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Resumen

Listeria monocytogenes es un patdgeno de transmision alimentaria de alta relevancia a
nivel global por su elevada tasa de mortalidad. Su gran capacidad de adaptacién a
condiciones ambientales adversas y su capacidad para formar biofilms aumentan su
resistencia y dificultan su eliminaciéon. Las técnicas de diagndstico tradicionales,
basadas en el cultivo bacteriano, requieren de varios dias para determinar la muestra
como positiva. Para solventar estos problemas, en los ultimos afios se han desarrollado
técnicas moleculares mas rapidas y sensibles como la PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) y el LAMP (amplificacion isotérmica de ADN mediada por bucle). En este
trabajo se desarroll6 un método rapido de deteccion de biofilms de L. monocytogenes en
superficies de acero inoxidable mediante LAMP. Para ello se evaluo la recuperacion de
células de los biofilms con distintos tratamientos (PBS, LPT y LPT-PRN), el impacto
del enriquecimiento de las muestras en TSB durante 3 horas y la purificacion del ADN
previo a la amplificacion. Los resultados demostraron que el método LAMP, tanto en su
formato a tiempo real como colorimétrico, permite detectar L. monocytogenes en
biofilms monoespecie y mixtos a concentraciones superiores a 3,9 log UFC/cm?, con
mejoras notables tras un enriquecimiento de 3 horas y la purificacion del ADN de las
muestras. Este formato colorimétrico puede llevarse a cabo utilizando unicamente un
termobloque, sin necesidad de equipos especializados, lo que lo convierte en una

herramienta accesible, rapida y robusta para su aplicacion en entornos industriales.

Palabras clave: Listeria monocytogenes, biofilm, LAMP, analisis de superficie,

deteccion a simple vista.



Resumo

Listeria monocytogenes € un patdéxeno de transmision alimentaria de alta relevancia a
nivel global pola stia elevada tasa de mortalidade. A sua gran capacidade de adaptacion
a condicions ambientais adversas e a stia capacidade para formar biofilms aumentan a
sua resistencia e dificultan a sta eliminacidon. As técnicas de diagnostico tradicionais,
baseadas no cultivo bacteriano, requiren de varios dias para determinar a mostra como
positiva. Para solventar estes problemas, nos ultimos anos desenvolvéronse técnicas
moleculares mais rapidas e sensibles como a PCR (reaccion en cadea da polimerasa) e o
LAMP (amplificacién isotérmica de ADN mediada por bucle). Neste traballo
desenvolveuse un método rapido de deteccion de biofilms de L. monocytogenes en
superficies de acero inoxidable mediante LAMP. Para isto evaluouse a recuperacion de
células dos biofilms con distintos tratamentos (PBS, LPT e LPT-PRN), o impacto do
enriquecimento das mostras en TSB durante 3 horas e a purificacion do ADN. Os
resultados demostraron que o método LAMP, tanto no formato a tempo real como
colorimétrico, permite detectar L. monocytogenes en biofilms monoespecie e mixtos a
concentraciéns superiores a 3,9 log UFC/cm? con melloras notables tras un
enriquecimento de 3 horas e a purificacion do ADN das mostras. Este formato
colorimétrico pode levarse a cabo empregando unicamente un termobloque, sen
necesidade de equipos especializados, o que o converte nunha ferramenta accesible,

rapida e robusta para a sta aplicacion en entornos industriais.

Palabras chave: Listeria monocytogenes, biofilm, LAMP, andlise de superficie,

deteccion a simple vista.



Abstract

Listeria monocytogenes is a foodborne pathogen of high global relevance due to its high
mortality rate. Its great ability to adapt to adverse environmental conditions and its
ability to form biofilms increase its resistance and make its removal difficult.
Traditional diagnostic techniques, based on bacterial culture, require several days to
determine the sample as positive. To solve these problems, faster and more sensitive
molecular techniques such as PCR (polymerase chain reaction) and LAMP (loop-
mediated isothermal amplification of DNA) have been developed in recent years. In this
study, a rapid method of detection of L. monocytogenes biofilms on stainless steel
surfaces by LAMP was developed. To this end, the recovery of cells from the biofilms
with different treatments (PBS, LPT and LPT-PRN), the impact of enriching the
samples in TSB for 3 hours and DNA purification were evaluated. The results showed
that the LAMP method, both in its real-time and colorimetric formats, allows the
detection of L. monocytogenes in single-species and mixed biofilms at concentrations
above log 3.9 CFU/cm?, with notable improvements after 3-hours enrichment and DNA
purification of the samples. This colorimetric format can be carried out using only a
thermoblock, without the need for specialized equipment, which makes it an accessible,

fast and robust tool for application in industrial environments.

Keywords: Listeria monocytogenes, biofilm, LAMP, surface analysis, naked-eye

detection.



Abreviaturas

AESAN: Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion.
ALOA: Agar para Listeria de acuerdo con Ottaviani y Agosti.
BIP: Backward Inner Primer.

B3: Backward Outer Primer.

Cq: Ciclo de amplificacion.

ECDC: Centro Europeo para la Prevencion y el Control de las Enfermedades.
EFSA: Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria.

FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations.
FIP: Forward Inner Primer.

F3: Forward Outer Primer.

LAMP: Amplificacion isotérmica mediada por bucle.

LB: Loop Backward Primer.

LF: Loop Forward Primer.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

qPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa.

PBS: Solucion salina tamponada con fosfato.

PRN: Pronasa.

RTE: Ready-to-eat.

Tm: Temperatura de fusion.

TSA: Agar Soja y Triptona.

TSB: Caldo Soja y Triptona.

UFC: Unidad Formadora de Colonia.

UV: Ultravioleta.

WHO: World Health Organization.



1. Introduccion

1.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es un patogeno humano de transmisién alimentaria de gran
relevancia por su alta mortalidad, de entre el 20% y el 30% de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud. Se trata de una bacteria con forma de bacilo Gram
positiva, anaerobia facultativa que se adapta facilmente a ambientes fluctuantes y
sobrevive a condiciones adversas que incluyen temperaturas frias, acidez y altas
concentraciones de sal (Koopmans et al., 2022). Estas caracteristicas de resistencia
justifican que esté ampliamente distribuida tanto en el medio ambiente como en los
lugares de elaboracion de alimentos (Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y

Nutricion, AESAN, 2024).

1um WD 8.0mm

Figura 1. Imagen de microscopia electronica de barrido de un biofilm de L. monocytogenes 1.1.D1
formado durante 72 horas a 25 °C.

Tabla 1. Factores que impactan en el crecimiento y supervivencia de L. monocytogenes.

Puede Puede sobrevivir,
Factor
crecer pero no crecer
Limite inferior Optimo Limite superior
Temperatura (°C) -1,5 30,0a37,0 45,0 -18,0
pH 4,2 7,0 9,5 33a4.2
Concentracion de sal (%) <0,5 0,7 16 >20

Adaptada de Lopez et al., (2011).



L. monocytogenes es el agente etiologico de la listeriosis, infeccion asociada en los
casos mas graves con enfermedades como la septicemia, infecciones del sistema
nervioso central (SNC), infecciones focales graves y resultados materno-neonatales
adversos como pueden ser el aborto y la muerte fetal (Huang et al., 2023),
especialmente en el grupo de riesgo compuesto por embarazadas, ancianos y pacientes

inmunodeprimidos (World Health Organization: WHO, 2018).

La listeriosis es la quinta zoonosis de transmision alimentaria mas comun, durante el
afno 2022 se confirmaron 2 770 casos en la Unién Europea, de los cuales 437 fueron en
Espana, una de las tasas mas altas de acuerdo con el Centro Europeo para la Prevencion
y el Control de las Enfermedades (ECDC). La principal via de transmision esta asociada
con los alimentos Ready-To-Eat (RTE), categoria que incluye cualquier alimento que
normalmente se consume en su estado crudo o que esta preparado en una forma en la
que se consume sin mas procesamiento, principalmente productos de origen carnico,
productos lacteos elaborados con leche cruda y productos pesqueros (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, FAO, 2022). En este sentido, la
Autoridad Europea en Seguridad Alimentaria identifica los fendémenos de
contaminacion cruzada desde superficies que tienen lugar antes y después del procesado
en el caso de alimentos no empaquetados, como la via principal de contaminacion de

estos alimentos (EFSA, 2019).

L. monocytogenes persiste en superficies de la industria alimentaria asociada a otras
especies bacterianas formando biofilms, comunidades complejas y diversas de bacterias
embebidas en una matriz extracelular (ME) y adheridas a una superficie solida (Chen
et al., 2023). Estos biofilms son realmente estructuras de resistencia, ya que protegen a
los microorganismos de agentes adversos, incrementan la disponibilidad y la eficiencia
en la transmision de nutrientes y facilitan la transferencia de material genético, lo que

incrementa sus capacidades de supervivencia (Rodriguez et al., 2010).

L. monocytogenes se considera un problema de salud publica y su control debe de
hacerse efectivo en todas las fases de la cadena alimentaria, para cumplir de este modo
los limites microbioldgicos establecidos en alimentos, actualmente mas restrictivos de
acuerdo con el nuevo reglamento (UE 2024/2895) publicado recientemente y que
establece un limite maximo de 100 UFC/g a lo largo del periodo de comercializacion.

Es, pues, necesario el desarrollo de métodos rapidos y faciles de utilizar por los
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operadores, que permitan monitorizar la presencia de L. monocytogenes a lo largo de la
cadena de valor, complementado los métodos oficiales y contribuyendo al cumplimiento

de los objetivos exigidos por la legislacion en cada tipo de productos.

1.2 Técnicas de diagndstico

Las técnicas de diagnostico de referencia para deteccion de L. monocytogenes se basan
principalmente en métodos de microbiologia clésica, basados en cultivo, combinados

con pruebas bioquimicas para su confirmacion.

El método de referencia se basa en la norma EN/ISO 11290-1:2017, denominado
“Microbiologia de la cadena alimentaria, método de deteccion horizontal y enumeracion
para Listeria monocytogenes y Listeria spp.”. De acuerdo con este método, la deteccion
de L. monocytogenes requiere cuatro etapas: preenriquecimiento, enriquecimiento,
siembra en medios selectivos e identificacion y confirmacion mediante pruebas

morfoldgicas y bioquimicas apropiadas. Este proceso consume de 5 a 7 dias.

Las técnicas de cultivo convencionales utilizadas en la deteccion de patogenos de
transmision alimentaria son tediosas y pueden generar falsos positivos en los resultados.
Como alternativa, se han desarrollado técnicas rapidas de deteccion basadas en métodos
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la amplificacion
isotérmica mediada por bucle (LAMP), ambas mas fiables y sensibles que los métodos

en placa basados en técnicas de cultivo diferenciales o selectivas (Jadhav et al., 2012).

Sin embargo, dentro de las técnicas moleculares, las basadas en PCR presentan algunos
inconvenientes, como la necesidad de uso de equipos sofisticados o la ocurrencia del
apareamiento no especifico de los cebadores y la consecuente aparicion de falsos
positivos que retrasan y dificultan la obtencion de un resultado fiable. Como
consecuencia, se han desarrollado diferentes métodos de amplificacion isotérmica que
permiten la amplificacion de &cidos nucleicos sin cambios de temperatura con
dispositivos simples como el LAMP (Park, 2022). Este método, que ofrece claras
ventajas como la simplicidad y facilidad de manejo, elimina la necesidad de equipos
sofisticados para el termociclado, gracias al uso de la polimerasa de Bacillus
stearothermophilus (Bst), que tiene propiedades de desplazamiento de hebra, por lo que
no es necesaria la desnaturalizacion por calor del ADN molde previa a la reaccion

(Abdul-Ghani et al., 2012).
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El funcionamiento del LAMP se ilustra en la Figura 2. LAMP utiliza un conjunto de
cuatro cebadores, compuesto por dos cebadores externos (F3 y B3) y dos cebadores
internos (cebador interno directo (FIP) y cebador directo inverso (BIP)); adicionalmente
se puede utilizar un par mas de cebadores, cebadores de bucle (bucle hacia delante (LF)
y bucle hacia atras (LB)), para aumentar la velocidad de reaccion (Wong et al., 2017).
En los pasos iniciales de la reaccion de LAMP, se utilizan los cuatro cebadores, pero
durante la reaccion ciclica solo se emplean los cebadores internos para la sintesis de

ADN (Notomi et al., 2000).

El cebador FIP consta de una region F2 en el extremo 3’ y una region Flc en el extremo
5’, mientras que el cebador BIP contiene una region B2 en el extremo 3’ y una region
Blc en el extremo 5°. El cebador F3 consta de una region F3 complementaria a la
region F3c de la secuencia plantilla, mientras que el cebador B3 tiene una region B3

complementaria a la region B3c.

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

F3c F2c Fic Template B1 B2 B3
‘s e @
F3- 3

Fir 4P F2
Y Flc
F1 Bic B2c B3c
= il “TT1T B
- 5 B3
Fic - -
B2
Bic BIP
3LoopF
W\ Fic B1
F2 . : =
F2c g 3 - B2
Fic 4 F1 Bic
w and
Loop B 4
Fi1 Bic # ]
2 I /| . B2
f 3 5 - B2c

Fic B1 \81 c
Figura 2. Esquema del proceso de amplificacion de ADN de LAMP. Tomada de Loop-Mediated

Isothermal Amplification (LAMP), Thermo Fisher Scientific, US.
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La reaccidon de amplificacion comienza cuando el cebador interno FIP hibrida con F2¢
en el ADN diana iniciando la sintesis de la hebra complementaria. El cebador F3 hibrida
lentamente con F3c e inicia la sintesis de ADN por desplazamiento de hebra, liberando
una hebra complementaria vinculada a FIP, que forma una estructura de bucle en el
extremo. Este ADN monocatenario sirve como molde para la sintesis iniciada por BIP y
la posterior sintesis de ADN por desplazamiento de hebra por el cebador B3, esto
conduce a la produccion de un ADN en forma de mancuerna, que se convierte en tallo
mediante la sintesis de ADN autocebado. Para iniciar el siguiente ciclo de LAMP, FIP
hibrida con esta estructura tallo-bucle y la amplificacion continta siguiendo el mismo

proceso (Notomi et al., 2000).

Los métodos de deteccion del fragmento amplificado més utilizados en LAMP son la
turbidez, la electroforesis en gel de agarosa, la deteccion colorimétrica a simple vista y
la deteccion con luz ultravioleta (Wong et al., 2017). En el estudio que nos ocupa, se
utilizaron la medicién de fluorescencia a tiempo real y la deteccion colorimétrica a

punto final.

Adicionalmente, si la deteccion se realiza mediante fluorescencia a tiempo real, con
compuestos intercalantes, se puede realizar el analisis de la curva de fusion (MCA) para
realizar un ensayo sobre la contaminacion de los productos, de esta forma si la
temperatura de fusion (Tm) es la misma que la del control positivo, se puede asegurar
que todas las amplificaciones corresponden con el gen de interés y no hay presencia de

amplificaciones inespecificas.

En este trabajo se desarrolld un método rapido de deteccion de biofilms de L.
monocytogenes en superficies de acero inoxidable por LAMP colorimétrico y a tiempo
real. Para ello se evalud la recuperacion de células con diferentes tratamientos, el

impacto de un enriquecimiento de tres horas y la purificacion del ADN de las muestras.
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2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo y validacion de un método para la
deteccion rapida de biofilms de L. monocytogenes basado en la amplificacion isotérmica
mediada por bucle (LAMP). Para ello se establecieron los siguientes objetivos

especificos.

e Estudiar el efecto de diferentes medios de extraccion (PBS, LPT y LPT-PRN)
sobre la recuperacion de células de L. monocytogenes desde biofilms formados

en superficies de acero inoxidable.

e Evaluar el impacto de incluir una fase de enriquecimiento sobre la deteccion de
células de L. monocytogenes presentes en biofilms formados en superficies de

acero inoxidable.

e Determinar la influencia de la purificacion del ADN extraido de células de L.
monocytogenes presentes en biofilms formados en superficies de acero

inoxidable.

e FEvaluar el limite de deteccion de la técnica desarrollada.
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3. Materiales y métodos

3.1. Cepas bacterianas

Las cepas de L. monocytogenes, Staphylococcus y Rothia utilizadas pertenecen a una
coleccion del Grupo de Microbiologia y Tecnologia de Productos Marinos del Instituto
de Investigaciones Marinas (MicroTec-IIM), aisladas de una industria pesquera (Tabla

2).

Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas.

Cepas bacterianas Referencia IIM
Listeria monocytogenes L1.D1
Staphylococcus sp. A3.c2
Rothia terrae R2.D2.cl
3.2. Formacion de biofilms de L. monocytogenes

3.2.1.  Preparacion de medios de cultivo
Se utilizaron medios de cultivo liquidos y solidos. En el caso de los liquidos se utilizd
caldo de soja y triptona (TSB, Condalab, Espana) y agua de peptona (Scharlab S.L.,
Espafia), y en el caso de los cultivos solidos se utilizd agar de soja y triptona (TSA,
Scharlab S.L., Espafia) y agar cromogénico para Listeria de acuerdo con Ottaviani y
Agosti (ALOA, Scharlab S.L., Espana) Todos los medios fueron preparados segtn las
especificaciones comerciales y esterilizados mediante autoclavado a 121 °C durante 20

minutos.

3.2.2.  Formacion de biofilms monoespecie
Activacion del cultivo de L. monocytogenes y preparacion del cultivo de trabajo:
inicialmente se procede a la activacion de la cepa, para asegurar que sus condiciones
fisiologicas son adecuadas para la realizacion de los experimentos. Para ello, se
inoculan, tomando 100 pL de un criovial de la cepa L. monocytogenes 1IM-L1.D1
conservada bajo condiciones de congelacion a -20 °C, 5 mL de TSB, que posteriormente
se incuban a 37 °C durante 24 horas. Para la obtencion del cultivo de trabajo se repite

este mismo procedimiento.
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Preparacion del inoculo: el cultivo obtenido se ajusta a una DO700=0,1 (que equivale a
8 log UFC/mL, de acuerdo con calibrados previos) haciendo uso de un
espectrofotometro Jenway modelo 7205 (Cole-Parmer Ltd., Reino Unido) y se realizan
dos diluciones seriadas 1/100 (v/v) en TSB hasta obtener una concentracion final de 4

log UFC/mL.

A continuaciéon, se afladen 25 mL del cultivo asi preparado en placas Petri
(®90X14 mm con tres vientos estéril, Deltalab, Espafia) con cupones 5x5 cm de acero
inoxidable (SS AISI 316) previamente irradiados durante 15 minutos con luz UV para
esterilizarlos. Posteriormente se incuban a 25 °C durante 72 horas para la formacion de

biofilms tal y como se indica en la Figura 3.

Ajustar DOo=0,1
N ‘ —_— (10° UFC/mL)

(& .

Activacién del cultive

Diluir 1100
{ 7 (10 UFC/ml)

gt

Diluir 1/100
(10° UFC/mL)

J 25 mL de cultivo

Incubar 72 ha 25 °C

Figura 3. Esquema de la formacion del biofilm monoespecie de L. monocytogenes. Imagen creada
con BioRender.com.

Cdlculo de la concentracion bacteriana: Se procede al calculo de la concentracion de la
especie bacteriana objetivo presente en el inoculo y en los biofilms una vez
transcurridas las 72 horas de incubacion. Para el calculo de la concentracion del inoculo
se toman 100 pL del matraz de cultivo, se prepara una dilucion 1/10 (v/v) en agua

peptonada, se siembra en placa Petri y se incuba a 37 °C durante 24 horas.
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Para el calculo de la concentracion de los biofilms, tras la incubacion y utilizando el
equipo automatico Scan 500 (Interscience, Francia), se procede al recuento de colonias

y al célculo del nimero de UFC/mL.

3.2.3.  Formacion de biofilms multiespecie

Activacion de las cepas Staphylococcus sp. A3.c2 y Rothia terrae R2.D2.cl: mediante el

mismo procedimiento detallado en el punto 3.2.2 para L. monocytogenes.

Preparacion de los inoculos: para este estudio se prepararon tres tipos de biofilms
multiespecie con diferentes concentraciones de L. monocytogenes, 4 log, 2 log y 1 log

UFC/mL.

Para obtener una concentracion final de 4 log UFC/mL se procede como se ha descrito
en el punto 3.2.2. Sin embargo, se observd experimentalmente que siguiendo este
procedimiento las concentraciones finales eran demasiado altas, por lo que se repitid

utilizando TSB diluido 1/500 (v/v) en PBS.

Para obtener la concentracion final de 2 log UFC/mL se realizan tres diluciones seriadas

1/100 (v/v) en TSB 1/500 (v/v).

Para obtener la concentracion final de 1 log UFC/mL se realiza una primera dilucion
1/10 (v/v) y posteriormente se realizan tres diluciones seriadas 1/100 (v/v) en TSB

1/500 (v/v).

En el caso de las cepas utilizadas como acompafiantes, en todos los casos el cultivo se
ajusta a DO700=0,1 y se diluye primero 1/10 (v/v) y posteriormente se realiza otra
dilucion 1/100 (v/v) en TSB para obtener una concentracion final de 5 log UFC/mL.
También se observd que estas concentraciones eran demasiado altas, por lo que se

repiti6 el procedimiento empleando TSB/PBS 1/500 (v/v).

El montaje del sistema experimental para la formacion de biofilms es el descrito en

3.2.2.

Control la concentracion bacteriana: Primero se procede al célculo de la concentracion
bacteriana del inoculo. Para el control de la concentracion 4 log UFC/mL de L.
monocytogenes se toman 100 pL del matraz de cultivo, se realiza una dilucion 1/10

(v/v) en agua peptonada y se siembra en placas Petri ALOA. Para las concentraciones
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de 2 logy 1 log UFC/mL de L. monocytogenes se toman 100 pL del matraz de cultivo y
se siembran directamente en placas Petri ALOA. Estas placas se incuban a 37 °C

durante 24 horas.

Para el control de la concentracion de las cepas acompanantes a partir de la dilucion
1/10 (v/v) de la preparacion del indculo se realizan diluciones decimales seriadas (v/v)
en agua de peptona tamponada y se siembran las diluciones -6 y -7 en placas Petri con

TSA. Posteriormente se incuban a 37 °C durante 24 horas.

El célculo de la concentracion bacteriana de los biofilms se realiza siguiendo el

procedimiento descrito en el punto 3.2.2.

3.3. M¢étodos para la recuperacion Optima de células de

biofilms de L. monocytogenes

3.3.1.  Preparacion de disoluciones

Se preparan disoluciones de PBS, LPT y LPT-PRN (pronasa).

PBS: para 1 L de PBS se mezclan los siguientes solutos.
e 8 gNaCl,
e 200 mg KCl,
e 1,44g NasHPOs,
e 240mg KH2POy4,

Se comprueba que el pH esté en 7.4.

LPT: para 250 mL de LPT se mezclan los siguientes solutos:
e 0,175 g de lecitina,
e 2.5 gde triptona,
e 1,25 g de extracto de levadura,
e 1,25 gdeNaCl,
e 0,25 g de tioglicolato sodico,
e 0,25 g de tiosulfato sodico
e 0,6 g de bi-sulfito sodico,
e 0,25 g de histidina,
e 1,25 mL polisorbato 80.

17



Se disuelve en agua milliQ utilizando un agitador magnético con calor hasta ebullicion.

El pH debe estar en 7,6 + 0,2.

LPT-PRN: al LPT de composicion indicada, se le aflade pronasa comercial comercial
(Sigma-Aldrich, EE.UU.) procedente de Streptomyces griseus a una concentracion de

400 pg/mL en Tris-HCI 0,1M a pH 7.5.

3.3.2.  Recuperacion de células de biofilms de L. monocytogenes
Una vez formados los biofilms, las células se recuperan mediante frotado de las
superficies con esponjas tomamuestras 5x5 cm (Laboratorios Microkit S.L., Espafia)
previamente humedecidas en los diferentes tratamientos (PBS, LPT y LPT-PRN (0,4
mg/mL)), durante un minuto. Este proceso se realizd para los biofilms monoespecie y

mixto de L. monocytogenes a concentracion 4 log UFC/mL.

Figura 4. Imagen tomada durante el proceso de recuperacion de células de L. monocytogenes de
biofilms formados en la superficie de cupones de acero inoxidable.

Posteriormente, se realizé este mismo procedimiento utilizando unicamente esponjas
tomamuestras humedecidas en LPT-PRN (0,4 mg/mL) para los biofilms mixtos de L.

monocytogenes a concentraciones de 4 log, 2 log y 1 log UFC/mL.
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3.3.3. Determinacion de las células adheridas en biofilms de L.

monocytogenes
Se lavan los cupones (x2) con 25 mL de PBS y se trasvasa el cupén a una placa Petri
limpia con 10 mL de peptona. Se sonica durante 1 minuto en Sonicador Bransor
Ultrasonido bath modelo CPX5800H-E (Emerson Electric, EE.UU.) con potencia no
regulable a 40 kHz y se raspa con un asa tipo Digralsky de plastico. A continuacion, se

realizan diluciones decimales seriadas en peptona (v/v).

En el caso de biofilms monoespecie, la determinacion de células de L. monocytogenes
se realiza mediante siembra y recuento en placas de agar TSA. En biofilms multiespecie,
la determinacion de L. monocytogenes se realiza mediante siembra en medio selectivo
ALOA. Se incuban a 37 °C durante 24 horas y se procede al recuento de colonias y el

calculo de UFC/mL de acuerdo con el procedimiento descrito en 3.2.2.

3.4. Visualizacion de biofilms de L. monocytogenes

mediante microscopia confocal

Se realiza inicialmente una tincion haciendo uso de un kit comercial Film Tracer
LIVE/DEAD™ Biofilm Viability Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.),
que permite observar la viabilidad de poblaciones bacterianas en funcion de la
integridad de la membrana. De este modo las bacterias con la membrana comprometida
se tifien de rojo con yoduro de propidio, que puede penetrar en las células, y las células
con la membrana intacta se tifien de verde con SYTO™ 9 (Thermo Fisher Scientific,

Invitrogen, 2009).

Las imégenes de los biofilms fueron tomadas por el equipo del Servicio de Microscopia
Optica y Analisis de Imagen del IIM-CSIC y se empled un microscopio confocal Leica®
(Wetzlar, Alemania) modelo TSC-SPE equipado con un objetivo ACS APO 63x/1,30

oil.
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3.5. Extraccion de ADN

Inmediatamente después del frotis, se le afiaden 5 mL de TSB a las esponjas
tomamuestras y se mezclan 1 minuto en Stomacher IUL Masticator (IUL, SA, Espana).
De esta solucidon se toma 1 mL para la extraccion. Las soluciones con las esponjas se
dejan incubando a 37 °C durante 3 horas, una vez transcurrido ese tiempo se toma de

nuevo 1 mL para la extracciéon de ADN.

La extraccion de ADN (Figura 5) se realiza mediante Chelex 6% (m/v), una resina que
previene la degradacion del ADN mediante quelacion de los cationes necesarios para la
actividad de las ADNasas. Las muestras se centrifugan a 17000 x g durante 2 minutos y
se descarta el sobrenadante. Posteriormente el pellet se resuspende en 200 pL de una
suspension de Chelex' " 100 6% (m/v) (Bio-Rad Laboratories, Inc., EE.UU) en vortex. A
continuacion, las muestras se incuban en un termobloque a 56 °C durante 15 minutos
con agitacion constante a 1400 rpm para mantener la resina en suspension. A esto le
sigue una lisis térmica a 99 °C durante 8 minutos con agitacion constante a 1400 rpm.
Finalmente, las muestras se centrifugan durante 2 minutos a 17000 x g a 4 °C (Abalo

et al., 2024).

i -
/ = ‘?

—_— — e e _— 2

\ J v v
Se toma 1mL Centrifugar 2 mina Descartar sobrenadante Ariadir 200 pL de
de la solucién 17000x g Chelex™ 100 6% (m/v)

con la esponja

-

¥

=3
Calentar 15 min a 56 °C Calentar 8 min a 99 °C Ce{‘%%‘a&:r;ﬁén a Recoger sobrenadante

Figura 5. Esquema del procedimiento de extraccion de ADN. Imagen creada con BioRender.com

El ADN extraido fue almacenado a 4 °C a corto plazo y a -20 °C a largo plazo.
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3.6. Pureza y concentracion del ADN

Con el fin de evaluar la calidad del ADN extraido se utilizé el espectrofotometro UV-
Vis de microvolimenes NanoDrop = 2000 (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) que
permite estimar la pureza del ADN de acuerdo a las relaciones entre las absorbancias
obtenidas a 260 nm y 280 nm, de acuerdo a dos relaciones: A260/280 y A260/230
(Thermo Fisher Scientific, 2009). La pureza es adecuada cuando el ratio A260/280
oscila entre 1,7 y 2,0, resultados mds bajos indicarian la presencia de péptidos
residuales. En cuanto al ratio A260/230, este debe estar entre 2,0 y 2,2, proporciones
inferiores pueden indicar la presencia de contaminantes que absorben a 230 nm como

compuestos fendlicos (Versmessen ef al., 2024).

Para determinar la concentraciéon de los extractos de ADN se utilizé el fluorimetro
Qubit™ 4 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). Para esta medicion de la
concentracion se empled el kit comercial Qubit™ 1X dsDNA HS Assay Kits, especifico
para ADN bicatenario, que proporciona un rango de ensayo de 0,2 a 100 ng segln las

especificaciones del producto (Thermo Fischer Scientific, 2020).

3.6.1.  Purificacion de los extractos de ADN
Las muestras fueron purificadas con el kit comercial OneStep  PCR Inhibitor Removal
Kit (Zymo Research Corporation, CA, EE. UU.), que elimina de forma eficaz los
contaminantes de las preparaciones de ADN que pueden inhibir reacciones enzimaticas
como la PCR, especificamente elimina de forma eficiente compuestos polifendlicos,
acidos humicos/fulvicos, taninos y melanina de acuerdo con las especificaciones del

producto (Zymo Research).

3.7. Desarrollo de LAMP

Durante el desarrollo del LAMP se llevaron a cabo dos ensayos diferentes mediante
fluorescencia a tiempo real, desde ahora LAMP a tiempo real, y mediante

determinaciones colorimétricas a punto final, desde ahora LAMP colorimétrico.

3.7.1. Mezcla de reaccion

Para este estudio fueron empleados seis primers disefados para el gen hly de L.

monocytogenes, siendo estos dos internos (FIP y BIP), dos externos (F3 y B3) y dos

21



cebadores de bucle (LF y LB); cuyas secuencias se muestran en la Tabla 3. Estos

primers fueron disefiados en estudios previos (Abalo et al., 2024).

Tabla 3. Secuencia de los primers disefiados para el gen hly.

Secuencia (5’— 37)

FIP TGA ACA ATT TCG TTA CCT TCA GGA T #1t TTG ATC ACT CTG GAG GAT AC
BIP GGA GCG AAA ACA ATA AAA GCA AGCT #tt GCG TAA ACA TTA ATATTT CTC GC

F3 TTC AAA AGC TTA TAC AGA TGG AA

B3 AAG CTA AACCAGTGC ATT C

LF CAT CCC AAG AAA TGT TGA ATT GAG C
LB TCG TCC ATC TAT TTG CCA GGT A

Los primers se reconstituyen de su forma liofilizada mediante disolucién en agua libre
de nucleasas (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc. EE.UU.) hasta una

concentracion final de 100 pM.

El volumen final de la mezcla de reaccion fue en ambos casos de 25 pL., compuesto por
15 uL de GspSSD2.0 Isothermal Mastermix (ISO-004) o Visual Detection RT
Isothermal Mastermix (ISO-010RT-VIS), ambos adquiridos de OptiGene (OptiGene
Ltd., Horsham, Reino Unido), para el LAMP a tiempo real o el LAMP colorimétrico
respectivamente, 1000 nM de primers FIP y BIP con linker de cuatro timinas (polyT),
200 nM de primers F3 y B3, 800 nM de primers LF y LB, 1% de pullulan (TCI
Chemicals Co., Ltd.), 6 uL de ADN como molde. Se prepar6é un stock intermedio de
todos los primers a una concentracion 25x y se completo el volumen con agua libre de

nucleasas tal y como se indica en la Tabla 4 (Abalo et al., 2024).

Tabla 4. Componentes y volumenes de mezcla de reaccion para LAMP

Componentes de mezcla de reaccién Volumen de reaccién (nL)
GspSSD2.0 Isothermal Mastermix* 15
Visual Detection RT Isothermal Mastermix** 15
Stock primers 25x 1
Pullulan 2,5
Agua libre de nucleasas 0,5
ADN 6

* GspSSD2.0 Isothermal Mastermix fue empleado tinicamente para en ensayo de LAMP a tiempo real.
** Visual Detection RT Isothermal Mastermix fue empleado Ginicamente para el ensayo de LAMP colorimétrico.
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3.7.2.  LAMP en tiempo real
El ensayo de LAMP a tiempo real se llevo a cabo en el equipo CFX Opus 96 Real-Time

PCR System y los resultados se analizaron con el software desktop CFX Maestro (Bio-
Rad Laboratories, Inc., CA, EE.UU.) que calcula automaticamente el ciclo de

amplificacion (Cq).

Para este ensayo se anade la mezcla de reaccion en los pocillos de una placa de 96
pocillos y se cubren con film de calidad optica. Las muestras fueron analizadas por

duplicado.

La reaccion tuvo lugar a 66 °C durante 30 minutos con adquisiciéon de fluorescencia
cada 30 segundos (60 ciclos). Una vez finalizada la amplificacion se realiz6 un analisis
de la curva de fusion con los siguientes pasos: calentamiento a 95 °C durante 1 segundo,
mantenimiento a 80 °C durante 20 segundos y recalentamiento hasta 95 °C con

incrementos de 0,03 °C y adquisicién continua de la fluorescencia.

3.7.3. LAMP colorimétrico

En el caso del LAMP colorimétrico el procedimiento se llevd a cabo en microtubos de
0,2 mL en el equipo MyCycler" Thermal Cycler System With Gradient Option (Bio-
Rad Laboratories, Inc., CA, EE.UU.) a 66 °C durante 60 minutos y posteriormente a 4
°C para evitar que siga teniendo lugar la amplificacion. El tiempo prolongado permitio

una mejor discriminacion del color.

Ademas de la evaluacion a simple vista, se tomaron imagenes de las muestras con un
teléfono movil OPPO A94 5G modelo CPH2211, estos resultados se analizaron
mediante el valor R con la aplicacion gratuita Color Picker 7.9.0. El valor R se refiere al
componente rojo del codigo de colores primarios RGB (red, green, blue) y sus valores
varian de 0 a 255, siendo el 255 el rojo puro. Se realizaron 5 mediciones por tubo y
aquellos con una media del valor R por debajo de 200 fueron considerados positivos de

acuerdo con Abalo et al., (2024).
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3.8. Desarrollo de la gPCR

Para el desarrollo del ensayo de qPCR se seleccionaron cebadores dirigidos al gen Aly
junto con un control de amplificacion interna (IAC) competitivo empleados en estudios
previos (Azinheiro et al., 2023). Los primers y las sondas se proporcionaron como una
mezcla a concentracion 10x, sus secuencias y concentraciones finales en la mezcla de
reaccion se muestran en la Tabla 5. El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 20
uL, compuesto por 10 pL de NZY Supreme qPCR Probe Master Mix (NZY Tech, Lisboa,
Portugal), 2 pL. de la mezcla de primers a concentracion 10x, 3 uL de ADN molde y 5

uL de agua libre de ADN/ARNasas. Estos voliumenes aparecen detallados en la Tabla 6.

Tabla 5. Secuencia de los primers disefiados para el gen Aly.

Secuencia (5’— 3°) Concentracion (nM)
hly-P3F CGC AAC AAA CTG AAG CAA AGG A 200
hly-P3R CGA TTG GCG TCT TAG GACTTG C 200
hly-P3P CAT GGC ACC// ACC AGC ATCTCCG 150
IAC-F AGT GGC GGT// GAC ACT GTT GAC CT 100
IAC-R CGC AAC AAA CTG AAG CAA AGG A 100
IAC-P CGA TTG GCG TCT TAG GAC TTG C 100
IAC-ADN GGA TTA CCC TAG AGT GGC GGT GAC ACT GTT GAC CTT 10%*
CTATTACCTC

*Copias de IAC-ADN afiadidas por reaccion.

Tabla 6. Componentes y volumenes de mezcla de reaccion para PCR

Componentes de mezcla de reaccién Volumen de reaccién (nL)

NZY Supreme qPCR Probe Master Mix 10
Stock primers 10X
Agua libre de nucleasas
ADN

WD W N

El ensayo se llevd a cabo en el mismo equipo que el LAMP a tiempo real, el CFX Opus
96 Real-Time PCR System, y de igual manera los resultados fueron analizados con el
software desktop CFX Maestro. En el caso de la PCR, el perfil térmico consistiéo en un
primer paso de calentamiento de 5 minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacion durante 15 segundos a 95 °C y un ciclo de hibridacion-extension a 63

°C durante 60 segundos.
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4. Resultados y discusion
4.1 Evaluacion de la recuperacion de células de biofilms

de L. monocytogenes.

El primer objetivo se centrd en optimizar el procedimiento de recuperacion de células
de biofilms monoespecie y mixtos de L. monocytogenes formados tras 72 horas de
incubacion a 25 °C. Para ello se evaluaron tres tratamientos de recoleccion con esponjas
humedecidas en: i) PBS, una solucién salina tamponada ampliamente utilizada en
laboratorios de microbiologia como medio de suspension de bacterias, ii) LPT, un
medio de cultivo neutralizante que inactiva la accién de agentes quimicos que puedan
inhibir en crecimiento de microorganismos y iii) LPT-PRN, LPT suplementado con
pronasa, una enzima proteolitica con capacidad para digerir una gran variedad de
proteinas, entre ellas las proteinas de adhesion que producen las bacterias en los

biofilms.

4.1.1 Concentracion del indculo y de las células adheridas
La concentracion del indculo que preparamos a 4 log UFC/mL para el biofilm
monoespecie fue de 4,3 log UFC/mL y tras los tres dias de incubacion el biofilm
presentaba una concentracion de 9,2 log UFC/cm? En cuanto al biofilm mixto, la
concentracion del inoculo de L. monocytogenes fue de 5,1 log UFC/mL y finalmente el

biofilm tenia una concentraciéon de 10,8 log UFC/cm?, tal y como se indica en la Tabla 7.

Tabla 7. Concentracion del indculo inicial y de las células adheridas de los biofilms monoespecie y mixto
a concentracion 4 log UFC/mL

Cena bacteriana Concentracion Concentracion células
P inéculo [UFC/mL] adheridas [UFC/cm?]
Biofilm monoespecie L1DI 43 9.2
4 log
L1.D1 5,1 10,8
Biofilm mixto 4 log St.Al.cl 8,1
R2.D2.cl 8,2

4.1.2 Analisis de microscopia confocal
La visualizacidén por microscopia confocal permitié confirmar visualmente la eficacia de
los distintos tratamientos de recuperacion de células. Todos los tratamientos
consiguieron recuperar una gran cantidad de células, esto se puede ver al comparar las

imagenes de los controles de los biofilms (Figuras 6a y 7a) con las imagenes de los
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biofilms una vez realizado el frotis. Tanto en las iméagenes del biofilm monoespecie
como del mixto (Figuras 6 y 7) se observa una notable reduccion de células presentes en
el cupon tras el procedimiento de extraccion con LPT (Figuras 6¢ y 7c) y LPT-PRN
(Figuras 6d y 7d), en comparacion con el tratamiento con PBS (Figuras 6b y 7b). No
obstante, tal y como se aprecia si comparamos las Figuras 6 y 7 estas diferencias son

ligeramente mas evidentes en las imagenes del biofilm monoespecie.

Figura 6. Imagenes de microscopia confocal de biofilms monoespecie de L. monocytogenes 1IM-L1D1
antes (a) y después de realizar la recuperacion de células con PBS (b), LPT (¢) y LPT-PRN (d). Células
verdes: membrana intacta; células rojas, membrana dafiada.

Figura 7. Imagenes de microscopia confocal de biofilms multiespecie de L. monocytogenes IIM-L1D1
antes (a) y después de realizar la recuperacion de células con PBS (b), LPT (c) y LPT-PRN (d). Células
verdes, membrana intacta; células rojas: membrana dafiada.

4.1.3 Pureza y concentracién del ADN
Se cuantifico y determino la calidad del ADN extraido. La pureza se midi6 mediante un
NanoDrop™ 2000 en base a los ratios A260/280 y A260/230 de acuerdo a estudios
previos. Los resultados mostraron que un 48,6% de las muestras se encuentran dentro
del rango de pureza para A260/280, y un 72% se encuentra entre 1,6 y 2,1, por lo que
hay cierta contaminacion proteica en las muestras. Por otro lado, todas las muestras se
encuentran por debajo de 1,23 para el rango A260/230, lo que indica contaminacién por

compuestos fenolicos.

Se compard la concentracion del ADN extraido de las células recuperadas con los tres
medios utilizados, con y sin enriquecimiento de 3 horas de duracion e incluyendo o no

un paso intermedio de purificacion en el procedimiento.
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La concentracion de ADN se midié con el fluorimetro Qubit" empleando un kit
comercial. Aunque el Nanodrop 2000 también cuantifica el ADN, de acuerdo con
varios estudios tiende a sobrestimar su concentracién, mientras que el Qubit™
proporciona una informacion mucho mas fiable (Masago ef al., 2021). La cuantificacion
del ADN extraido (Figura 8) de los diferentes tratamientos muestra una menor
concentracion de ADN en las muestras de PBS, lo que concuerda con las iméagenes de

microscopia mostradas previamente (Figuras 6 y 7).
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Figura 8. Concentracion de ADN extraido (ng/pL) de los biofilms monoespecie (a) y multiespecie (b) de
acuerdo a la medicion del fluorimetro Qubit™. Se observan los resultados de las muestras sin purificar a

tiempo 0 (azul) y tras el enriquecimiento de 3h (rojo) y de las muestras purificadas a tiempo 0 (verde) y
tras el enriquecimiento (morado).
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4.1.4 Resultados de LAMP

En la Tabla 8 y en la Figura 9 se muestran los resultados de los ciclos de amplificacion
(Cq) de LAMP a tiempo real de las muestras de los tres tratamientos de los biofilms
monoespecie y mixto purificados y sin purificar, antes (t0) y después del

enriquecimiento (t3).

Tabla 8. Ciclos de amplificacion necesarios para la deteccion de L. monocytogenes mediante LAMP a
tiempo real de las muestras de biofilms monoespecie y mixtos.

Biofilm monoespecie Biofilm mixto

CqxDS muestras CqxDS muestras Cq£DS muestras CqxDS muestras

Muestra sin purificar purificadas sin purificar purificadas
PBS t0 22,68%2,46 17,63+£0,90 27,55+8,38 17,89+0,83
LPT t0 22,39+1,27 18,11+£0,38 31,65+2,62 17,68+1,21

LPTPRN t0 22,03+1,83 18,61+0,85 33,78+1,84 17,94+0,65
PBS t3 19,81+1,08 18,00£0,99 32,89+1,76 19,01+0,35
LPT t3 20,15+0,88 17,94+0,61 34,21+1,70 19,11+0,90

LPTPRN t3 19,95+£0,98 19,63+2,12 29,71+6,32 19,07£0,54

DS: desviacion estandar
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Figura 9. Ciclos de amplificacion necesarios para la deteccion de L. monocytogenes en biofilms por
LAMP. Se muestran los resultados obtenidos en muestras de biofilms monoespecie sin purificar (azul) y
purificadas (rojo) y en muestras de biofilms mixtos sin purificar (verde) y purificadas (morado), con
enriquecimiento (t3) y sin enriquecimiento previo (t0).
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Tal y como se observa en la Figura 9, lo mas destacado de los resultados obtenidos es
una disminucion significativa del tiempo de deteccion de L. monocytogenes cuando se
afiade en el procedimiento un paso de purificacion, tanto si estd presente en biofilms
monoespecie como mixtos. Este efecto es cuantitativamente mas patente en el caso de
biofilms mixtos, donde el paso de purificacion supone una bajada de Cq desde valores
entre 27,55 y 34,21 hasta valores de entre 17,68 y 19,11. En el caso de biofilms
monoespecie, se observa igualmente una disminucion, pero con diferencias cuantitativas
significativamente menores. Estos resultados indican la conveniencia de purificar el
ADN previamente a la amplificacion para mejorar la deteccion de L. monocytogenes,

especialmente en biofilms mixtos.

Adicionalmente se realiz6 un analisis de la curva de fusion. La temperatura de fusion
(Tm) depende de la longitud y secuencia de los nucleotidos, secuencias mas largas y
con mayor proporcion C-G presentan Tm mads altas. De esta forma, el andlisis de la
curva de fusion a tiempo real permite diferenciar entre los amplicones de LAMP
positivos y los productos de amplificacién de cebadores no especificos que pueden

producir falsos positivos. (Lee ef al., 2018).

La Tm del fragmento del gen hly amplificado es de 83,27 °C (Abalo ef al., 2024). Todas
las muestras se encontraban entre 82,5 y 83,1 °C. De acuerdo con Lee ef al. (2018), son
normales variaciones de 2 °C, por lo que podemos afirmar que todos los resultados se
corresponden con el gen de interés. Se afiadié también un control negativo con agua
libre de ADN/ARNasas en lugar de ADN, de forma que si este amplificara seria a causa
de amplificaciones inespecificas. Del mismo modo, no deberia mostrar picos en la curva

de fusion, si esto ocurriera los resultados serian invalidados.

En cuanto al LAMP colorimétrico, los resultados positivos se manifiestan de un color
turquesa, mientras que las muestras negativas son incoloras. Como se puede observar en
la Figura 10, todos los resultados son positivos, aunque diferentes tonos de turquesa
indican diferentes grados de amplificacion. En general, no se observan grandes
diferencias entre las muestras antes y después del enriquecimiento, pero si se percibe un

color més intenso en las muestras purificadas.
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Figura 10. Imagenes de LAMP colorimétrico de las muestras del biofilm monoespecie sin purificar (a) y

purificadas (b) y del biofilm multiespecie sin purificar (c) y purificadas (d). Debajo, graficos con los

resultados de la medicion del valor R obtenidos con la aplicacion Color Picker 7.9.0 de biofilms
monoespecie (€) y mixtos ().

30



Teniendo en cuenta todos estos resultados, se puede concluir que las esponjas
humedecidas con PBS recogen un menor numero de células de los biofilms, y por lo
tanto estas muestras presentan una menor cantidad de ADN y Cq mas altos, es decir,
tardan mas tiempo en amplificar el ADN, y con mayores desviaciones. Los resultados
de las muestras recogidas con los tratamientos de LPT y LPT-PRN son similares,
aunque con una ligera tendencia a una mayor recuperacion de células de la superficie
con el uso de esponjas humedecidas en LPT-PRN, seleccionando esta opcién para los

experimentos siguientes.

4.2 Estudio del limite de deteccion del método LAMP

desarrollado

Con el objetivo de estudiar el limite de deteccion de L. monocytogenes del método
desarrollado, se estudiard la capacidad de detectar células de L. monocytogenes
presentes en biofilms mixtos formados durante 72 horas a 25 °C tras la inoculacién de 4
log, 2 log y 1 log UFC/mL de L. monocytogenes, utilizando en todos los casos LPT-

PRN como medio de recuperacion.

4.2.1 Concentracion del indculo y de las células adheridas.

En la Tabla 9 se muestran los datos de la concentracion de L. monocytogenes en el
indculo inicial antes de la formacion del biofilm y en los biofilms obtenidos tras 3 dias
de incubacion a 25 °C. Tal y como se observa, la concentracion del indculo preparado a
1 log UFC/mL fue de 1,8 log UFC/mL y tras los tres dias de incubacion el biofilm
presentaba una concentracion de 3,9 log UFC/cm®. En cuanto al biofilm a 2 log
UFC/mL, la concentracion del indculo de L. monocytogenes fue de 3,2 log UFC/mL y
finalmente tenia una concentracion de 4,8 log UFC/cm?. Por tltimo, la concentracion de
in6culo preparado a 4 log UFC/mL fue de 4,3 log UFC/mL y la concentracion del
biofilm, de 6,5 log UFC/cm?.
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Tabla 9. Concentracion del inoculo inicial y de las células adheridas de los biofilms mixtos a
concentraciones 1 log, 2 log y 4 log UFC/mL

Cepa bacteriana Concentracion Concentracion células
P inéculo [UFC/mL] adheridas [UFC/cm?]
L1.D1 1,8 3,9
Biofilm 1 log St.Al.cl 34
R2.D2.cl 3,4
L1.D1 3,2 4.8
Biofilm 2 log St.Al.cl 33
R2.D2.cl 3,0
L1.D1 4,3 6,5
Biofilm 4 log St.Al.cl 33
R2.D2.cl 3,0

4.2.2 Concentracion y pureza de ADN
Se determino la pureza del ADN en funcion de las relaciones entre los valores de
absorbancia A260/280 y A260/230 al igual que en el apartado 4.1.3. En este caso solo
un 16% de las muestras se encuentran entre los valores 1,7 y 2 para el ratio A260/280, y
para el ratio A260/230 ninguna muestra supera el valor de 0,4. Esto indica que las

muestras presentan contaminacion por proteinas y otros compuestos.

Respecto a la concentracion de ADN extraido, los resultados muestran una mayor
concentracion para los biofilms formados a concentracion inicial 2 log y 4 log UFC/mL
en comparacion con el biofilm formado a 1 log UFC/mL. Estos resultados concuerdan
con lo esperado, ya que a menor concentracion de bacterias se espera una menor
concentracion de ADN. Se observa también que las muestras purificadas presentan una
menor concentracion de ADN, esto puede deberse a una saturacion de la microcolumna
del kit comercial empleado para la purificacion, ya que si esta columna se satura parte

del ADN podria quedar retenido, disminuyendo asi la concentracién de la muestra.
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Figura 11. Resultados de la cuantificacion del ADN extraido obtenidos con el fluorimetro Qubit™ Se
observan los resultados de las muestras sin purificar a tiempo 0 (azul) y tras el enriquecimiento de 3h
(rojo) y de las muestras purificadas a tiempo 0 (verde) y tras el enriquecimiento (morado).

423 Resultados de LAMP
En la Tabla 10 y en la Figura 12 se muestran los resultados de los Cq de LAMP a

tiempo real de las muestras purificadas y sin purificar, antes (t0) y después del
enriquecimiento (t3) de los biofilms mixtos formados a concentraciones iniciales 1 log,
2 log y 4 log UFC/mL. En este caso también se llevo a cabo la curva de fusion, la Tm
para estos fragmentos fue de entre 82,5 y 81,3 °C, por lo que también podemos afirmar

que estas amplificaciones corresponden con el gen de interés.

Estos resultados muestran Cq y desviaciones estandar mayores cuanto mas baja es la
concentracion del biofilm. En los tres casos los Cq disminuyen notablemente tras las
tres horas de enriquecimiento, esto se hace mas evidente para las muestras del biofilm a
concentracion inicial 1 log UFC/mL. En cuanto a las muestras purificadas, no se
aprecian grandes diferencias para los biofilms 2 log y 4 log UFC/mL, pero a
concentraciones mas bajas se observa como el ADN tarda menos ciclos en poder

detectarse y se observa menor desviacion entre las muestras.
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Tabla 10. Ciclos de amplificacion necesarios para la deteccion de L. monocytogenes mediante LAMP a
tiempo real de las muestras de biofilms mixtos formados a concentraciones iniciales de 1 log, 2 logy 4
log UFC/mL.

Muestras sin purificar Muestras purificadas

Muestra CqxDS Cq=DS

1log t0 47,45£3,40 33,43+£2,72
2 log t0 27,95+0,81 30,86+3,93
4 log t0 23,01+0,72 23,04£0,61
1log t3 30,56+4,66 31,15+1,53
2log t3 21,32+0,87 23,98+0,80
4 log t3 19,25+0,64 22,89+1,80

DS: desviacion estandar
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Figura 12. Ciclos de amplificacion de LAMP a tiempo real. Se observan los resultados de las muestras
sin purificar (azul) y de las muestras purificadas (morado) antes (t0) y después (t3) del enriquecimiento de
3 horas.

Al igual que en el LAMP a tiempo real, el LAMP colorimétrico también muestra todos
los resultados positivos. Como se observa en la Figura 13, todas las muestran presentan
un intenso color azul turquesa. Aunque a simple vista no se aprecia, tras el analisis del
valor R con la aplicacién Color Picker 7.9.0, se puede ver que las muestras purificadas
presentan mejores resultados, pero no se observan grandes diferencias entre las muestras
de los diferentes biofilms ni entre las muestras tomadas después de las tres horas de

enriquecimiento.
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Figura 13. Imagenes de LAMP colorimétrico de las muestras de biofilms mixtos a concentraciones
iniciales de 1 log (a), 2 log (b) y 4 log UFC/mL (c), la primera fila corresponde a las muestras sin
purificar y la segunda a las muestras purificadas. Debajo, grafico con los resultados de la medicion del
valor R obtenidos con la aplicacion Color Picker 7.9.0. (d).

424  Resultados de qPCR

Con el objetivo de comparar los resultados de LAMP a tiempo real con otra técnica de
amplificacion de ADN, se analizaron todas las muestras mediante qPCR. Los resultados
(Tabla 11 y Figura 14) no muestran grandes diferencias entre los Cq de los biofilms a
diferentes concentraciones, en cuanto a las muestras obtenidas después del
enriquecimiento presentan mejores resultados, pero no se aprecian grandes diferencias
entre las muestras sin purificar y las purificadas, esto puede deberse a la contaminacioén

que tenemos en las muestras aun después de purificarlas.
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Tabla 11. Ciclos de amplificacion necesarios para la deteccion de L. monocytogenes mediante qPCR de
biofilms mixtos formados a concentraciones iniciales de 1 log, 2 log y 4 log UFC/mL.

Muestra CqzDS de las muestras sin purificar Cq=DS de las muestras purificadas
1 log t0 29,48+0,54 24,50+0,40

2 log t0 31,85+0,25 32,08+0,28

4 log t0 26,84+0,51 27,11+0,43

1 log t3 26,80+0,62 27,08+0,66

2log t3 26,15+1,17 26,71+1,15

4 log t3 24,20+0,33 24,41+0,51

DS: desviacion estandar
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Figura 14. Ciclos de amplificacion de qPCR necesarios para la deteccion de L. monocytogenes en
biofilms mixtos. Se observan resultados obtenidos utilizando ADN sin purificar (azul) y purificado
(morado) antes (t0) y después (t3) del enriquecimiento de 3 horas.

Al igual que en el LAMP, todas las muestras de qPCR son positivas, y ademas estas
presentan Cq mas bajos. Estos resultados nos indican que ambas técnicas permiten
detectar L. monocytogenes en biofilms multiespecie a concentraciones mayores a 3,9
log UFC/cm? y, dado que no se llegé al limite de deteccion, potencialmente se podrian

detectar concentraciones mas bajas.
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5. Conclusiones

Listeria monocytogenes es un problema de salud publica a nivel global y su control es
necesario en todas las fases de la cadena alimentaria. Su capacidad para adaptarse a
condiciones adversas y formar biofilms la convierte en un patdgeno dificil de eliminar,
por ello es necesario el desarrollo de métodos moleculares que permitan una rapida
deteccion y asi poder mantener la seguridad alimentaria. Las conclusiones obtenidas del

presente estudio son las siguientes.

e La recuperacion de células de los biofilms de L. monocytogenes es mas efectiva
con el tratamiento de LPT-PRN, que con las esponjas humedecidas en PBS y

LPT.

e El enriquecimiento breve de 3 horas a 37 °C de las muestras en TSB mejora los
resultados de LAMP, reduciendo los valores de Cq en el LAMP a tiempo real y

aumentando la intensidad de color en el LAMP colorimétrico.

e La purificacion del ADN de las muestras mediante columnas comerciales mejora

los resultados de LAMP.

e Se demostro que la técnica LAMP es capaz de detectar L. monocytogenes en
biofilms de concentracién superior a 3,9 Log UFC/cm?, pero no fue posible

evaluar el limite de deteccion.
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