ISSN electrénico: 2445-1355
DOI: http://dx.doi.org/l 0.14201/fj20194273 84

ANALISIS METAGENOMICO DE LA EVOLUCION DE
LAS COMUNIDADES MICROBIANAS EN ALIMENTOS
SOMETIDOS A REFRIGERACION Y EN CONDICIONES
DE AUSENCIA DE FRIO

Metagenomic Analysis of the Evolution of Microbial
Communities in Foods Subjected to Refrigeration and in

Conditions of Absence of Cold

Virginia PIRES; Ratil RIVAS; Paula GARCIA-FRAILE

Departamento de Microbiologia y genética. Direccion: Edificio Departamental,
2.2 planta. Campus Miguel de Unamuno. 37007, Salamanca. Teléfono: +34 923
294 461 - Fax: +34 923 294 876

Correo-e: dpto.myg@usal.es

RESUMEN: La cadena del frio constituye un elemento clave en
seguridad alimentaria, pues la mayoria de los microorganismos detienen
su crecimiento a bajas temperaturas. Se han desarrollado técnicas, basadas
en la secuenciacién masiva, que analizan las poblaciones bacterianas de una
muestra mediante secuenciacién de un fragmento del gen ribosémico 168,
permitiendo la caracterizacién microbiana de alimentos.

El objetivo del presente estudio consistié en la identificacién y
cuantificacién de bacterias sobre alimentos refrigerados y sin refrigerar
utilizando secuenciacién masiva del ADNr16S, para describir el rol del
mantenimiento de la cadena del frio sobre la evolucién de comunidades
microbianas en alimentos.

Asi, se secuencié el ADN extraido de muestras de pollo, espinacas, queso
fresco y yogurt, a los 2 y 4 dias. Las Unidades de Operacién Taxonémica
(Operational Taxonomic Units: OTUs) obtenidas se compararon con bases de
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datos de secuencias de organismos (NCBI). Ademis, se realizé el cultivo de
microorganismos de las muestras en el momento de su compra.

De forma general se observé un aumento de la cantidad y diversidad
de bacterias en las muestras sin refrigerar, confirmando que la cadena del
frio retrasa el desarrollo de microorganismos en los alimentos, aumentando
la vida 1til de los mismos. Ademias, el estudio demuestra la eficacia de la
secuenciaciéon masiva del ADNr16S para estudiar el efecto de la temperatura
en el desarrollo de comunidades bacterianas sobre los alimentos.

Palabras clave: ARNr 16S; secuenciacién masiva; identificacién bacte-
riana; alimentos; cadena del frio.

ABSTRACT: The cold chain is a key element in food safety since most
microorganisms stop their growth at low temperatures. Techniques that
analyse the bacterial populations of a sample by sequencing a fragment of
the 16S ribosomal gene, allowing the microbial characterization of foods
have been developed.

The objective of the present study was to identify and quantify bacteria
on refrigerated and uncooled foods using massive sequencing of rDNA16S,
to describe the role of maintenance of the cold chain on the evolution of
microbial communities in food.

Thus, the DNA extracted from the samples was sequenced at 2d and
4d. The OTUs obtained were compared with those of the databases
and identified. The culture of microorganisms of the samples was carried
out at 0d.

In general, an increase in the amount and diversity of bacteria was
observed in the uncooled samples, confirming that the cold chain delays the
development of microorganisms in foods, increasing the shelf life of them.
In addition, the study demonstrates the efficacy of the massive sequencing
of rDNA16S to study the effect of temperature on the development of
bacterial communities on food.

Key words: RNAr 16S; massive sequencing; bacterial identification;
foods; chain of cold.

1. INTRODUCCION

Durante siglos, la humanidad ha intentado evitar la descomposicion de los
alimentos cuando los almacenaba en periodos de abundancia para enfrentar la
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escasez y la hambruna de los periodos menos abundantes. Desde la antigliedad se
conocia que era posible prolongar considerablemente la duracién de los alimentos
conservandolos a bajas temperaturas, utilizando el frio natural (bodegas subte-
rraneas, manantiales, nieve, hielo). Hoy en dia se exploran nuevas tecnologias de
conservacion de alimentos. Recientemente, el grupo de investigacion «Nuevas
tecnologias de conservacién y seguridad alimentarias» (NEWTEC) de la Univer-
sidad de Le6n ha evaluado la efectividad del Plasma Atmostérico No Térmico
(PANT) resultando ser una posible tecnologia de primera eleccién para reducir
el riesgo microbioldgico en los alimentos.

Durante el almacenaje se producen modificaciones de los alimentos, que
conducen finalmente a su descomposicion, ya sea por procesos fisicos, quimicos,
o bioldgicos. Asi, la cadena del frio constituye un elemento clave en la seguridad
alimentaria, ya que la mayoria de los microorganismos detienen su crecimiento a
bajas temperaturas, reduciéndose la descomposicion de los alimentos.

La forma tradicional de determinar el microbioma de los alimentos ha sido
mediante métodos de cultivo. Sin embargo, este método presenta limitaciones,
ya que el 99,8 % de los microorganismos no son cultivables, por lo que se ha
demostrado repetidamente que no es confiable para la caracterizacién microbiana
completa de muchos ecosistemas, incluidos los de los alimentos.

En las dltimas décadas se han desarrollado técnicas de secuenciacién masiva
(NGS; Next Generation Sequencing) (Mayo et al., 2014), siendo una de sus muchas
aplicaciones el anilisis de las poblaciones bacterianas de una muestra mediante
la secuenciacién de amplicones de un fragmento del gen ribosémico 16S, utili-
zado en identificacidon bacteriana por su secuencia altamente conservada. Se ha
propuesto que procariotas, cuyo ARNr 16S tenga un 97 % o mds de secuencias
idénticas, es muy probable que pertenezcan a la misma especie. La amplificacion
selectiva de esta secuencia a partir del ADN genémico y la comparacién de los
resultados con bases de datos permite la identificacién de los microorganismos
(Vasek et al., 2018).

Asi, ya son muchos los estudios realizados con el objetivo de describir la
composicién microbiana de diferentes alimentos utilizando la secuenciacién de
ADN. Por ejemplo, Yu et al., 2017, realizaron un estudio para determinar si la
marinacién de alimentos aumentaba la vida util del producto y observaron que
a veces, contrariamente a su uso previsto, el marinado aumenta la velocidad del
deterioro. Por ejemplo, un producto de ave de corral se deterioré ripidamente
tras su marinacién con acido acético. Al determinar la composicién bacteriana
del producto, utilizando secuenciacién de amplicones del ADNr16S, observaron
la presencia de Lenconostoc gasicomitatum (bacteria dcido-lictica), considerada
como el microorganismo causante de la descomposicién.
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El objetivo del presente estudio consisti6 en la identificacién y cuantificaciéon
de bacterias en distintos grupos de alimentos refrigerados y en condiciones de
ausencia de frio, utilizando secuenciaciéon masiva de amplicones del ADNr16S,
para describir el rol del mantenimiento de la cadena del frio sobre la evolucién
de comunidades microbianas en alimentos. Como variable de comparacion, se
llevé a cabo el cultivo de microorganismos a partir de muestras de alimentos
recién comprados.

2. MATERIALES Y METODOS
a) Obtencion de muestras

Se obtuvieron muestras de pollo, espinacas embolsadas, queso fresco y yogur en
un supermercado local para realizar el estudio sobre distintos grupos de alimentos
perecederos, cuyas caracteristicas hacen que sea necesario mantener la cadena de
frio para su conservacién.

Cada alimento se cortd en pequefias piezas y fue dividido en cuatro partes
acondicionadas en tubos Falcon estériles, identificindolos correspondientemente.
Dos de estos se sometieron a refrigeracion y los dos restantes fueron expuestos
a temperatura ambiente. Una de las muestras refrigeradas y una de las muestras
sin refrigerar de cada alimento fue sometida a congelacién a -20 °C alos 2 d, para
detener el crecimiento microbiano hasta su procesamiento. Se realizé el mismo
procedimiento con las restantes muestras a los 4 d.

b) Extraccion y andlisis de ADN

Se extrajo ADN de las muestras congeladas a los tiempos indicados en el
aparatado anterior utilizando 1 g del alimento correspondiente mediante el kit de
extraccién de ADN HigherPurity™Soil DNA (Canvax), siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. El ADN purificado se almacené a -20 °C hasta su anilisis.

¢) Evaluacion del proceso de extraccion y purificacion del ADN

El ADN aislado se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa. Se preparé
un gel de agarosa al 1 % en TAE 1X (Buffer Tris Acetate-EDTA) con bromuro
de etidio (0,5 pg/mL). Se tomaron 3pL de cada muestra de ADN vy se le afiadie-
ron 2 pL de frente de carga (azul de bromofenol y sacarosa). Los pocillos fueron
cargados con 5 pL de muestra. Ademds, se aplicé un marcador de peso molecular
(PGM 100 ng/pL). Finalmente se ejecut? la electroforesis a 100 V durante 45 min
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y se observd y fotodocumentd el ADN en un transiluminador de luz ultravioleta.
Se observo la presencia y calidad del ADN (ausencia de degradacion).

d) Amplificacion del ADNr16S mediante PCR

Se comprobé la posibilidad de amplificacién del ADNr16S bacteriano a partir
del ADN extraido, mediante PCR con oligonucleétidos universales para secuen-
ciar el 16S bacteriano, segin la metodologia descrita por Saati-Santamaria, et al.
2018. El producto amplificado se analiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa,
siguiendo el procedimiento explicado en el apartado anterior y se comprobé la
presencia de una banda correspondiente al gen del ADNr16S por comparacién
con el marcador de pesos moleculares también cargado en el gel. Las muestras se
almacenaron a -20 °C hasta su envio al servicio de secuenciacién de la Academia
de las Ciencias Checa, donde se prepararon las librerias de secuenciacién, los
amplicones del gen ADNr16S se secuenciaron en la plataforma Illumina MiSeq,
siguiendo la metodologia descrita por Zif¢ikova et al., 2001.

e) Anadlisis de datos

Las secuencias de amplicones obtenidas fueron analizadas mediante la herra-
mienta SEED 2 (Vétrovsky ez al., 2018). Las lecturas de pares se fusionaron usando
fastq-join. Se detectaron secuencias quiméricas usando USEARCH, elimindndolas
posteriormente. Secuencias con un 97 % de similitud se agruparon utilizando
UPARSE, implementado dentro de USEARCH en diferentes OTUs (Operational
Taxonomic Units). Se construyeron secuencias de consenso para cada cluster (de
cada OTU), y aquellas mds cercanas a un género o nivel de especie se identifi-
caron usando BLASTNn, utilizando la base de datos GenBank. Se eliminaron las
secuencias identificadas como no bacterianas y las OTUs de secuencias tnicas
(«singletons») (Ziféakova et al., 2001).

f) Preparacion de medios de cultivo, siembra en placa y cultivo de microorganismos

Se emplearon diferentes medios de cultivo presuntivos en funcién del microor-
ganismo que se pretendia aislar (Tabla 1). Se prepararon 600 ml por cada medio,
acondicionandolos en Placas Petri en una cabina de flujo laminar, las cuales se
identificaron y conservaron bajo refrigeracion hasta su uso.

Se prepararon 4 suspensiones (una por alimento) con 1 g de alimento fresco
y 50 ml de agua estéril, manteniéndolas en agitacién magnética durante 60 min.
A partir de estas, se prepararon diluciones seriadas hasta 107 con agua estéril. A
continuacién, se transfirieron con una pipeta estéril 100 pl, de cada dilucién a las
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Placas Petri con los medios y se extendié con ayuda de un asa de Digralsky. Se
trabajé bajo un ambiente estéril.
Las placas se incubaron a 28 °C durante 48 h. Bajo estas condiciones, no se

observé crecimiento de microorganismos en el medio MRS, por lo que estas se
incubaron 24 h mds a 37 °C.

TaBLA 1. Medios de cultivo empleados para el aislamiento
de los microorganismos a tiempo O.

Medio de cultivo Microorganismo

Mannitol Salt Agar, CM0085, Oxoid
Microbiology Products, Thermo Scientific

Aislamiento de estafilococos patégenos

Saboraud Glucose Agar with Aislamiento e identificacién de hongos y
chloramphenicol, 89579, Sigma Aldrich levaduras

Brilliant Green Agar (modified), CM0329, |Diagnéstico de salmonelas (ademds de
Oxoid Microbiology Products, Thermo Salmonella entérica serotipo Typhi) de
Scientific alimentos

Violet Red Bile Lactose Dextrose Agar,
CM0485, Oxoid Microbiology Products, Deteccion de enterobacterias
Thermo Scientific

Tryptic Soy Agar, 22091, Sigma Aldrich Cultivo de bacterias meséfilas totales

MRS Agar (de Man, Rogosa, Sharpe),
CMO0361, Oxoid Microbiology Products, Cultivo de bacterias dcido licticas
Thermo Scientific

g) Calculo de las UFC/g de alimento

El cilculo y la expresion de los resultados se llevd a cabo siguiendo las normas
ISO 7218:2007. El resultado se expresé como nimero de microorganismos por
gramo, con un niimero entre 1,1 y 9,9 multiplicando por la potencia de 10 adecuada.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
a) Anadlisis del ADN extraido

Se comprobé la presencia de ADN en todas las muestras, mientras que solo se
pudo amplificar el ADNr16S (banda de ~1500pb) en algunas de ellas. Sin embargo,
se decidi6 enviar todas al servicio de secuenciacién masiva, ya que los primers y
condiciones de PCR para la amplificacién de amplicones son diferentes.
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b) Recuento de bacterias

El recuento en placa de las bacterias contenidas en los alimentos a tiempo
cero se recoge en la Tabla 2.

Tasra 2. Recuento de UFC/g de alimento.

Alimento

Microorganismo aislado

UFC/g alimento

Bacterias meséfilas totales

Ntumero de microorganismos 1,6x 105 por gramo

Hay microorganismos presentes pero a un nivel

Enterobacterias inferior a 40 UFC por gramo
vl Nuamero estimado de microorganismos 3x 104
Pollo Staphylococcus por gramo
Hongos filamentosos y Menos de 100 UFC por gramo
levaduras
Nuamero estimado de microorganismos 2x 104
Salmonella
por gramo
Bacterias mesdfilas totales| Nimero de microorganismos 2,5x 104 por gramo
Enterobacterias Menos de 100 UFC por gramo
Espinacas Staphylococcus Menos de 100 UFC por gramo
Honeos v levaduras Hay microorganismos presentes pero a un nivel
§OSY inferior a 400 UFC por gramo
Salmonella Menos de 400 UFC por gramo
Bacterias mesdfilas totales|Ntimero de microorganismos 3,1x 108 por gramo
Enterobacterias Menos de 100 UFC por gramo
Hay microorganismos presentes pero a un nivel
Staphylococcus inferior a 40 UFC por gramo
Queso , : ; -
H Nuamero estimado de microorganismos 3,5x 104
ongos y levaduras
por gramo
Salmonella Menos de 100 UFC por gramo
Bacterias dcido-licticas | Numero de microorganismos 5x 106 por gramo
Bacterias mesofilas totales Menos de 100 UFC por gramo
Enterobacterias Menos de 100 UFC por gramo
Staphylococcus Menos de 100 UFC por gramo
Yogur Hongos y levaduras Menos de 100 UFC por gramo

Salmonella

Menos de 100 UFC por gramo

Bacterias dcido-lacticas

Numero de microorganismos 4,9x 1010 por
gramo
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c) Composicion de la comunidad bacteriana

La diversidad bacteriana se mide como el nimero de OTUs diferentes, mien-
tras que el nimero de secuencias determina la cantidad de bacterias (Mayo et al.,
2014). Las Figuras 1 y 2 recogen los resultados de la secuenciacién masiva.

De forma general, se observé un aumento de la cantidad de bacterias en las
muestras sin refrigerar. También la diversidad suele ser menor en las muestras
refrigeradas, a excepcidn del caso de pollo en el que, a los dos dias, presenta una
diversidad algo mayor cuando estd refrigerado, probablemente porque alguna de
las bacterias que se desarrolla a temperatura ambiente inhibe a algunas de las demis.

La deteccion presuntiva de enterobacterias en el pollo a partir del cultivo
se confirmé al secuenciar Proteus vulgaris, Hafnia alvei, Morganella psychro-
tolerans (enterobacterias). Sin embargo, no hubo secuencias de estafilococos o
salmonelas, microorganismos detectados presuntivamente en cultivo. En algunos
estudios donde se ha evaluado la diversidad microbiana de la carne durante el
almacenamiento se ha observado la presencia de bacterias pertenecientes a las
familias Enterobacteriaceae y Enterococcaceae, y concretamente de Psendomonas
spp., Brochothrix thermosphacta, Clostridium spp., considerados como agentes de
descomposicién (Nieminen et al., 2012; Fougy et al., 2016; Filippis ez al., 2013). En
nuestro trabajo se observé un aumento del nimero de estas bacterias en funcién
del tiempo (mds alos 4 d que alos 2 d) y en condiciones de ausencia de frio (mds
en los productos sin refrigerar que en los refrigerados). En las muestras de pollo
también identificamos Lactococcus lactis, microorganismo adicionado a los carnicos
por su capacidad de producir nisina inhibiendo el crecimiento de microorganis-
mos patdgenos, prolongando asi la vida ttil del alimento (Ferrocino et al., 2016).

En las espinacas, se secuenciaron Proteus vulgaris, Hafnia alvei, Morganella
psychrotolerans, a diferencia de los resultados obtenidos en el cultivo. Sin embargo,
coincide con el estudio de Leff et al., 2013, en el cual identificaron una gran abun-
dancia de Enterobacteriaceae en esta verdura. La diversidad bacteriana fue menor
en las muestras refrigeradas que en las muestras sin refrigerar, hecho también obser-
vado en Lopez-Velasco et al., 2011, en el que, a través de secuenciacién del ADNr
16S notaron una reduccién de la diversidad bacteriana en espinacas refrigeradas.
En el mismo estudio identificaron Pseudomonas spp. en este producto, también
secuenciadas en nuestro trabajo. No se identificaron secuencias de Salmonella spp.,
bacterias que presuntivamente se detectaron en el medio de cultivo.

En el queso se identificaron enterobacterias como Hafnia alvei, Serratia
liguefaciens, Proteus vulgaris, ademds de bacterias dcido-lacticas: Lactobacillus
delbrueckii, Lactococcus lactis, Streptococcus sp., Carnobacterium divergen, Ente-
rococcus faecalis. En el cultivo no hubo crecimiento de las primeras, pero si de las
segundas. En la muestra QS4 (queso sin refrigerar 4 d) se identific Vibrio spp.,
microorganismo también secuenciado en el queso en el estudio de Delgado et al.,
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2013, en el que también se identificé la presencia de Streptococcus thermophilus. En
el mismo, se identificaron las especies Psendomonas, Acinetobacter'y Psychrobacter
como bacterias con alto potencial para contaminar lineas de procesamiento de
queso deteriorando asi el producto final. Estas bacterias también se secuenciaron
en nuestro estudio en este producto.

Resulta llamativa la reduccion significativa del nimero de taxones y secuencias
en queso refrigerado 4 d (QR4). Podria relacionarse con los resultados de Yu et

Ficura 1. Cantidad (n.° de secuencias) y diversidad (OTUs) en pollo y espinacas.

POLLO

mPollo refrigerado 2 dias mPollo sin refrigerar 2 dias
= Pollo refrigerado 4 dias = Pollo sin refrigerar 4 dias

N® Secuencias

ESPINACAS

= Espinacas refrigeradas 2 dias mEspinacas sin refrigerar 2 dias
= Espinacas refrigeradas 4 dias = Espinacas sin refrigerar 4 dias

N® Secuencias
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Figura 2. Cantidad (n.° de secuencias) y diversidad (OTUs) en queso y yogur.

QUESO

®Queso refrigerado 2 dias ®Queso sin refrigerar 2 dias
= Queso refrigerado 4 dias » Queso sin refrigerar 4 dias

N® Secuencias

YOGUR

® Yogur refrigerado dos dias 8 Yogur sin refrigerar 2 dias
= Yogur refrigerado 4 dias = Yogur sin refrigerar 4 dias

N® Secuencias

al., 2017, quienes notaron una reduccién de la diversidad bacteriana en alimentos

refrigerados. Esto seria posible por la presencia de bacterias u hongos producto-

res de algin compuesto antibacteriano que actuara inhibiendo el crecimiento del
resto de microorganismos, como L.lactis (nisina) (Ferrocino er al., 2016; Castro

et al., 2009; Beristain-Bauza er al., 2012), detectado en QR4, o por el hecho de

que algunas bacterias mueran por el frio.
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En el yogur se secuenciaron bacterias dcido-ldcticas tales como Carnobacte-
rium divergens, Lactococcus sp., Lactobacillus delbrueckii, Streptococcus thermo-
philus, presentes también en el medio MRS. Los dos tltimos son los agentes de
la fermentacion adicionados en la elaboracién del yogur: S. thermophilus crece
con mayor rapidez que L. delbrueckii, lo cual podria explicar el mayor niimero
de secuencias identificadas del primero que del segundo en las cuatro muestras.
Ademds, se detectaron multitud de bacterias no habituales en un yogur, lo que
puede deberse a una contaminacién de la muestra o a que, aunque el procedimiento
de esterilizacion UHT de la leche elimina los m1croorgan1smos, no elimina su
ADN, por lo que otra razén podria ser la secuenciacién de estos restos de material
genético (Vazquez et al., 2014).

4. CONCLUSIONES

1. La secuenciacién masiva de amplicones del ADNr16S constituye un
método eficaz para estudiar el efecto de la temperatura en el desarrollo
de comunidades bacterianas sobre los alimentos.

2. Lacantidad y diversidad de microorganismos aumenta, de forma general,
en los alimentos sin refrigerar, confirmando que la cadena del frio retrasa
el desarrollo de microorganismos en los alimentos, aumentando asi la vida
util de los mismos.
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