivo y PCR para la deteccion y cuantificacion de V.
vulnificus
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5.3. Deteccion y cuantificacion de Vibrio spp., Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio vulnificus en agua de mar y
agua de depuradora por métodos moleculares

Para el analisis de 32 muestras de agua de playa procedentes
de las costas cercanas a la ciudad de Valencia y de 88
muestras de agua residual procedentes de distintas EDAR se
usaron todas las técnicas optimizadas anteriormente en este
trabajo.

5.3.1. Deteccion de Vibrio spp.

En las muestras de agua de playa, usando la técnica FISH,
fueron positivas 25 (78,1%) muestras de un total de 32. Del
total de las muestras positivas, 20 (80%) fueron positivas sin
enriquecimiento y 5 (20%) solamente tras el enriquecimiento.
Mediante PCR convencional y multiple, se obtuvieron los
mismos resultados: de las 32 muestras de agua de playa, 28
(87,5%) fueron positivas; del total de las muestras positivas,
solamente 3 (10,7%) lo fueron antes y después del
enriquecimiento, y el resto (89,3%), solamente tras el paso
de enriquecimiento.

En muestras de agua residual, usando la técnica FISH 54
muestras fueron positivas (61,3%), todas ellas antes del paso
de enriquecimiento, excepto la muestra AR86 que fue
positiva antes y después del enriquecimiento. Analizando
estas mismas muestras mediante PCR convencional y PCR
multiple, obtuvimos 73 muestras positivas (83%), de las
cuales dos (2,7%) fueron positivas solamente en el analisis
directo. Treinta y dos muestras (43,8%) fueron positivas tras
el periodo de enriquecimiento y 39 (53,4%) muestras
resultaron positivas en ambos analisis.
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5.3.2. Deteccién y cuantificaciéon de V.
parahaemolyticus

De las 32 muestras de agua de playa, usando la PCR
convencional y multiple, 5 muestras (15,6%) fueron positivas
tras el enriquecimiento. Mediante PCR a tiempo real, 11
muestras  (34,3%) fueron  positivas después  del
enriquecimiento. De ellas, P28 fue positiva también antes del
enriquecimiento y aunque no pudo ser cuantificada, porque
presentaba valores de concentracion del orden de 10
u.f.c./ml, por debajo del limite de cuantificacion fiable de la
técnica

De las 88 muestras de agua residual, mediante PCR
convencional y multiple ninguna fue positiva. Sin embargo
usando la PCR a tiempo real, se obtuvieron resultados
positivos en 22 muestras (25%). Del total de las muestras
positivas, 11 (50%) lo fueron antes del enriquecimiento, con
concentraciones calculadas entre 10% y 10° u.f.c./ml. De estas
11 muestras, Unicamente una permanecid positiva a las 24
horas (AR59). El otro 50% de muestras positivas lo fueron
solamente tras el paso de enriquecimiento.

Todas las muestras positivas por PCR convencional y multiple
lo fueron también por PCR a tiempo real. En la muestra en las
que se aislé V. parahaemolyticus a las 24 horas de
enriquecimiento, la PCR a tiempo real resultd positiva,
mientras que el resto de ensayos de PCR fueron negativos.

5.3.3. Deteccion y cuantificacion de V.vulnificus
De las 32 muestras de agua de playa, mediante PCR

convencional y multiple fueron positivas 3 muestras (9,3%)
después del paso de enriquecimiento.
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Mediante PCR a tiempo real con la metodologia SYBR Green |,
8 muestras fueron positivas tras el enriquecimiento (25%) y
solamente 3 de las 11 fueron positivas antes del
enriquecimiento, aunque no pudieron ser cuantificadas
porque daban valores de concentracién menores que los que
detecta la técnica. Con el uso de la sonda TagMan los
resultados fueron los mismos. Las tres muestras que daban
positivas en el andlisis directo pudieron ser cuantificadas,
dando valores de entre 103y 10% u.f.c./ml.

Finalmente, en el andlisis de las 88 muestras de agua
residual, ninguna muestra fue positiva usando la PCR
convencional y multiple. Mediante PCR a tiempo real con
SYBR Green |, 10 muestras (3,4 %) fueron positivas. De éstas,
4 lo fueron Unicamente tras el paso de enriquecimiento, 3
antes y después del enriquecimiento y tres sélo en la muestra
directa. Con esta técnica de las 6 muestras positivas en el
analisis directo solamente 2 fueron cuantificables, con
valores de entre 10° y 10* u.f.c./ml, el resto no pudieron
cuantificarse ya que daban valores inferiores al limite de
cuantificacion de la técnica.

Con la sonda VVH-TM, los resultados fueron los mismos que
usando SYBR Green |. Todas las muestras positivas en el
anadlisis directo pudieron ser cuantificadas, presentando
valores de entre 10? y 10* u.f.c./ml.

En las dos muestras en las que se aislé V. vulnificus, 1a PCR a

tiempo real resultd positiva, mientras que el resto de ensayos
de PCR fueron negativos.
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5.4. Aislamiento de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio
vulnificus en agua de mar y agua de depuradora

Mediante cultivo en TCBS, en 6 muestras de agua ensayadas
fue posible el aislamiento de 7 colonias (Figura 50). Se realizé
tincion Gram de cada una de las bacterias aisladas e
identificacion bioquimica con tira APl 20E, confirmandose
que las bacterias analizadas eran Gram negativos y tenian
perfiles bioquimicos caracteristicos de V. parahaemolyticus y
V. vulnificus (Tabla 24).

Figura 50. Colonias presuntivas del género Vibrio aisladas de alimentos en
el medio selectivo TCBS



Resultados

Se procedié a la extraccion de ADN gendmico de cada aislado
y al anadlisis por PCR de género y de especie, confirmandose
gue una colonia pertenecia a la especie V. parahaemolyticus
(Figura 51) y 6 colonias al género V. vulnificus (Figuras 52 y
53).
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Figura 51. Curvas de amplificacion obtenidas del analisis de los aislados
de muestras de agua, control positivo y control negativo mediante PCR a
tiempo real para V. parahaemolyticus
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Figura 52. Curvas de amplificacidon obtenidas del analisis de los aislados

de muestras de agua, control positivo y control negativo mediante PCR a

tiempo real usando SYBR Green | para V. vulnificus
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Figura 53. Curvas de amplificacion obtenidas del analisis de los aislados
muestras de agua, control positivo y control negativo mediante PCR a

tiempo real usando la sonda TaqgMan para V. vulnificus
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También se llevé a cabo la secuenciacién de los fragmentos
amplificados en cada PCR de especie. Ademas, se procedio a
la secuenciacion del ARNr 16S, obteniéndose resultados del
100% de similitud del fragmento amplificado con V.
parahaemolyticus 'y V. wvulnificus en cada caso vy
confirmandose asi la presencia de V. parahaemolyticus y V.
vulnificus en agua de playa y agua residual (Tabla 24).

Las tablas 25 y 26 muestran los resultados de los analisis de
las muestras de aguas.
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Aislado Procedencia Perfil % Idendificacion Secuenciacion producto PCR  Secuenciacion ARNr 16S
bioquimico Tira APl 20E
Tira APl 20E
VP9 ARS8 4747106 V. parahaemolyticus 99.9% 100% similitud 100% similitud
(Residual) V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus
VV5 P11 5347005 V. vulnificus 93% 100% similitud 100% similitud
(Playa) V. vulnificus V. vulnificus
VV6 P11 5046105 V. vulnificus 99.5% 100% similitud 100% similitud
(Playa) V. vulnificus V. vulnificus
w7 P14 5046106 V. vulnificus 99.5% 100% similitud 100% similitud
(Playa) V. vulnificus V. vulnificus
VVv8 P18 1346105 V. vulnificus 99.4% 100% similitud 100% similitud
(Playa) V. vulnificus V. vulnificus
VV9 AR28 (Residual) 1146105 V. vulnificus 99.9% 100% similitud 100% similitud
V. vulnificus V. vulnificus
VV10  AR29 (Residual) 5347005 V. vulnificus 93% 100% similitud 100% similitud
V. vulnificus V. vulnificus

Tabla 24. Procedencia de los aislados obtenidos en muestras de agua de playa y agua residual y resultados de los analisis realizados a

cada uno de ellos para su caracterizacion



V. parahaemolyticus Cultivo PCR tradicional PCR multiple Q-PCR-SYBR Green |
Analisis cualitativo | Analisis cuantitativo
P7 0 horas - - - - -
(Agua playa) 24 horas - - - + -
P14 0 horas - - - - -
(Agua playa) 24 horas - + + + -
P15 0 horas - - - - -
(Agua playa) 24 horas - - - + N
P17 0 horas - - - - -
(Agua playa) 24 horas - - - + N
P18 0 horas - - - - -
(Agua playa) 24 horas - - - + N
P19 0 horas - - - - -
(Agua playa) 24 horas - - - + -
P20 0 horas - - - - -
(Agua playa) 24 horas - + + + -
P21 0 horas - - - - -
(Agua playa) 24 horas - - - + -
P23 0 horas - - - - -
(Agua playa) 24 horas - + + + -
P28 0 horas - - - + NC*
(Agua playa) 24 horas - + + + -
P29 0 horas - - - - -
(Agua playa) 24 horas - + + + -




AR1 0 horas - - -
(Agua residual) 24 horas - + _
AR2 0 horas - - -
(Agua residual) 24 horas - + -
AR4 0 horas - - -
(Agua residual) 24 horas - + -
ARS8 0 horas - - -
(Agua residual) 24 horas VP9 + -
AR14 0 horas - - -
(Agua residual) 24 horas - + -
AR15 0 horas - - -
(Agua residual) 24 horas - + -
AR40 0 horas - + 3.81x10°
(Agua residual) 24 horas - - -
AR42 0 horas - + 2.92 x 10°
(Agua residual) 24 horas - - -
AR52 0 horas - + 1.87 x 102
(Agua residual) 24 horas - - -
AR54 0 horas - - -
(Agua residual) 24 horas - + -
AR59 0 horas - + 3.88 x 10°
(Agua residual) 24 horas - + -
AR60 0 horas - - -
(Agua residual) 24 horas - + -




AR61 0 horas - - - + 2.14 x 10?
(Agua residual) 24 horas - - - - -
AR63 0 horas - - - + 1.95 x 10?
(Agua residual) 24 horas - - - - -
AR64 0 horas - - - + 9.35x 10°
(Agua residual) 24 horas - - - - -
AR66 0 horas - - - - -
(Agua residual) 24 horas - - - +
AR68 0 horas - - - + 1.99 x 102
(Agua residual) 24 horas - - - - -
AR69 0 horas - - - - -
(Agua residual) 24 horas - - - +
AR72 0 horas - - - + 3.49 x 10"
(Agua residual) 24 horas - - - - N
ARS82 0 horas - - - + 1.39 x 10?
(Agua residual) 24 horas - - - - -
AR86 0 horas - - - + 8.14 x 10
(Agua residual) 24 horas - - - - -
AR87 0 horas - - - - -
(Agua residual) 24 horas - - - + -

*NC: No Cuantificable
Tabla 25. Resultados de los andlisis de muestras de aguas mediante cultivo y PCR para la deteccion y cuantificacion de V.
parahaemolyticus



V. vulnificus Cultivo PCR PCR Q-PCR-SYBR Green | Q-PCR-Sonda TagMan VVH-TM
tradicional multiple Andlisis Anadlisis Andlisis Analisis
cualitativo cuantitativo cualitativo cuantitativo
P1 0 horas - - - + NC* + 1.00 x 103
(Agua playa) 24 - - - + - + -
horas
P2 0 horas - - - + NC* + 7.41 x 102
(Agua playa) 24 - - - + - + -
horas
P3 0 horas - - - + NC* + 8.46 x 10?
(Agua playa) 24 - - - + +
horas
P7 0 horas - - - - - - -
(Agua playa) 24 - - - - - - -
horas
P11 0 horas - - - - - - -
(Agua playa) 24 V5 + + + ) n -
horas VV6
P14 0 horas - - - - - - -
(Aguaplaya) 24 w7 - - + ; ; -
horas
P18 0 horas - - - - - - -
(Agua playa) 24 VV8 - - + - + -
horas




P23 0 horas - -
(Agua playa) 24 - -
horas
P25 0 horas - -
(Agua playa) 24 - -
horas
P31 0 horas - -
(Agua playa) 24 - -
horas
ARS8 0 horas - -
(Agua 24 - -
residual) horas
AR10 0 horas - -
(Agua 24 - -
residual) horas
AR22 0 horas - -
(Agua 24 - -
residual) horas
AR24 0 horas NC* 4.30 x 10?
(Agua 24 - -
residual) horas
AR25 0 horas NC* 1.00 x 10°
(Agua 24 - -
residual) horas




AR28 0 horas VV9 NC* 1.06 x 10°

(Agua 24 - - -
residual) horas

AR29 0 horas VV10 5.73 x 10? 1.04 x 103

(Agua 24 - - -
residual) horas

AR70 0 horas - - -

(Agua 24 - - -
residual) horas

AR82 0 horas - 1.71x 10* 8.08 x 10*

(Agua 24 - - N
residual) horas

AR86 0 horas - NC* 1.00 x 103

(Agua 24 - - -
residual) horas

*NC: No Cuantificable

Tabla 26. Resultados de los analisis de muestras de aguas mediante cultivo y PCR para la deteccion y cuantificacion de V. vulnificus
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6.DETERMINACION DEL BIOTIPO DE LAS CEPAS DE V.
VULNIFICUS

Una vez aisladas e identificadas las cepas de V. vulnificus
mediante cultivo, perfil bioquimico, PCR y secuenciacién se
determind el biotipo de cada cepa en cuestién. Se llevaron a
cabo los andlisis de PCR, tal y como describieron Senoh et al.
(2005), usando las dos parejas de iniciadores nombradas en
material y métodos.

Tras los analisis de PCR, vimos que todas las cepas
pertenecen al biotipo 2, a excepcién de la VV10, aislada de
agua residual, y la VV2, aislada de ostra, que pertenecen al
biotipo 1.

7.ANALISIS DE LOS PERFILES DE BANDAS GENERADOS POR
RAPD

Una vez aisladas e identificadas mediante cultivo, perfil
bioquimico, PCR vy secuenciaciéon, las cepas de V.
parahaemolyticus y V. vulnificus fueron caracterizadas
mediante la técnica RAPD. Se utilizaron los iniciadores 7254 y
M13 para ambas bacterias, obteniendo solamente resultados
reproducibles y con un nimero suficiente de bandas con el
iniciador M13.

Los perfiles generados se estudiaron mediante el programa
TDI Lane Manager. El andlisis numérico combinado de los
resultados obtenidos de las cepas aisladas, generd un
dendrograma donde se pudo apreciar gréficamente la
diversidad existente entre las cepas analizadas
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Figura 54. Perfiles generados por el analisis mediante RAPD tras la
amplificacion con el iniciador M13 de las cepas aisladas de V.
parahaemolyticus. 1: VP7; 2: VP9; 3: VP3; 4: 9954-9; 5: CECT 5271; 6: VPS;
7: Marcador de peso molecular; 8: CECT 588; 9: VP2; 10: VP4; 11: Control
negativo; 12: CECT 612; 13: Marcador de peso molecular; 14: Marcador
de peso molecular; 15: VP6; 16: VP5; 17: VP1; 18: CECT 588; 19: Control
negativo
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Figura 55. Perfiles generados por el analisis mediante RAPD tras la
amplificacion con el iniciador M13 de las cepas aisladas de V. vulnificus. 1:
CECT 529; 2: VV1; 3: VV2; 4: CECT 5198; 5: VV9; 6: VV3; 7: CECT 5167; 8:
VV5; 9: VV6; 10: VV7; 11: VV8; 12: VV10; 13: Marcador de peso
molecular; 14: CECT 529: 15: Marcador de peso molecular; 16: Control
negativo; 17: VV4; 18: CECT 5167; 19: CECT 5198
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7.1.Caracterizacion molecular mediante RAPD de las cepas
de V. parahaemolyticus aisladas de agua y alimentos de
origen marino

Todos los aislamientos se unen al 50.3% de similitud genética
(Figura 56). En el dendrograma claramente se generan dos
clados:

El primer grupo, que estd formado por dos cepas, la cepa
VP9, que se agrupa al 68% con la cepa de referencia V.
parahaemolyticus CECT 612. El segundo grupo esta formado
por los aislados de alimentos, que se agrupan al 73% con las
cepas de referencia de V. parahaemolyticus CECT 5271 que
fue aislada también de alimentos (Berberechos) y 9954-9.
Dentro de este grupo se diferencian dos subgrupos con una
similitud del 76%: el primer subgrupo estd formado por
algunos aislados de V. parahaemolyticus de distintas
muestras de mejilléon, que se unen al 85% con la cepa de
referencia CECT 588, aislada también de mejillén. En este
primer subgrupo se observan que hay cepas agrupadas a
mayores niveles de similitud, al 86% (VP6-VP7) y al 100%
(VP4-VP5) que son cepas que proceden de la misma muestra.
El segundo subgrupo estd formado por las cepas aisladas de
mejillén VP1, VP2, VP3 y VP8, todas ellas se unen al 80% de
similitud. Dentro de este subgrupo las cepas VP1 y VP2 se
unen al 100% de semejanza, ya que proceden de la misma
muestra, y la cepa VP3 se une a ellas con un 92% de
semejanza.

El valor de la correlacion cofenética (r) obtenido fue de 0,91.
Este valor nos indica que la clasificacién realizada en el
dendograma es fiable.



VP9 AR
' 612

VP2
VP1 M
VP33 M
VPEM

_| VP7 I
VP& I
VPS5 I
VP4
ELHH

| 9954.9
' 5271

0.0 70.0 g0.0 0.0 1
50.3

UPGMA tree
Similarities using Dice index.

Ivl: Miejillén 17-11-110 ; time: 12:53
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Figura 56. Dendrograma de similitud genética generado para las cepas de V. parahaemolyticus
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7.2. Caracterizacion molecular mediante RAPD de las cepas
de V. vulnificus aisladas de agua y alimentos de origen
marino

Con una semejanza de 65.8% se unen todos los aislados de V.
vulnificus y las cepas de referencia de esta misma especie
(Figura 57). En este mismo punto diferenciamos el aislado
VV9 que es un aislado de agua residual, del resto de cepas
analizadas por RAPD. Podemos diferenciar con una similitud
de 73% dos grupos: El primer grupo estd formado por el
aislado VV10, procedente de agua residual, que presenta una
similitud del 79% con las cepas de referencia CECT 5167 y
CECT 529. El otro grupo esta formado por los aislados de
agua de playa y de alimentos, y en él se diferencian dos
subgrupos, con un 85% de similitud entre ellos: El primer
subgrupo estd formado por los aislados de mejillon VV1 y
VV2 (100% similitud) y por la cepa CECT 5198 que esta
aislada también de alimentos (anguila), con una similitud
entre ellos del 91%. En el otro subgrupo diferenciamos, con
un 92% de similitud, a los aislados de agua de playa (VV5,
VV6, VW7 y VV8, 100% de similitud entre ellos) y dos cepas
aisladas de la misma muestra de ostra (VV3 y VV4), también
con un 100% de similitud entre ellas.

El valor de la correlacion cofenética (r) obtenido fue de 0,93,
este valor nos indica que la clasificacidon realizada en el
dendograma es fiable y casi exacta.
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Figura 57. Dendrograma de similitud genética generado para las cepas de V. vulnificus.
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En los ultimos afios, intentando buscar mas eficacia en los
métodos para la deteccion de microorganismos, se han
desarrollado metodologias basadas en el analisis de los
acidos nucleicos. Entre las técnicas moleculares de mayor
aplicacion podemos sefialar las basadas en la Reaccidén en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y la Hibridacion in situ con
sondas fluorescentes (FISH), técnicas que poseen elevada
especificidad y rapidez en la deteccion de microorganismos
(Clifton, 2010).

La técnica de PCR ha sido empleada en numerosos trabajos
de investigacién para la deteccion de Vibrio spp., V.
parahaemolyticus y V. vulnificus en diferentes matrices. Se ha
usado esta técnica para la deteccion de Vibrio spp. en agua
de mar (Thompson et al., 2004), para la deteccidon de
especies patégenas como V. cholerae, V. parahaemolyticus y
V. vulnificus en mariscos (Panicker et al., 2004), y también
para deteccidn de V. parahaemolyticus en ostras (Kaufman et
al., 2004). En todos los casos, tras el disefio de iniciadores y
sondas, y la puesta a punto del método, se han obtenido
excelentes limites de deteccidn

La técnica FISH ha sido usada también en numerosos trabajos
de investigacidn, tanto para la deteccion de bacterias del
género Vibrio como para bacterias de otros géneros. Giuliano
et al. en 1999 diferenciaron qué especies del género Vibrio
estaban presentes en superficie y cudles en la profundidad
del mar. Moreno et al. (1999), a su vez, usaron sondas de
hibridacion para detectar Vibrio spp. en muestras de agua y
limo del habitat de anguilas.

Este trabajo se planted en dos fases diferentes. La primera de
ellas consistié en la puesta a punto de técnicas de deteccion
y cuantificacidn de dos especies patdgenas del género Vibrio,
V. parahaemolyticus vy V. vulnificus, basadas en la PCR
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convencional, PCR a tiempo real e hibridacién in situ con
sondas fluorescentes (FISH). El objetivo de la segunda parte
del trabajo fue la comprobacion de la utilidad de estos
métodos para la deteccidn y cuantificacidon de Vibrio spp. en
muestras de alimentos marinos y en muestras de agua de
playa y aguas residuales.

La deteccién e identificacion de patégenos mediante PCR
depende de la especificidad de los iniciadores usados en la
reacciéon de amplificaciéon (Gardes y Bruns, 1993). Para la
deteccién de todas las especies de género Vibrio se usaron
unos iniciadores disefiados por Thompson et al. (2004), que
amplifican una region de 114 pares de bases del ARNr 16S.
Para la deteccion de la especie V. parahaemolyticus se
usaron unos iniciadores que amplifican el gen de Ia
hemolisina termoldbil (t/h) (Taniguchi et al, 1985) vy
finalmente, para la deteccion de V. vulnificus se usaron los
iniciadores descritos por  Panicker et al. (2004), que
producen un fragmento de 205 pares de bases del gen de la
hemolisina A (vvhA).

A pesar de existir datos sobre la especificidad de todos los
iniciadores, se realizaron ensayos con distintas cepas del
género Vibrio y de otros géneros. En los tres casos, para
conseguir mayor especificidad se realizaron modificaciones
en las condiciones de PCR descritas por los autores, que
consistieron basicamente en variaciones de la temperatura y
tiempo de unién del iniciador y las concentraciones de MgCh
y de los iniciadores en la reaccion final. Para V.
parahaemolyticus, ademads de modificar la temperatura y las
concentraciones de Mgd y de los iniciadores , se usd una
concentraciéon de 0,8 pg/ml de BSA que dmigor

especificidad de la amplificacidn, ya que elimina el efecto de
las sustancias inhibidoras de la PCR (Guy et al., 2003). Por
ultimo, para la reaccién de PCR para la deteccién de V.
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vulnificus se realizaron modificaciones de todos los
pardmetros para obtener una especificidad y limite de
deteccion mds favorables.

Dado que la PCR multiple permite detectar simultdneamente
varias especies o varios genes de una misma especie en una
misma muestra y reaccion, con el consiguiente ahorro de
tiempo, reactivos y volumen de muestra (Linch et al., 2004,
Panicker et al., 2004; Bej et al., 1999), se decidié poner a
punto un protocolo para la deteccién conjunta de Vibrio spp.,
V. parahaemolyticus y V. vulnificus. Existen diversos trabajos
en los que se detectan distintas especies del género Vibrio
usando la PCR multiple (Panicker et al., 2004) o que usan
también esta técnica para diferenciar las cepas patogenas de
las no patdgenas de V. parahaemolyticus (Nordstrom et al.,
2007), pero no existe ningun trabajo que haya disefiado una
PCR multiple en la que simultdaneamente se detecten todas
las especies del género Vibrio y se determine, ademas, la
presencia de V. parahaemolyticus o V. vulnificus. Usando una
temperatura de alineacién de 65°C durante 1 minuto, se
consiguieron resultados especificos para los tres amplicones
generados con los iniciadores seleccionados previamente en
la PCR convencional.

La PCR a tiempo real proporciona ventajas importantes sobre
la PCR convencional: los métodos tradicionales emplean
geles de agarosa para la visualizacion de los productos de
amplificacidn y esto consume mucho tiempo. Ademas, los
resultados se basan en la discriminacién de tamafio de una
banda en el gel, lo que no resulta muy preciso. Sin embargo,
la PCR a tiempo real nos permite la deteccion de los
productos de amplificacién en el mismo momento en el que
se estan amplificando sin necesidad de realizacién de geles
de agarosa. Ademds, permite la cuantificacién de las
moléculas de forma rapida y precisa (Costa J., 2004). La PCR a
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tiempo real ha sido aplicada por distintos autores para la
deteccion de Vibrio parahaemolyticus en ostras, langosta,
almejas y diferentes especies de pescados (Cai et al., 2006) y
de Vibrio vulnificus en pescado y en agua del Golfo de Méjico
(Panicker et al., 2004). En todos estos trabajos se han
obtenido resultados de deteccion y cuantificacion muy
especificos, con un limite de deteccion muy bajo,
demostrando asi ser mds sensible que el cultivo o la PCR
convencional.

En este estudio se pusieron a punto tres protocolos de PCR a
tiempo real para la deteccién de V. parahaemolyticus,
usando el agente intercalante SYBR Green |, y para la
deteccion de V. vulnificus, usando SYBR Green | y sondas de
hidrélisis tipo TagMan, para asi poder evaluar cual es el mas
6ptimo para la deteccion y cuantificacion de cada
microorganismos estudiado.

En los tres protocolos, al igual que en la PCR convencional, se
estudio la especificidad de la reaccion. Para obtener la mayor
especificidad posible se realizaron ensayos en los que se
probaron diferentes temperaturas y tiempos de alineacidn de
los iniciadores y diferentes concentraciones de MgCl, e
iniciadores. Tras evaluar las diferentes condiciones se
obtuvieron especificidades elevadas, que nos aseguraban su
posterior aplicacién a matrices alimentarias y ambientales
muy contaminadas, ademas de curvas patrén con unas
eficiencias y coeficientes de correlacién muy cercanos a los
6ptimos.

Para la deteccion y cuantificacion de V. parahaemolyticus
usando SYBR Green | se utilizaron los mismos iniciadores que
en la PCR convencional. La curva patrén se elabord con los
datos recogidos en cuatro ensayos diferentes, con tres
replicados de cada patréon. Se determind el limite de
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deteccion para llevar a cabo la cuantificacion de V.
parahaemolyticus, obteniendo unos resultados satisfactorios,
ya que esta reaccion de PCR a tiempo real es capaz de
detectar y cuantificar hasta 10 u.f.c./ml. En 2010, Rizvi y Bej,
usando también el gen tlh de V. parahaemolyticus, pusieron
a punto una técnica de PCR en la que se obtuvieron
resultados donde el limite de deteccidn de la técnica fue de
10 u.f.c./ml. Podemos mencionar también el trabajo de
Nordstrom et al. (2007) quienes, usando el mismo gen,
obtuvieron un limite de deteccion de 10 u.f.c./ml.

Para la deteccidén y cuantificacién de V. vulnificus usando
SYBR Green | se usaron también los mismos iniciadores que
en la PCR convencional. El limite de deteccién también fue
determinado y se observd que esta reaccién de PCR es capaz
de detectar y cuantificar muestras con cantidades iguales o
superiores a 100 u.f.c./mililitro. Panicker et al., en 2004,
llevaron a cabo el desarrollo de una técnica de PCR con SYBR
Green | para la deteccion de V. vulnificus usando como diana
el mismo gen que hemos utilizado en este trabajo vy
obtuvieron sensibilidades muy similares a las aqui obtenidas,
con un limite de deteccién de 100 u.f.c.

Ademads de usar un agente intercalante, para la deteccion y
cuantificacidn de V. vulnificus se puso a punto un ensayo en
el que se utilizd una sonda TagMan disefiada por nosotros.
Estas sondas ofrecen mayor especificidad y sensibilidad que
el SYBR Green |, ya que poseen una secuencia especifica, lo
que le permite unirse a una determinada parte del fragmento
que queremos amplificar (Heid et al. 1996). Una vez disefiada
la sonda VVH-TM con el software Primer Express (Applied
Biosystem, CA, USA) y usando los mismos iniciadores que en
el caso anterior se evaluaron diferentes parametros para
establecer las condiciones dptimas de reaccién. Ademas de
obtener una mayor eficiencia con la sonda TagMan que con
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el agente intercalante SYBR Green |, al realizar el analisis del
limite de deteccidén observamos que esta reaccion de PCR es
mucho mas sensible, ya que puede detectar y cuantificar
muestras con cantidades iguales o superiores a 1 u.f.c./ml.
Por tanto, podemos decir que para la deteccidon vy
cuantificacidon de V. vulnificus el mejor protocolo es la PCR a
tiempo real usando la sonda TagMan.

Las sondas LNA (Locked Nucleic Acids) ofrecen mayor
especificidad y sensibilidad, mejor capacidad de hibridacién y
mayor sefial de fluorescencia que las sondas convencionales,
debido a las modificaciones en el anillo de ribosa (Astakhova
et al., 2011; Koshkin et al., 1998; Obika et al., 1997). Por ello,
se decidid realizar una modificacién de la sonda TagMan
usada para la deteccién de V. vulnificus. Usando las mismas
condiciones que con la sonda TagMan convencional, se
realizd la curva patrdén y se calculd la eficiencia de la reaccidn
de la PCR. Tras analizar todos resultados, se vio que al usar la
sonda VVH-TM- LNA, |Ila eficiencia no mejoraba
notablemente. Ademas, el limite de deteccion era idéntico al
obtenido con la sonda TagMan VVH-TM. La obtencion de
practicamente los mismos resultados con ambos tipos de
sonda, nos hizo rechazar el uso de la nueva sonda LNA, ya
gue es mucho mds cara, debido a que se llevan a cabo mas
procesos para su sintesis. Alonso et al., en 2011 realizaron
una comparacion de ambos sistemas de sondas TagMan vy
LNA para la deteccion y cuantificacion de Giardia vy
Cryptosporidium, obteniendo resultados diferentes a los
obtenidos en este trabajo: los limites de deteccidn
disminuian considerablemente al usar la sonda LNA. En 2009,
Josefsen et al. en un trabajo de deteccidon de Campylobacter,
hicieron una comparacion entre las sondas LNA y las sondas
convencionales, obteniendo también mayor eficacia con las
sondas LNA.
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A pesar de que las eficiencias de las tres reacciones fueron
ligeramente menores a la dptima, se consideré que los
protocolos de deteccion y cuantificacion de V.
parahaemolyticus y V. vulnificus eran fiables y especificos
para la deteccidn y cuantificacion de estos microorganismos,
ya que los valores obtenidos tras el andlisis de regresion nos
daban una concordancia positiva, casi perfecta en todos los
€asos.

La segunda metodologia que se ha utilizado en este trabajo
ha sido la hibridacién in situ con sondas fluorescentes (FISH).
Esta técnica permite la visualizacion, identificacion,
enumeracion y localizacién simultanea de las células
microbianas (Amann et al., 1995). A pesar de que la
sensibilidad de esta técnica es menor que la de PCR,
presenta la ventaja de distinguir entre las formas bacilares y
cocoides del género Vibrio (Moreno et al., 1999).

En este estudio se intentd poner a punto 3 protocolos de
FISH para la deteccidn de Vibrio spp., V. parahaemolyticus y
V. vulnificus, para su posterior aplicacion en matrices
alimentarias y ambientales.

En primer lugar, procedimos a poner a punto un protocolo de
deteccion de todas las especies del género. Para ello se
probaron dos sondas, GV disefiada por Giuliano et al. (1999)
y VIB disefiada por Moreno et al. (1999). Tras realizar los
estudios de accesibilidad y ensayos de puesta a punto, vimos
que solamente la sonda VIB producia fluorescencia. Por tanto
utilizamos esta sonda para la deteccién de microorganismos
del género Vibrio, usando una concentracion de formamida
del 30%, ya que una concentracion mayor podria provocar
unas condiciones demasiado selectivas y dificultar la unidn
de la sonda al ARN ribosémico (Moreno et al., 1999), y un
tiempo de hibridacion de 1.5 horas, que fueron suficientes
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para obtener una buena sefial de fluorescencia. Los analisis
de especificidad mostraron que la sonda era completamente
especifica para Vibrio spp.

En la puesta a punto de la técnica FISH para la deteccion de
V. parahaemolyticus se empled una sonda disefiada por
nosotros (VPA). En la puesta a punto de la técnica para la
deteccion de V. vulnificus se usaron cuatro sondas: Dos
sondas, Vvul235296 y Vvu3, disenadas por Randa et al.
(2004) y Aznar et al. (1994) vy dos sondas (Vul23 y Vvran2)
disefiadas en este trabajo. Tras evaluar la accesibilidad de las
sondas al ARN ribosdomico se probaron con cultivos puros,
observandose que las sondas, aun siendo especificas, no
hibridaban con los microorganismos de estas dos especies.
Después de numerosos ensayos en los que se probaron
distintas concentraciones de sonda y formamida, diferentes
tiempos de hibridacion, diferentes cantidades de cultivo de
V. parahaemolyticus y V. vulnificus y diferentes tipos y
tiempos de fijacidn de las células, sin resultado, se concluyé
que las sondas no eran capaces de penetrar e hibridar en el
ARN ribosdmico diana, tal vez debido a que estas zonas eran
poco penetrables.

Tras varias busquedas bibliograficas y tras varios intentos de
diseno de nuevas sondas, no se obtuvieron buenos
resultados, por lo que se descarté su uso.

Una vez optimizados los distintos protocolos, se procedié a la
evaluacion del método de deteccion de V. parahaemolyticus
mediante PCR a tiempo real, mediante un ensayo
colaborativo interlaboratorio. La ausencia de un material de
referencia con diferentes niveles de indculo préximos al
limite de deteccion impidié realizar una evaluacién completa
(Sensibilidad y Especificidad) acorde a los protocolos
internacionalmente establecidos. Con el material disponible
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los resultados fueron concordantes en todos los casos y para
todos los laboratorios.

Por otra parte, aunque disponiamos del valor de referencia
de cada muestra, éstas fueron sometidas a un proceso de
pre-enriquecimiento que provocé el crecimiento hasta
elevados niveles, por lo que se evalué Unicamente la
capacidad de deteccién. Si que pudimos asumir que esta
etapa de pre-enriquecimiento es adecuada para alcanzar un
elevado nivel de microorganismos diana,
independientemente de la presencia de flora interfiriente y
del nivel inicial de indculo.

Aunque, como ya se ha mencionado, el objetivo de la
validacién era utilizar el método como una técnica de
detecciéon y no de cuantificacion, el empleo de la PCR a
tiempo real permiti6 un estudio mas detallado de los
resultados, gracias a la evaluacion del valor de deteccién de
fluorescencia obtenido por cada laboratorio.

El Centro de Salud Publica de Valencia fue el unico que
informé de valores de puntos de corte (Ct) elevados,
proximos al ciclo maximo de amplificacidn, por lo que se
recomendd a este participante que realizara nuevos ensayos
a partir de suspensiones de microorganismos diana de
concentracion conocida, al objeto de evaluar si habia sido un
problema en la etapa de pre-enriquecimiento o bien en la
extraccion de ADN y posterior amplificacidn.

Se evidencid al mismo tiempo, que no existian diferencias
significativas entre el empleo de uno u otro protocolo (AB o
LC) puesto que tanto los valores finales como los valores Ct
obtenidos han sido muy similares, tanto en los resultados
interlaboratorios como intralaboratorio, siendo ésta ultima
diferencia muy inferior a la primera, lo cual de nuevo
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muestra la validez de los ensayos. La utilizacidon del marcador
SYBR Green | impide la utilizacidon de un control endégeno de
la reacciéon de PCR, por lo que estos valores de Ct no se
pueden normalizar al objeto de analizar estadisticamente las
diferencias interlaboratorios.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, podemos
considerar que el método desarrollado en este trabajo posee
un rendimiento valido. Seria necesario continuar con el
estudio, mediante su aplicacion a muestras reales, para
completar su validacién y ser, por tanto, aplicable como
método alternativo en laboratorios acreditados.

En la segunda fase de este trabajo se estudio la aplicabilidad
de todos los protocolos de deteccion por métodos
moleculares a la deteccion y cuantificacion de las especies
de Vibrio spp. en alimentos y en agua de playa. Los
alimentos de origen marino (mejillones, ostras,
almejas,...etc.) y el agua de mar son potenciales transmisores
de Vibrio al hombre (Deepanjali et al., 2005; Wong et al.,
2000; Chen et al., 1991). De hecho, V. parahaemolyticus es
reconocido como la principal causa de gastroenteritis en
humanos asociada al consumo de marisco (Kaysner vy
DePaola, 2001). También las infecciones atribuidas a V.
vulnificus por el consumo de ostras crudas son frecuentes.

Por otra parte, todas las especies patégenas de este género
son eliminadas por las heces en el transcurso de la infeccién.
Por ello, nos planteamos la hipdtesis de que tanto V.
parahaemolyticus como V. vulnificus podrian estar presentes
en las aguas residuales. Debido a la practica cada vez mas
habitual del uso de aguas residuales para el riego de cultivos
y debido al posible vertido de estas aguas al agua de mar, su
presencia podria indicar un riesgo potencial de transmisién a
los humanos por esta via.
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Asi pues, en primer lugar se realizé un andlisis de sensibilidad
de los métodos desarrollados en la etapa anterior en dos
tipos de matrices, mejillones y agua. Para ello, se inocularon
artificialmente las dos matrices con cantidades conocidas de
V. parahaemolyticus y V. vulnificus y se procedié a la
deteccion de las bacterias mediante el método de
aislamiento por cultivo y las técnicas de PCR, PCR a tiempo
real y FISH.

El método de cultivo en medio selectivo TCBS resultd ser un
método poco eficaz, en comparacién con los métodos
moleculares, para la deteccién de Vibrio spp., V.
parahaemolyticus y V. vulnificus, ya que se detectaron tanto
en mejillén como en agua sin enriquecimiento previo
Unicamente hasta concentraciones del orden de 10° u.f.c./gr
o ml, debido a que las colonias tipicas de V. vulnificus y V.
parahaemolyticus eran pequefias y aparecian enmascaradas
por el resto de microbiota acompafante.

Los resultados de este trabajo mostraron que el cultivo en
medio selectivo no es un buen método de deteccién en
muestras enriquecidas, debido a que permite la proliferacion
masiva de otros microorganismos que enmascaran el
crecimiento de las especies de interés. Tras 24 horas de
enriquecimiento en APW al 2% de NaCl y posterior cultivo en
TCBS, la microbiota acompafiante enmascaraba el
crecimiento de los microorganismos de este género, por
tanto no pudimos establecer ninglin limite de deteccion.
Ademads, el aislamiento de colonias presuntivas de este
género en TCBS fue dificil, y se necesitaron varias resiembras
en nuevas placas del medio selectivo para obtener cultivos
puros.
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Otros autores han utilizado otros medios de cultivo selectivo.
Yukiko et al., en 2001, usaron el medio CHROMagar Vibrio
(CHROMagar Microbiology, Paris, France) que segun el
estudio llevado a cabo daba menos lugar a confusién a la
hora de diferenciar bacterias del género Vibrio. Otros autores
han usado CPC y han obtenido mejores resultados a la hora
del aislamiento que usando TCBS. En nuestro trabajo,
después de valorara la capacidad de aislamiento de
diferentes medios selectivos, decidimos usar TCBS, ya que en
otros medios, tales como CPC y CHROMagar Vibrio, el
crecimiento era mas lento y el tamafio de las colonias menor,
debido a Ila desmesurada proliferacion de otros
microorganismos presentes,

La técnica FISH para la deteccidn de Vibrio spp. presentd una
sensibilidad en los dos tipos de matrices sin enriquecer del
orden de 10* u.f.c./gr o ml. En muestras enriquecidas, no se
detectaron, debido fundamentalmente a que su crecimiento
se encontraba enmascarado por el resto de la microbiota
presente en las muestras (Moreno et al., 1999). Debido a la
ausencia de un medio de cultivo suficientemente selectivo,
las especies del género Vibrio, que tienen una tasa de
crecimiento menor que otros géneros presentes en este tipo
de muestras, son mas sensibles al estrés fisico y quimico y
presentan desventajas en las competencia por los nutrientes,
lo que puede explicar esta falta de deteccion.

La técnica de PCR convencional dio resultados diferentes
para las distintas matrices. En las muestras de mejilldn los
limites de detecciéon de la PCR para Vibrio spp., V.
parahaemolyticus y V. vulnificus fueron del orden del orden
de 1C u.f.c./gr, sin enriquecimiento y de 1 u.f.c./gr tras el
paso de enriquecimiento. En las muestras de agua, los limites
de deteccion para Vibrio spp., V. parahaemolyticus y V.
vulnificus fueron del orden de 10% 102 y 40u.f.c./ml
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respectivamente, sin enriquecimiento y de 1 u.f.c./ml tras el
paso de enriquecimiento.

Las matrices alimentarias (Moreira, 1998; Wilson, 1997), asi
como las aguas residuales (Shieh et al., 1995), contienen mas
sustancias inhibidoras de la PCR o de la extraccién de ADN
que otros tipos de agua, lo que lleva consigo a una
disminucién del limite de deteccion. Algunos inhibidores
existentes en estas matices son los polisacaridos, acidos
hamicos, urea y hemoglobina que tienen tres formas de
actuacion: la primera es el bloqueo de la actividad catalitica
de la ADN polimerasa termoestable de forma total o parcial;
la segunda es la unién directa al ADN de doble cadena y por
ultimo la interferencia en el paso de la lisis celular (Radstrom
et al., 2004). Estas sustancias estan presentes en diferentes
cantidades en las matrices alimentarias, lo que hace que
varie la sensibilidad del método segun la matriz que estemos
usando.

Comparando los resultados de los andlisis del limite de
detecciéon podemos concluir que es necesario incluir un paso
previo de enriquecimiento para la deteccién éptima de Vibrio
spp., V. parahaemolyticus y V. vulnificus, ya que con ello se
consigue un aumento del nimero de microorganismos, y por
lo tanto, una disminucidn del limite de deteccién. Adema3s,
con el enriquecimiento de la muestra estamos diluyendo los
posibles inhibidores de la PCR que pueden encontrarse en la
matriz y el ADN de las bacterias que podrian dar lugar a falsos
positivos (Radstrom et al., 2004).

Con la técnica de PCR multiple para la deteccion de Vibrio
spp., V. parahaemolyticus y V. vulnificus, tras varios andlisis
en mejillén, el limite de deteccién de la PCR multiple para la
deteccién de Vibrio spp., V. parahaemolyticus y V. vulnificus
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fue del orden de 10° u.f.c./gr sin enriquecimiento y del orden
de 1 u.f.c./gr tras el paso de enriquecimiento.

En agua, los limites de detecciéon de la PCR mudltiple sin
enriquecimiento fueron del orden de 10* u.f.c./ml para Vibrio
spp., 10% u.f.c./ml para V. parahaemolyticus y 10" u.f.c./ml
para V. vulnificus. Tras el enriquecimiento, los limites de
deteccion fueron del orden de 1 u.f.c./ml en todos los casos.
Tras el analisis de los limites de deteccidén de la PCR multiple,
también se evidencia la conveniencia de incluir un paso
previo de enriquecimiento, ya que con ello se consigue una
disminucidn significativa del limite de deteccidn.

Otros autores han puesto a punto técnicas de PCR multiple.
En 1999, Bej et al. pusieron a punto una técnica para la
deteccion de distintas hemolisinas de V. parahaemolyticus en
alimentos de origen marino, en la cual el limite de deteccién
fue de 10* u.f.c./g. Con un limite deteccién de 10 u.f.c./250
ml se pueden diferenciar dos serogrupos de V. cholerae
usando una PCR multiple (Rivera et al, 2003). Para la
deteccion seis especies de Vibrio simultaneamente en
muestras alimentarias (moluscos, gambas y cangrejos),
Espifieira et al. (2009) pusieron a punto una técnica de PCR
multiple, obteniendo limites de deteccion de 1 u.f.c./ml.
Panicker et al., en 2004 pusieron a punto una PCR multiple
para la deteccién de dos genes de V. vulnificus, obteniendo
un limite de deteccién de 10%u.f.c./ml.

Ademas de ahorrar tiempo, reactivos y volumen de muestra,
con esta técnica obtuvimos resultados satisfactorios en
cuanto al limite de deteccidn en las diferentes matrices, ya
que se consiguieron tanto para las muestras de mejillén
como para las de agua, valores iguales que los de la PCR
convencional. La PCR multiple podria, por tanto, utilizarse
como alternativa a la PCR convencional.
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La PCR a tiempo real presenta la gran ventaja del ahorro de
tiempo vy, tedricamente, de una mayor sensibilidad. Al igual
gue para las otras técnicas, se realizaron analisis del limite de
deteccion de los distintos protocolos de deteccidon vy
cuantificacidn puestos a punto.

Para la deteccién y cuantificacién de V. parahaemolyticus se
uso el agente intercalante SYBR Green |, y se evalud el limite
de deteccién en los dos tipos de matrices obteniendo un
limite de deteccion menor que con el resto de técnicas: En
matrices alimentarias y en muestras de agua, la PCR a tiempo
real es capaz de detectar un valor del orden de 10* u.f.c./gr o
ml sin enriquecimiento. En otros trabajos donde se han
puesto a punto protocolos de PCR a tiempo real para la
deteccion de V. parahaemolyticus, se obtuvieron limites de
deteccion de 10 u.f.c./gr en muestras de alimentos de origen
marino (Nordstrom et al., 2007) e incluso de 1 u.f.c./gr
(Blackstone et al., 2003 ).

Para la deteccién y cuantificacién de V. vulnificus usando el
agente intercalante SYBR Green se obtuvieron limites de
deteccién del orden de 10° u.f.c./gr o ml en matrices
alimentarias y muestras de agua sin enriquecimiento. En
2004, Panicker et al., usando la misma técnica, el mismo
agente intercalante y el mismo gen vvhA, obtuvieron
resultados muy similares, con limites de deteccién de 102

u.f.c./10 ml de agua de mary en ostras de 10” u.f.c. /g.

En este trabajo se ha comprobado que para la deteccion y
cuantificacion de V. vulnificus las sondas TagMan ofrecen
mayor sensibilidad que el SYBR Green | debido a que la diana
de las sondas se encuentra en el producto de amplificacién,
lo que constituye un elemento mas para conseguir la
especificidad y sensibilidad deseada. Con esta técnica se
obtuvieron limites de deteccién del orden de 10 u.f.c./gr o ml
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en matrices alimentarias y agua sin enriquecimiento. En otros
trabajos también se han obtenido muy similares resultados
usando la PCR a tiempo real con TagMan para la deteccidn
de V. vulnificus: Panicker et al., en 2005, obtuvieron limites
de deteccion de 1 u.f.c./g de ostray del orden de 100 u.f.c./g
en otros trabajos (Campbell y Wright, 2003).

En los tres protocolos de PCR a tiempo real, tras un paso de
enriquecimiento de 24 horas, la sensibilidad aumentd hasta
el orden de 1 u.f.c./gr o ml en ambas matrices. Al igual que
para los otros tipos de PCR, es conveniente incluir un paso
previo de enriquecimiento para la deteccion de V.
parahaemolyticus y V. vulnificus, porque se consigue un
aumento del nimero de células y con ello, una disminucién
del limite de deteccién. En otros trabajos también se ha
documentado que tras un paso de enriquecimiento, aunque
sea breve, el limite de deteccidn disminuye (Nordstrom et al.,
2007; Panicker et al., 2004; Blackstone et al., 2003).

Comparando las distintas técnicas, parece evidente que la
PCR a tiempo real es la técnica mds adecuada tanto para la
deteccion de V. parahaemolyticus como para la de V.
vulnificus, en muestras tanto alimentarias como de agua. Esta
técnica ofrece una  sensibilidad vy especificidad muy
elevadas, ademds de ser rdapida, simple, que evita la
manipulacion de las muestras antes de obtener resultados y
gue ademas permite cuantificar las moléculas, de forma
rapida y precisa, presentes en las muestras. El Unico
inconveniente es que el coste, comparado con la PCR
convencional, es mayor.

Una vez determinado el limite de deteccion de todas las
técnicas, se procedié a la deteccién de Vibrio spp., V.
vulnificus y V. parahaemolyticus en muestras de alimentos de
origen marino y aguas.
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Un total de 83 muestras de alimentos y 120 de agua (32 de
agua de playa y 88 de agua residual) fueron analizadas
mediante las distintas técnicas puestas a punto, comparando
la efectividad de todas ellas, asi como la del método
convencional de aislamiento por cultivo.

En la deteccion de Vibrio spp. mediante FISH, todas las
muestras positivas, lo fueron sin enriquecimiento a excepcion
de 8 muestras, que fueron positivas después de las 24 horas
de enriquecimiento. Esto puede ser debido a que las
muestras que dieron positivas tras enriquecimiento, no
estuvieran muy contaminadas y el crecimiento de Ila
microbiota acompafiante no interfiriese en la deteccién.

La gran mayoria de las muestras positivas por PCR lo fueron
tras el enriquecimiento, lo que confirma que es necesario
introducir un paso de enriquecimiento para la deteccion de
Vibrio spp., como ya se observd en los ensayos con muestras
inoculadas artificialmente.

En todos los tipos de muestras analizadas por FISH y PCR, el
porcentaje obtenido de muestras sin enriquecimiento es
mayor usando la técnica FISH que usando las dos técnicas de
PCR. Sin embargo, el porcentaje de muestras positivas
obtenido tras el enriquecimiento, es mayor mediante PCR
gue mediante FISH. El paso de enriquecimiento hace que el
numero de células aumente, esto podria hacer que usando la
técnica FISH no se detecten muestras positivas porque la
microbiota acompafiante enmascara las células del género
Vibrio presentes en la muestra, mientras que mediante PCR,
el enriquecimiento favorece la deteccién. Estos resultados
confirman, ademas, los limites de deteccién obtenidos en las
experiencias realizadas en muestras artificialmente
contaminadas.
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Para la deteccién y cuantificacién de V. parahaemolyticus se
usaron las técnicas de PCR convencional y multiple y la PCR a
tiempo real. Que el porcentaje de muestras positivas usando
la PCR a tiempo real sea mayor y que ésta detecte muestras
positivas que la PCR convencional y multiple no detectan
puede deberse a que la sensibilidad de la PCR a tiempo real
es mayor, tanto para matrices alimentarias como para aguas.
Por tanto, podemos considerar la PCR a tiempo real la mejor
técnica estudiada en este trabajo para detectar y cuantificar
V. parahaemolyticus, ya que nos ofrece mayor rapidez y
sensibilidad y nos permite cuantificar la cantidad de células
presentes en las muestras.

Para la deteccién y cuantificacion de V.vulnificus se usaron
cuatro técnicas, la PCR convencional, PCR multiple, PCR a
tiempo real usando SYBR Green | y PCR a tiempo real usando
la sonda TagMan VVH-TM. Mediante el uso de la PCR a
tiempo real se obtuvo un numero mayor de muestras
positivas que con la PCR convencional y multiple: la PCR
tiempo real detectd las mismas muestras que se detectan
mediante PCR convencional y multiple junto con otras
muestras que no eran detectadas por la técnica tradicional. El
uso de la sonda TagMan ofrecié mejores resultados, ya que
permiti6 obtener mas muestras positivas que con la
metodologia SYBR Green. Ademas, nos permitié obtener
mayor numero de valores de cuantificaciones antes del
enriguecimiento. Por tanto, considerariamos la PCR a tiempo
real usando la sonda VVH-TM, como el método mas eficaz
para su uso en el andlisis de muestras tanto de origen
alimentario como ambiental.

En conjunto, tras el analisis de todas las muestras, se
considera necesario introducir un paso de enriquecimiento
en la detecciéon de Vibrio spp., V. parahaemolyticus y V.
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vulnificus, mediante PCR convencional, multiple y a tiempo
real.

En los experimentos realizados en laboratorio con muestras
inoculadas, la PCR multiple presentd un limite de deteccidn
igual al de la PCR convencional. Las ventajas que en este caso
nos ofrece la PCR multiple es rapidez, ya que en una misma
PCR obtenemos los mismos resultados que obtenemos al
realizar las 3 PCR por separado, y menor gasto de reactivos.

Un hecho llamativo es que en dos muestras, una de mejillon
(A20) y otra de chirla (A57), se obtuvieron resultados
positivos para V. vulnificus solamente antes del
enriquecimiento, mientras que tras el enriquecimiento
fueron positivas para V. parahaemolyticus. Esto podria hacer
pensar que la sensibilidad de las dos especies al medio de
enriquecimiento es diferente, de forma que cuando en una
misma muestra coexisten V. parahaemolyticus y V. vulnificus,
al incubar el cultivo, una de ellas predomina sobre la otra.
Este fenémeno se ha documentado para otros géneros, como
Arcobacter en aguas residuales (Gonzalez et al., 2007).

Por lo que se refiere al aislamiento de V. parahaemolyticus y
V. wulnificus, se aislaron 9 cepas de V. parahaemolyticus,
ocho de muestras de mejillén y una de una muestra de agua
residual. En todos los casos, las colonias se obtuvieron tras
enriguecimiento. Por tanto podriamos decir que el paso de
enriguecimiento es practicamente necesario para el
aislamiento de V. parahaemolyticus en aguas residuales,
aungque no podemos descartar la deteccién directa, ya que se
han aislado cepas de otros tipos de muestras sin enriquecer.

Ademas se aislaron 10 cepas de V. vulnificus, cuatro de ellas
procedentes de muestras de ostras, 4 de muestras de agua
de playa y dos de agua residual. El aislamiento de V.
vulnificus en muestras de ostra y agua de playa ha sido
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mayoritariamente después del enriquecimiento, sin
embargo, en muestras de agua residual los aislados se han
obtenido antes del enriquecimiento. Esto podria deberse al
hecho de que las muestras de agua residual tenian un grado
de contaminacion muy elevado, que aumentaba tras el
enriquecimiento, enmascarando el crecimiento de V.
vulnificus.

La deteccion de la presencia de V. vulnificus en aguas
residuales de origen urbano e industrial es uno de los
resultados de mayor relevancia obtenidos en este trabajo.

Actualmente solamente existe un grupo de investigacion que
ha detectado V. vulnificus en aguas residuales domésticas en
el sur de Africa (Igbiniosa et al., 2009), y el nuestro es el
primer trabajo que demuestra su presencia en Europa. Estos
resultados indican la posible transmisién fecal-oral de este
microorganismo y plantean la necesidad de establecer un
protocolo dptimo para la deteccién de este patdgeno en
muestras de agua residual, asi como el interés de hacer
estudios sobre la efectividad de los tratamientos
depuradores antes de la reutilizacidn de estas aguas,
especialmente para el riego de vegetales de consumo.

En base a la patogénesis, V. vulnificus se puede dividir en 2
grupos. El grupo 1 patégeno solo de humanos, y el grupo 2
patégeno de anguilas y ocasionalmente de humanos (Senoh
et al., 2005). Los dos tipos se han encontrado en agua de mar
y alimentos de origen marino, como en aislados de origen
humano.

La mayor parte de las cepas de V. vulnificus aislados en este
trabajo, pertenecieron al Biotipo 2, es decir eran patégenos
de anguilas. Solo en dos casos (VV10 y VV2) se obtuvo
resultado positivo para la PCR del Biotipo 1, patégenos
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humanos. Podemos decir que un porcentaje alto de aislados
de V. vulnificus de distintos origenes no representan un
peligro importante para la salud, pero la presencia del Biotipo
1 en aguas residuales y en ostras hace que no se pueda
descartar completamente este riesgo.

Una vez aisladas las colonias, se procedié a su
caracterizaciéon. Se empleo la técnica RAPD (Random
amplified Polymorphic DNA) como técnica de genotipificacion
para obtener una diferenciacién intraespecifica de V.
parahamaemolyticus y V. vulnificus. La caracterizacion a este
nivel es importante ya que nos sirve como herramienta para
establecer relaciones epidemioldgicas entre las cepas
estrechamente relacionadas y nos permite detectar
pequefias diferencias genéticas entre estas. La técnica RAPD
es una técnica rapida y sencilla, que permite la identificacidn
y caracterizacion de cepas, y que se ha usado con fines
epidemioldgicos y filogenéticos en el estudio de numerosos
microorganismos patogenos (Huey y Hall, 1989). Este trabajo
ha confirmado la utilidad de la técnica para la identificacion y
caracterizacion de cepas de V. parahaemolyticus y V.
vulnificus.

El andlisis por RAPD nos ha permitido la diferenciacién de
cepas de V. parahaemolyticus procedentes de diferentes
matrices (agua o alimentos de origen marino). Analizando el
dendrograma obtenido, se observa un primer grupo de
similitud, formado por la cepa de V. parahaemolyticus VP9,
aislada de agua residual, que se agrupa al 68% con la cepa de
referencia V. parahaemolyticus CECT 612, aislada de agua de
mar. El segundo grupo esta formado por los aislados de
alimentos, que se agrupan al 73% con la cepa de referencia
V. parahaemolyticus CECT 5271, aislada por G.l. Barrow de
berberechos que habian causado una grave intoxicacién
alimentaria (Barrow, 1974) y la cepa 9954-9 que es una
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muestra de nuestra coleccién. Dentro de este grupo se
diferencian dos subgrupos con una similitud del 76%: el
primer subgrupo esta formado por algunos aislados de V.
parahaemolyticus de distintas muestras de mejilléon, que se
unen al 85% con la cepa de referencia CECT 588 aislada
también de mejillon. En este primer subgrupo se observan
que hay cepas agrupadas a mayores niveles de similitud, al
86% (VP6-VP7) y al 100% (VP4-VP5) que son cepas que
proceden de la misma muestra. El segundo subgrupo estd
formado por las cepas aisladas de mejillon VP1, VP2, VP3 y
VP8, todas ellas se unen al 80% de similitud. Dentro de este
subgrupo las cepas VP1y VP2 se unen al 100% de semejanza,
ya que proceden de la misma muestra, y la cepa VP3 se une a
ellas con un 92% de semejanza. Las cepas con el 100% de
semejanza se consideraron subclones derivados de la misma
cepa original

Esta técnica también nos ha permitido diferenciar cepas de V.
vulnificus que proceden de muestras muy distintas: Con una
similitud de 65,8% diferenciamos el aislado VV9, procedente
de agua residual, del resto de cepas analizadas por RAPD. Al
73% de similitud pudimos diferenciar dos grupos: El primero
estd formado por el aislado VV10 procedente de agua
residual, que se une con una similitud del 79% a las cepas de
referencia CECT 5167 y CECT 529 aisladas de sangre por A.
Kreger (1981) y P. Baumann (1980) respectivamente. El otro
grupo esta formado por los aislados de agua de playa y de
alimentos, y en él se diferencian dos subgrupos: El primero
esta formado por los aislados VV1 y VV2 (100% similitud) y
por V. vulnificus CECT 5198, aislado en 1999 de higado de
anguila enferma de Vvibriosis. En el otro subgrupo
diferenciamos a los aislados de la misma muestra de ostra
(VV3 y VV4), que presentaban un 100% de similitud, y cuatro
aislados de agua de playa (VV5, VV6, VV7 y VV8) que entre
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ellos también tenian un 100% de similitud, aunque habian
sido aislados de diferentes muestras de agua.
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Conclusiones

1. El método de cultivo en medio selectivo TCBS es un
método poco eficaz, en comparacién con los métodos
moleculares, para la deteccién de Vibrio spp., V.
parahaemolyticus y V. vulnificus.

2. Latécnica FISH para la deteccidn de Vibrio spp. posee un
limite de deteccidn en los dos tipos de matrices antes del
paso de enriquecimiento del orden de 1®u.f.c./gr o ml. En
muestras  enriquecidas, el crecimiento de estos
microorganismos se ve enmascarado por el resto de la
microbiota presente en las muestras.

3. En el uso de PCR convencional, multiple y a tiempo real
es necesario incluir un paso previo de enriquecimiento para
la deteccién del Vibrio spp., V. parahaemolyticus y V.
vulnificus, ya que con ello se consigue un aumento del
numero de microorganismos, y por lo tanto, una disminucidn
del limite de deteccidn.

4. La PCR multiple podria utilizarse como alternativa a la
PCR convencional, ya que permite ahorrar tiempo, reactivos
y volumen de muestra, y tiene resultados satisfactorios en
cuanto al limite de deteccidn en las diferentes matrices.

5. La PCR a tiempo real es la técnica mds adecuada tanto
para la deteccién de V. parahaemolyticus como para la de V.
vulnificus, en muestras tanto alimentarias como de agua, ya
gue ofrece una sensibilidad y especificidad muy elevadas.
Ademas permite cuantificar las moléculas de ADN, de forma
rapida y precisa, presentes en las muestras.

6. El paso de enriquecimiento es conveniente para

asegurar el aislamiento de V. parahaemolyticus y V.
vulnificus, aunque no podemos descartar la deteccién
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directa, ya que se han aislado cepas de muestras sin
enriquecer.

7. Aunque la mayoria de cepas de V. vulnificus aisladas en
este trabajo pertenecian al biotipo 2, no patégeno para el ser
humano, se han obtenido cepas de biotipos patégenos tanto
en aguas como en alimentos. Esto hace que no pueda
descartarse el riesgo para la salud de este tipo de muestras.

8. Se ha detectado por primera vez en nuestro pais la
presencia de V. vulnificus en aguas residuales de origen
urbano e industrial. Esto indica la posible transmisién fecal-
oral de este microorganismo y plantea la necesidad de hacer
estudios sobre la efectividad de los tratamientos
depuradores antes de la reutilizacidn de estas aguas.

9. La mayor tasa de contaminacidn en muestras de
alimentos de origen marino por V. parahaemolyticus se da en
mejillén y por V. vulnificus se da en ostras. Por tanto el riesgo
de intoxicacion alimentaria seria elevado ya que el mejillon
puede estar poco cocinado ya que se consume tras su
preparacion al vapor y las ostras se consumen crudas.

10. La mayor tasa de contaminacidon en muestras de aguas
por ambas especies V. parahaemolyticus y V. vulnificus se da
en agua de playa, lo que supone un riesgo elevado de
contaminacion debido al contacto mediante el bafio en las
playas en los meses de calor, que es cuando mas proliferan
estos dos microorganismos.

11. La técnica RAPD resulta adecuada para la caracterizaciéon
molecular vy diferenciacion de las cepas de V.
parahaemolyticus y V. vulnificus aisladas de las distintas
muestras, observandose diferencias en los perfiles obtenidos
para diferentes cepas en funcidn de su origen.
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ANEXO I: Medios de cultivo

Agua de Peptona Alcalina adicionada con 2% de NaCl (APW
2% Nacl)

Agua de peptona  tamponada; segun ISO 6579 para
microbiologia (Merk 1.07228):
Composicion g/L:

Peptona de caseina 10,0 g
Cloruro sddico 50¢g
Dihidrogenofosfato potasico 15¢g
Hidrogenofosfato disédico dodecaidrato 90¢g
Peptona de harina 90¢g
Agar-agar 130g

2% de Cloruro Sddico (Sodium Choride (Panreac 141659))

Resuspender en agua destilada y esterilizar a 121°C, 15 min.

Agar Triptona y Soja modificado adicionado con el 2% de
NaCl (mTSA 2% NacCl)

Agar CASO (Merk 1.05458):
Composicion g/L:

Peptona de caseina 150¢g
Peptona de harina 50¢g
Cloruro sddico 10¢g
Agar-agar 130g

0,1% de extracto de levadura (Bacto Yeast Extract (BD
212750))

0.2% de extracto de carne (Difco Beef Extract (BD 212610))
2% de Cloruro Sodico (Sodium Chloride (Panreac 141659))
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Una vez resuspendido el Agar CASO en agua destilada, se

afiaden los extractos de levadura y carne y el NaCl y se

esteriliza a 121°C, 15 min.

Agar TCBS

Agar Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa (Merk 1.10263):

Composicion g/L:

Peptona de caseina
Peptona de carne
Extracto de levadura
Citrato sédico
Tiosulfato sédico
Bilis de buey desecad
Colato sédico
Sacarosa

Cloruro sédico
Citrato de hierro (lll)
Azul de Bromotimol
Agar-agar

150g
50¢g
50¢g
10,0 g
10,0g
50¢g
30¢g
20,0g
100 g
10g
04¢g
140g

Se disuelve el Agar TCBS en agua destilada calentandolo en

un bafio de agua hirviendo o en corriente de vapor. No se

esteriliza.
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ANEXO II: Soluciones y reactivos para PCR

Soluciéon CTAB/CINa

CTAB 10% en CINa 0,7M
Tampon TE
Tris-HCI 10 mM, EDTA 1mM

Tampon TAE 1X

Tris-HCI 0,04M
EDTA 0,002M
Acido acético glacial 0,02M

Gel de Agarosa

Agarosa Grado de Biologia Molecular (Roche Diagnostics
03573788001)

Pesar la agarosa y transferir a un matraz. Afadir el tampdn
TAE 1X, calentar hasta que rompa a hervir, agitar, atemperar
hasta 50°Cy verter en el molde.

Bromuto de Etidio

Solucién de bromuro de etidio, 0,5 p mg/ml (MOBIO
Laboratories, Inc.)

Marcadores de peso molecular

Gene Ruler 100 Base Pair Plus DNA Ladder, ready —to-use
(Fermentas SM0323): de 100 a 3000 pb
Concentracion: 0,1 pg/ul
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O’RangeRuler 50bp DNA Ladder, ready-to-use (Fermentas
SM0613): de 50 a 1000 pb
Concentracion: 0,05 pg/ul

Tampon de carga 6X

6X DNA Loading Dye

Tris-HCL 10 mM
Azul bromofenol 0,03%
Xileno cianol FF 0,03%
Glicerol 60%
EDTA 60 mM

6X Orange DNA Loading Dye

Tris-HCL 10 mM
Orange G 0,15%
Xileno cianol FF 0,03%
Glicerol 60%
EDTA 60 mM
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ANEXO lll: Soluciones y reactivos para FISH

PBS 3X
NaCl 22,8¢g
NaH,PO, 3g
Na,HPO, 2,88¢g
Agua destilada 1L
PH 7,5

Disolver los fosfatos y el cloruro sédico por separado.
Esterilizar a 115°C, 20 min.

Paraformaldehido (Panreac)

Calentar 30 ml de agua destilada a 60°C.

Afadir 2 g de PFA al agua precalentada y agitar. Se adiciona
unas gotas de NaOH 5M para disolver el polvo.

Completar hasta 50 ml con PBS 3X. Ajustar el pH hasta 7,5.
Eliminar los posibles cristales mediante filtracidn.

Guardar a 4°C durante un maximo de 48 h, o a —20°C varias
semanas.

Solucion de gelatina

Gelatina bacterioldgica (Cultimed 170-180) 0,1%
Sulfato potdsico cromato (Sigma C-5926) 0,01%

Calentar previamente 40 ml de agua destilada en agitacién,

afadir 50 mg de gelatina y 5 mg de sal de cromato. Una vez
disuelta dejar atemperar a 45°C.
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Portaobjetos cubiertos con teflén (Marienfeld 9782100)

Lavar los portaobjetos con desengrasante, enjuagar con agua
destilada y secar al aire.

Sumergir los portaobjetos en gelatina al 0,1% y dejar escurrir.
Secar al aire.

Tampon de hibridacion

NaCl 5M 360 ul (0,9M)
HCI-Tris 1M 40 pl (20 mM)
SDS 10% 2 ul (0,01%)
Formamida (SIGMA F-7503) X ul (0-50%)
Agua milliQ completar hasta 2 ml

Mezclar todos los componentes y afiadir en ultimo lugar el
SDS 10%. Completar hasta 2 ml y agitar.

Tampon de lavado

NaCl 5M* (9000-100 pl)
HCI-Tris 1M 1000 pl
SDS 10% 50 ul
EDTA 0,5M** 500 pl
Agua milliQ completar hasta 50 ml

* La concentracidén de NaCl depende de la concentracion de
formamida en el tampdn de hibridacion:

0% formamida 9000 pl NaCl
20% formamida 2150 pl Nacl
30% formamida 1020 pl NacCl
35% formamida 700 pl Nacl

** Solo se afiade en caso de que el tampdn de hibridacidn
contenga un 20% de formamida o mas.
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Sondas

Diluir en agua MilliQ la solucién madre de sondas marcadas
con fluorocromos (MWG Biotech, Germany) hasta una
concentracion 50 ng/ul. Tanto la solucbn madre como la de
trabajo se almacenan a —20°C en oscuridad.
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ANEXO IV: SONDAS E INICIADORES UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO

Tabla 1: Iniciadores usados en este trabajo

INICIADOR SECUENCIA LONGITUD DIANA T2 AMPLICON (pb) REFERENCIA
(pb) melting
(°C)
567F 5- GGCGTAAAGCGCATGCAGGT 20 ARNr 16S 55,9 114 Thompson et al., 2004
680R 5- GAAATTCTACCCCCCTCTACAG 22 ARNr 16S 54,8 114 Thompson et al., 2004
L-TL 5°- AAAGCGGATTATGCAGAAGCACTG 24 gen tlh 55,7 450 Taniguchi et al., 1985
R-TL 5’- GCTACTTTCTAGCATTTTCTCTGC 24 gen tlh 54 450 Taniguchi et al., 1985
VVH785 5°- TTCCAACTTCAAACCGAACTATGAC 25 gen vvhA 54,4 205 Panicker et al., 2003
VVH990 5°- ATTCCAGTCGATGCGAATACGTTG 24 gen vvhA 55,7 205 Panicker et al., 2003
27f 5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 20 ARNr 16S 51,8 ARNr 16S Lane, 1991
1492r 5 -GGTTACCTTGTTACGACTT 19 ARNTr 16S 46,8 ARNTr 16S Lane, 1991
vwhA-1F 5°- AGATTAAGTGTGTGTTGCACACAAGCGGTG 30 gen vvhA 61,6 813 Senoh et al., 2005
vwhA-1R 5°- ACCGAAAACAGCGCTGAAGGAAGAACGGTA 30 gen vvhA 63 813 Senoh et al., 2005
vvhA-2F 5°- AAATTAAGTGCGTGCTACACACAAGTGGTG 30 gen vwvhA 60,3 813 Senoh et al., 2005
vvhA-2R 5- ACTGAGAAGAGTGCTGAAGGGATTACCGTA 30 gen vwhA 61,6 813 Senoh et al., 2005
M13 5" - GAGGGTGGCGGTTCT 15 RAPD 47,4 RAPD Huey and Hall, 1989

7254 5’ - AGTCAGCCAC 10 RAPD 32 RAPD Lane, 1991




Tabla 2: Sondas usadas en este trabajo

SONDA SECUENCIA LONGITUD TEMPERATURA CONCENTRACION DIANA REFERENCIA
(pb) HIBRIDACION FORMAMIDA
EMPLEADA
Vib3 5°-ACCTGCATGCGCTTTACGCC 20 46°C 30% ARNr 16S Vibrio spp.  Thompson et
al., (2004)
GV 5°-AGGCCACAACCTCCAAGTAG 20 46°C 30% ARNTr 16S Vibrio spp.  Giuliano et al.,
(1999)
VIB 5°-ACAGTACTCTAGTCTGCCAG 20 46°C 30% ARNTr 16S Vibrio spp.  Moreno et al.,
(1999)
VPA 5- 21 46°C 30% ARNr 23S V. Este trabajo
AATACATAGGGTAAGGAGGCG parahaemolyticus
Vvul235296 5°-ACTCAATGATACTGGCTTA 19 46°C 30% ARNr 23S V. Randaetal.,
vulnifcius 2004
Vvu3 5"-ACCGTTCGTCTAACACAT 18 46°C 30% ARNr 23S V. Aznar et al.,
vulnifcius 1994
Vvran2 5°-TACACAATCTGCTTGCCA 18 46°C 30% ARNr 23S V. Este trabajo
vulnifcius
Vul23 5"-ATGATACTGGCTTATGCCAG 20 46°C 30% ARNr 23S V. Este trabajo
vulnifcius
EUB338-| 5’-GCTGCCTCCCGTAGGAGT 18 46°C 30% ARNr 16S Amann et al.,
Eubacterias 1990
EUB338-II 5'-GCAGCCACCCGTAGGTGT 18 46°C 30% ARNr 16S Amann et al.,
Eubacterias 1990
EUB338-IlI 5"-GCTGCCACCCGTAGGTGT 18 46°C 30% ARNr 16S Amann et al.,
Eubacterias 1990
VVH-TM 5- 23 sonda TagMan sonda TagMan Gen Hemolisina A V. Este trabajo
TGCTGTTGGTTGACGAGCCCGC vulnificus
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ANEXO V: Direcciones de interés en Internet

Direcciones de grupos especializados consultadas en este

trabajo:

Direccion

Portal

National Center for
Biotechnology Information
(USA)

www.ncbi.nlm.nih.gov/

European Molecular Biology
Laboratory (Europe)

www.embl.org/

Food and Drug Administration

http://www.fda.gov/

Infectious Disease Society of
America

www.idsociety.org

Infectious Disease Surveillance
Center

http://idsc.nih.go.ip/

Centres for Disease Control and
Prevention

http://www.cdc.gov/

List of Prokaryotic names with
Standing in Nomenclature LPSN

http://www.bacterio.cict.fr

Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica - SEIMC

http://www.seimc.org/

Herramientas de analisis:

Direccion Portal

1. In silico simulation of

molecular biology http://insilico.ehu.es/
experiments

2. BLAST www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
3. RNA world www.imb-jena.de/RNA.htIm
4. PCR electronica www.ncbi.nlm.nih.gov/STS/
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Buscadores de publicaciones periddicas utilizados en este
trabajo:

Direccion Portal

Buscador investigacion ~ www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed

gendmica

BioMedNet Journal http://journals.bmn.com/journals
Collection

Science Direct www.sciencedirect.com/

Ingenta www.ingenta.com

Journal search www.blackwell-science.com/
Association of Vibrio http://www.vibriobiology.net
Biologists

Journal of Nutrition Www.nutrition.org/

Biblioteca UPV WWW.uUpv.es/revistas/
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ANEXO VI: MUESTRAS ANALIZADAS

Tabla 1. Tipo de muestra, lugar de muestreo y fecha de

recogida de las muestras de alimentos de origen marino

analizados
MUESTRA TIPO DE LUGAR DE FECHA DE

MUESTRA MUESTREO RECOGIDA
Al MEJILLON Valencia 22/02/2007
A2 MEJILLON Valencia 21/03/2007
A3 MEJILLON Valencia 21/03/2007
A4 MEJILLON Valencia 21/03/2007
A5 MEJILLON Valencia 21/03/2007
A6 MEJILLON Valencia 02/05/2007
A7 MEJILLON Valencia 02/05/2007
A8 MEJILLON Valencia 02/05/2007
A9 MEJILLON Valencia 23/05/2007
A10 MEJILLON Valencia 23/05/2007
All MEJILLON Valencia 23/05/2007
Al12 MEJILLON Valencia 23/05/2007
A13 MEJILLON Valencia 14/02/2008
Al4 MEJILLON Valencia 28/02/2008
A15 MEJILLON Valencia 06/03/2008
Al6 MEJILLON Valencia 17/04/2008
Al17 MEJILLON Valencia 17/04/2008
A18 MEJILLON Valencia 01/10/2008
A19 MEJILLON Valencia 01/10/2008
A20 MEJILLON Valencia 01/10/2008
A21 MEJILLON Valencia 01/10/2008
A22 MEJILLON Valencia 01/10/2008
A23 ALMEJA Valencia 21/03/2007
A24 ALMEJA Valencia 21/03/2007
A25 ALMEJA Valencia 21/03/2007
A26 ALMEJA Valencia 18/04/2007
A27 ALMEJA Valencia 18/04/2007
A28 ALMEJA Valencia 02/05/2007
A29 ALMEJA Valencia 02/05/2007
A30 ALMEJA Valencia 02/05/2007
A31 ALMEJA Valencia 23/05/2007
A32 ALMEJA Valencia 23/05/2007
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A33 ALMEJA Valencia 23/05/2007
A34 ALMEJA Valencia 23/05/2007
A35 ALMEJA Valencia 17/04/2008
A36 ALMEJA Valencia 17/04/2008
A37 ALMEJA Valencia 01/10/2008
A38 ALMEJA Valencia 01/10/2008
A39 ALMEJA Valencia 01/10/2008
A40 ALMEJA Valencia 01/10/2008
A4l ALMEJA Valencia 01/10/2008
A42 ALMEJA Valencia 15/10/2008
A43 ALMEJA Valencia 15/10/2008
Ad44 ALMEJA Valencia 15/10/2008
A45 CHIRLA Valencia 28/02/2007
A46 CHIRLA Valencia 21/03/2007
A47 CHIRLA Valencia 21/03/2007
A48 CHIRLA Valencia 21/03/2007
A49 CHIRLA Valencia 28/02/2008
A50 CHIRLA Valencia 06/03/2008
A51 CHIRLA Valencia 17/04/2008
A52 CHIRLA Valencia 17/04/2008
A53 CHIRLA Valencia 01/10/2008
A54 CHIRLA Valencia 01/10/2008
A55 CHIRLA Valencia 01/10/2008
A56 CHIRLA Valencia 15/10/2008
A57 CHIRLA Valencia 15/10/2008
A58 CHIRLA Valencia 15/10/2008
A59 OSTRA Valencia 12/12/2006
A60 OSTRA Valencia 12/12/2006
A61 OSTRA Valencia 01/10/2008
A62 OSTRA Valencia 01/10/2008
A63 OSTRA Valencia 01/10/2008
A64 OSTRA Valencia 15/10/2008
A65 OSTRA Valencia 15/10/2008
A66 OSTRA Valencia 15/10/2008
A67 OSTRA Valencia 15/10/2008
A68 OSTRA Valencia 15/10/2008
A69 OSTRA Valencia 15/10/2008
A70 OSTRA Valencia 15/10/2008
A71 SALMON Valencia 21/03/2007
A72 SALMON Valencia 21/03/2007
A73 SALMON Valencia 21/03/2007
A74 GAMBA Valencia 18/04/2007
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A75 GAMBA Valencia 18/04/2007
A76 ANGUILA Valencia 12/12/2006
A77 ANGUILA Valencia 12/12/2006
A78 TELLINA Valencia 28/02/2008
A79 TELLINA Valencia 06/03/2008
A80 PERCEBE Valencia 28/02/2007
A81 PERCEBE Valencia 28/02/2007
A82 CANGREJO Valencia 28/02/2007
A83 CANGREJO Valencia 28/02/2007
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Tabla 2. Tipo de muestra, lugar de muestreo y fecha de
recogida de las muestras de agua analizadas
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MUESTRA TIPO DE LUGAR DE FECHA DE
MUESTRA MUESTREO RECOGIDA
P1 AGUA DE MAR Pinedo 06/04/2006
P2 AGUA DE MAR Pinedo 06/04/2006
P3 AGUA DE MAR Pinedo 06/04/2006
P4 AGUA DE MAR Pinedo 06/04/2006
P5 AGUA DE MAR Pinedo 06/04/2006
P6 AGUA DE MAR Pinedo 06/04/2006
P7 AGUA DE MAR Pinedo 06/04/2006
P8 AGUA DE MAR Pinedo 06/04/2006
P9 AGUA DE MAR Albufera 18/04/2006
P10 AGUA DE MAR Albufera 18/04/2006
P11 AGUA DE MAR Albufera 18/04/2006
P12 AGUA DE MAR Albufera 18/04/2006
P13 AGUA DE MAR Puerto de 17/09/2006
Sagunto
P14 AGUA DE MAR Puerto de 17/09/2006
Sagunto
P15 AGUA DE MAR Port Saplaya 19/09/2006
P16 AGUA DE MAR Port Saplaya 19/09/2006
P17 AGUA DE MAR Port Saplaya 19/09/2006
P18 AGUA DE MAR Port Saplaya 19/09/2006
P19 AGUA DE MAR Port Saplaya 19/09/2006
P20 AGUA DE MAR Port Saplaya 19/09/2006
P21 AGUA DE MAR Puzol 27/09/2006
P22 AGUA DE MAR Puzol 27/09/2006
P23 AGUA DE MAR Port Saplaya 19/11/2008
P24 AGUA DE MAR Port Saplaya 19/11/2008
P25 AGUA DE MAR Puerto de 20/11/2008
Sagunto
P26 AGUA DE MAR Puerto de 20/11/2008
Sagunto
P27 AGUA DE MAR Puerto de 20/11/2008
Sagunto
P28 AGUA DE MAR Pobla Farnals 25/11/2008
P29 AGUA DE MAR Pobla Farnals 25/11/2008
P30 AGUA DE MAR Pobla Farnals 25/11/2008
P31 AGUA DE MAR Pobla Farnals 25/11/2008
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P32 AGUA DE MAR Pobla Farnals 25/11/2008

AR1 AGUA EDAR A 20/04/2007
RESIDUAL

AR2 AGUA EDAR A 20/04/2007
RESIDUAL

AR3 AGUA EDAR A 24/05/2007
RESIDUAL

AR4 AGUA EDAR A 24/05/2007
RESIDUAL

AR5 AGUA EDAR A 06/06/2007
RESIDUAL

AR6 AGUA EDAR A 06/06/2007
RESIDUAL

AR7 AGUA EDARB 13/06/2007
RESIDUAL

AR8 AGUA EDARB 13/06/2007
RESIDUAL

AR9 AGUA EDAR B 04/07/2007
RESIDUAL

AR10 AGUA EDAR B 04/07/2007
RESIDUAL

AR11 AGUA EDARC 10/07/2007
RESIDUAL

AR12 AGUA EDARC 10/07/2007
RESIDUAL

AR13 AGUA EDARC 02/10/2007
RESIDUAL

AR14 AGUA EDAR A 02/10/2007
RESIDUAL

AR15 AGUA EDAR B 02/10/2007
RESIDUAL

AR16 AGUA EDAR A 04/10/2007
RESIDUAL

AR17 AGUA EDARC 04/10/2007
RESIDUAL

AR18 AGUA EDAR A 11/10/2007
RESIDUAL

AR19 AGUA EDARB 16/10/2007
RESIDUAL

AR20 AGUA EDARC 16/10/2007
RESIDUAL

AR21 AGUA EDAR A 16/10/2007
RESIDUAL
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AR22 AGUA EDAR C 18/10/2007
RESIDUAL

AR23 AGUA EDAR A 18/10/2007
RESIDUAL

AR24 AGUA EDAR B 19/10/2007
RESIDUAL

AR25 AGUA EDAR C 23/10/2007
RESIDUAL

AR26 AGUA EDAR B 23/10/2007
RESIDUAL

AR27 AGUA EDAR A 23/10/2007
RESIDUAL

AR28 AGUA EDAR C 25/10/2007
RESIDUAL

AR29 AGUA EDAR A 25/10/2007
RESIDUAL

AR30 AGUA EDAR C 30/10/2007
RESIDUAL

AR31 AGUA EDAR B 31/10/2007
RESIDUAL

AR32 AGUA EDAR A 31/10/2007
RESIDUAL

AR33 AGUA Acequia VERA 19/11/2007
RESIDUAL Oeste

AR34 AGUA Acequia VERA 19/11/2007
RESIDUAL Este

AR35 AGUA Acequia VERA 21/11/2007
RESIDUAL Este

AR36 AGUA Acequia VERA 21/11/2007
RESIDUAL Oeste

AR37 AGUA Acequia VERA 26/11/2007
RESIDUAL Oeste

AR38 AGUA Acequia VERA 26/11/2007
RESIDUAL Este

AR39 AGUA EDAR C 28/11/2007
RESIDUAL

AR40 AGUA EDAR C 05/12/2007
RESIDUAL

AR41 AGUA EDAR B 11/12/2007
RESIDUAL

AR42 AGUA EDAR B 12/12/2007
RESIDUAL




Anexos

AR43 AGUA EDAR C 19/12/2007
RESIDUAL

AR44 AGUA EDAR C 19/12/2007
RESIDUAL

AR45 AGUA EDAR A 21/10/2009
RESIDUAL

AR46 AGUA EDAR A 21/10/2009
RESIDUAL

AR47 AGUA EDAR A 21/10/2009
RESIDUAL

AR48 AGUA EDAR A 04/11/2009
RESIDUAL

AR49 AGUA EDAR A 04/11/2009
RESIDUAL

AR50 AGUA EDAR A 04/11/2009
RESIDUAL

AR51 AGUA EDAR B 05/11/2009
RESIDUAL

AR52 AGUA EDAR B 05/11/2009
RESIDUAL

AR53 AGUA EDAR B 05/11/2009
RESIDUAL

AR54 AGUA EDAR B 05/11/2009
RESIDUAL

AR55 AGUA EDAR A 18/11/2009
RESIDUAL

AR56 AGUA EDAR A 18/11/2009
RESIDUAL

AR57 AGUA EDAR A 18/11/2009
RESIDUAL

AR58 AGUA EDAR B 19/11/2009
RESIDUAL

AR59 AGUA EDAR B 19/11/2009
RESIDUAL

AR60 AGUA EDAR B 19/11/2009
RESIDUAL

AR61 AGUA EDAR B 19/11/2009
RESIDUAL

AR62 AGUA EDAR A 02/12/2009
RESIDUAL

AR63 AGUA EDAR A 02/12/2009
RESIDUAL
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AR64 AGUA EDAR A 02/12/2009
RESIDUAL

AR65 AGUA EDAR B 03/12/2009
RESIDUAL

AR66 AGUA EDAR B 03/12/2009
RESIDUAL

AR67 AGUA EDAR B 03/12/2009
RESIDUAL

AR68 AGUA EDAR B 03/12/2009
RESIDUAL

AR69 AGUA EDAR A 16/12/2009
RESIDUAL

AR70 AGUA EDAR A 16/12/2009
RESIDUAL

AR71 AGUA EDAR A 16/12/2009
RESIDUAL

AR72 AGUA EDAR B 17/12/2009
RESIDUAL

AR73 AGUA EDAR B 17/12/2009
RESIDUAL

AR74 AGUA EDAR B 17/12/2009
RESIDUAL

AR75 AGUA EDAR B 17/12/2009
RESIDUAL

AR76 AGUA EDAR A 13/01/2010
RESIDUAL

AR77 AGUA EDAR A 13/01/2010
RESIDUAL

AR78 AGUA EDAR A 13/01/2010
RESIDUAL

AR79 AGUA EDAR B 14/01/2010
RESIDUAL

AR80 AGUA EDAR B 14/01/2010
RESIDUAL

AR81 AGUA EDAR B 14/01/2010
RESIDUAL

AR82 AGUA EDAR B 14/01/2010
RESIDUAL

AR83 AGUA EDAR A 03/02/2010
RESIDUAL

AR84 AGUA EDAR A 03/02/2010
RESIDUAL
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AR85 AGUA EDAR A 03/02/2010
RESIDUAL

AR86 AGUA EDAR B 04/02/2010
RESIDUAL

AR87 AGUA EDAR B 04/02/2010
RESIDUAL

AR88 AGUA EDAR B 04/02/2010
RESIDUAL
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Tabla 3: Resultados del analisis de las 83 muestras de alimentos usando las técnicas optimizadas anteriormente en

este trabajo

MUESTRA

CuLTIvVO

PCR CONVENCIONAL

PCR MULTIPLE

FISH

Vibrio
parahaemolyticus

Vibrio
vulnificus

Vibrio
spp.

Vibrio
parahaemolyticus

Vibrio
vulnificus

Vibrio
spp.

Vibrio
parahaemolyticus

Vibrio
vulnificus

Vibrio
spp.

Al 0
horas

24
horas

A2 0
horas

24
horas

A3 0
horas

VP1
VP2
VP3

24
horas

A4 0
horas

24
horas

A5 0
horas

24
horas




A6

horas

24
horas

VP4
VP5

A7

horas

24
horas

VP6
VP7

A8

horas

24
horas

VP8

A9

horas

24
horas

Al10

horas

24
horas

All

horas

24
horas

Al12

horas

24
horas




Al13 0
horas

24
horas

Al4 0
horas

24
horas

Al5 0
horas

24
horas

Al6 0
horas

24
horas

Al7 0
horas

24
horas

Al8 0
horas

24
horas

A19 0
horas

24
horas




A20 0
horas

24
horas

A21 0
horas

24
horas

A22 0
horas

24
horas

A23 0
horas

24
horas

A24 0
horas

24
horas

A25 0
horas

24
horas

A26 0
horas

24
horas




A27

horas

24
horas

A28

horas

24
horas

A29

horas

24
horas

A30

horas

24
horas

A3l

horas

24
horas

A32

horas

24
horas

A33

horas

24
horas




A34

horas

24
horas

A35

horas

24
horas

A36

horas

24
horas

A37

horas

24
horas

A38

horas

24
horas

A39

horas

24
horas

A40

horas

24
horas




A4l

horas

24
horas

A42

horas

24
horas

A43

horas

24
horas

A44

horas

24
horas

A45

horas

24
horas

Ad6

horas

24
horas

A47

horas

24
horas




A48

horas

24
horas

A49

horas

24
horas

A50

horas

24
horas

A51

horas

24
horas

A52

horas

24
horas

A53

horas

24
horas

A55

horas

24
horas




A56

horas

24
horas

A57

horas

24
horas

A58

horas

24
horas

A59

horas

24
horas

A60

horas

24
horas

V1

A61

horas

24
horas

V2

A62

horas

24
horas




A63

horas

24
horas

Ab4

horas

VV3

24
horas

4

A65

horas

24
horas

A66

horas

24
horas

A67

horas

24
horas

A68

horas

24
horas

A69

horas

24
horas




A70

horas

24
horas

A71

horas

24
horas

A72

horas

24
horas

A73

horas

24
horas

A74

horas

24
horas

A75

horas

24
horas

A76

horas

24
horas




A77

horas

24
horas

A78

horas

24
horas

A79

horas

24
horas

A80

horas

24
horas

A81

horas

24
horas

A82

horas

24
horas

A83

horas

24
horas




Tabla 4: Resultados del analisis de las 120 muestras de agua usando las técnicas optimizadas anteriormente en este
trabajo

MUESTRA CULTIVO PCR CONVENCIONAL PCR MULTIPLE FISH

Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio
parahaemolyticus vulnificus spp. parahaemolyticus vulnificus spp. parahaemolyticus vulnificus spp.

P1 0 - - - - - - - - +
horas

24 - - + - - + - - -
horas

P2 0 - - - - - - - - -
horas

24 - - + - - + - - +
horas

P3 0 - - - - - - - - -
horas

24 - - + - - + - - +
horas

P4 0 - - - - - - - - -
horas

24 - - - - - - - - -
horas

P5 0 - - - - - - - - +
horas

24 - - + - - + - - -
horas




P6

horas

24
horas

P7

horas

24
horas

P8

horas

24
horas

P9

horas

24
horas

P10

horas

24
horas

P11

horas

24
horas

VV5
VV6

P12

horas

24
horas




P13

horas

24
horas

P14

horas

24
horas

w7

P15

horas

24
horas

P16

horas

24
horas

P17

horas

24
horas

P18

horas

24
horas

Vv8

P19

horas

24
horas




P20

horas

24
horas

P21

horas

24
horas

P22

horas

24
horas

P23

horas

24
horas

P24

horas

24
horas

P25

horas

24
horas

P26

horas

24
horas




P27

horas

24
horas

P28

horas

24
horas

P29

horas

24
horas

P30

horas

24
horas

P31

horas

24
horas

P32

horas

24
horas

AR1

horas

24
horas




AR2

horas

24
horas

AR3

horas

24
horas

AR4

horas

24
horas

AR5

horas

24
horas

AR6

horas

24
horas

AR7

horas

24
horas

AR8

horas

24
horas

VP9




AR9

horas

24
horas

AR10

horas

24
horas

AR11

horas

24
horas

AR12

horas

24
horas

AR13

horas

24
horas

AR14

horas

24
horas

AR15

horas

24
horas




AR16

horas

24
horas

AR17

horas

24
horas

AR18

horas

24
horas

AR19

horas

24
horas

AR20

horas

24
horas

AR21

horas

24
horas

AR22

horas

24
horas




AR23

horas

24
horas

AR24

horas

24
horas

AR25

horas

24
horas

AR26

horas

24
horas

AR27

horas

24
horas
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ANEXO VII: FIGURAS PROPORCIONADAS POR EL SOFTWARE
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Figura 18. Ensayo de especificidad de la PCR a tiempo real
para V. parahaemolyticus
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Figura 19. Curvas de fusidon de las distintas especies del
género Vibrio para la PCR de V. parahaemolyticus
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Amplifieation Curves
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Figura 20. Curva de amplificacion de los distintos patrones y
el control negativo para la PCR de V. parahaemolyticus
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Figura 21. Curva patrén obtenidas para la PCR de V.
parahaemolyticus con una eficiencia de 1.867 y un error de
0.0651
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Amplification Curves
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Figura 22. Ensayo de especificidad de la PCR a tiempo real
para V. vulnificus
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Figura 23. Curvas de fusidon de las distintas especies del
género Vibrio para la PCR de V. vulnificus
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Amplification Curves
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Figura 24. Curvas de amplificacion de los distintos patrones
y el control negativo para la PCR de V. vulnificus
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Figura 25. Curva patréon obtenida para la PCR de V.
vulnificus con una eficiencia de 1.917 y un error de 0.0128
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Amplification Curves
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Figura 26. Ensayo de especificidad de la PCR a tiempo real
para V. vulnificus usando la sonda TagMan VVH-TM
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Figura 27. Ensayo de especificidad de la PCR a tiempo real
para V. vulnificus usando la sonda TagMan-LNA VVH-TM-
LNA
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Amplification Curves
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Figura 28. Curvas de amplificacion de los distintos patrones
y el control negativo para la PCR de V. vulnificus usando la
sonda VVH-TM
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Figura 29. Curvas de amplificacion de los distintos patrones
y el control negativo para la PCR de V. vulnificus usando la
sonda VVH-TM-LNA
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Standard Curve
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Figura 30. Curva patréon obtenida para la PCR de V.
vulnificus (usando la sonda TaqgMan) con una eficiencia de
1.936 y un error de 0.0175
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Figura 31. Curva patron obtenida para la PCR de V.
vulnificus (usando la sonda TagMan-LNA) con una eficiencia
de 1.929 y un error de 0.0219
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ANEXO VII: OTRAS FIGURAS
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Figura 1. Limite de deteccion de la PCR a tiempo real de V.
parahaemolyticus usando como matriz mejilléon, antes del
enriquecimiento
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Figura 2. Limite de deteccion de la PCR a tiempo real de V.
parahaemolyticus usando como matriz agua, antes del
enriquecimiento
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Amplification Curves
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Figura 3. Limite de deteccion de la PCR a tiempo real de V.

vulnificus usando como matriz
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Amplification Curves
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Figura 5. Limite de deteccion de la PCR a tiempo real de V.
vulnificus usando como matriz mejillon, antes del
enriquecimiento
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Figura 6. Limite de deteccion de la PCR a tiempo real de V.
vulnificus usando como matriz agua, antes del
enriquecimiento
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Detection of Vibrio vulnificus in seafood, seawater
and wastewater samples from a Mediterranean
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KEYWORDS Summary

;’;l;;mlmﬂ L8 Vibrio vulnificus is an opportunistic human pathogen that may cause gastroenteritis,

Sewa e" severe necrotizing soft-tissue infections and primary septicaemia, with a high

Detegn’:)n- lethality rate. Illness is associated to ingestion of seafood or to the exposure of
H

contaminated water.

The aim of this work was to determine the occurrence of V. vulnificus in water and
seafood samples from a coastal area near the Mediterranean (Valencia, Spain). A
TagMan probe-based real-time PCR assay was optimised and applied to 22 sea water,
42 raw sewage and 40 seafood samples. Results were compared with those obtained
for culture isolation. The detection level of the PCR assay was 10CFUg ' in
inoculated samples. Seven seawater, four shellfish and six wastewater samples were
positive by real time PCR. V. vulnificus was isolated from two oyster, three sea water
and two wastewater samples. All the strains were obtained after 20 h enrichment,
except for wastewater strains, which were isolated directly from the sample. To our
knowledge, this is the first report on the isolation of V. vulnificus from sewage in
Spain. Our results about the presence of V. vulnificus in food and environmental
samples are strong enough to consider that the organism may represent a human
health hazard in our geographical area.

© 2009 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Real-time PCR

Introduction
" *Corresponding author. Tel.: +34 963877423; Vlbr{o vulnificus is a Qram-neganve h§loph1hc
fax: +34 963879429. bacterium natural inhabitant of estuarine and
E-mail address: mferrus@btc.upv.es (M.A. Ferris). coastal waters. In healthy individuals, this pathogen

0944-5013/$ - see front matter © 2009 Elsevier GmbH. All rights reserved.
doi:10.1016/j.micres.2009.11.012
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