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DESCRIPCION
Bacteria genéticamente modificada de la especie Listeria monocytogenes

La presente invencion se refiere a una bacteria genéticamente modificada de la especie Listeria monocytogenes,
en la que se ha delecionado el locus gendmico del factor de transcripcion PrfA, que se caracteriza porque a nivel
gendmico contiene una secuencia artificial que actda como control interno de amplificacion, el uso de esta
bacteria, asi como un método para detectar y determinar cualitativa y/o cuantitativamente la presencia de Listeria
monocytogenes de tipo salvaje en una muestra que se sospecha esta contaminada con dicho microorganismo y
un kit.

Antecedentes de la invencién:

Listeria monocytogenes es una bacteria gram positiva patégena que causa la listeriosis y es uno de los
patégenos mas virulentos transmitidos por los alimentos.

La deteccion de patdégenos en muestras, por ejemplo en muestras de alimentos o muestras clinicas como
sangre, tejidos o heces es cada vez mas importante. No obstante, para identificar con claridad y, opcionalmente,
cuantificar las células contenidas en una muestra deben proporcionarse métodos fiables para su deteccion y
cuantificacion.

Desde la primera implementacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), esta herramienta de biologia
molecular se ha desarrollado como un método que proporciona muchas oportunidades para mejorar la deteccion
de microorganismos.

Un requisito previo importante para que los métodos basados en la PCR se conviertan en patrones reconocidos
a nivel internacional es el control interno de amplificacion (IAC, por sus siglas en inglés). Un IAC es una
secuencia de ADN no diana presente en el mismo tubo de muestra que se coamplifica de forma simultanea con
la secuencia diana. En una PCR sin IAC, un resultado negativo no es definitivo ya que puede significar no solo
gue no habia secuencia diana presente sino también que la reaccion de amplificacion se inhibié por diversos
factores. Por tanto, el Comité Europeo de Normalizacion en colaboracion con la Organizaciéon Internacional de
Normalizacién (ISO, por sus siglas en inglés) propuso una directriz general para la PCR diagnéstica que requeria
la presencia de un IAC (ISO/DIS 22174).

El IAC debe ser competitivo al usar los mismos sitios de uniéon del cebador que la PCR diana y claramente
distinguible de los amplicones del ADN diana gracias a su longitud y la longitud de onda de fluorescencia del
colorante sonda usado en la PCR en tiempo real. En resumen, las caracteristicas del control deberan ser lo mas
parecidas posible a las caracteristicas de la diana garantizando, sin embargo, una interferencia insignificante con
la deteccion de la diana.

La implementacién de un IAC en los ensayos de PCR garantiza la fiabilidad de los resultados negativos; sin
embargo, esto es cierto Unicamente para la reaccidon enzimatica que facilita la amplificacién de la diana en la
PCR y para la reaccién de deteccion cuantitativa y de confirmacién basada en el uso de sondas fluorescentes en
la PCR en tiempo real. Sin embargo, los pasos metddicos preliminares, como la preparacion de la muestra y el
aislamiento/purificacion del ADN de la matriz de muestras no estan cubiertos por este tipo de controles y si
acaso, han de ser comprobados mediante controles externos. Esto no permite el control de muestras individuales
y, por tanto, los resultados negativos implican la posibilidad de una verificacion falsa del estado patogénico de las
muestras investigadas, por ejemplo, alimentos.

Por tanto, es necesario un control interno del proceso de la muestra (CIPM) que debe cubrir todas los pasos
metddicos necesarios para una deteccion cuantitativa fiable de patdégenos con una PCR convencional o en
tiempo real

Para la deteccién de virus de ARN transmitidos por los alimentos y el agua se ha publicado el uso de Calcivirus
felino y el bacteriéfago MS2 como controles internos (Mattison y col. [2009] Int. J. Food Microbiol. 132, 73-77; Di
y col. [2010] J. Virol. Methods 165, 57-63; Dreier y col. [2005] J. Clin. Microbiol. 43, 4551-4557).
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Murphy y col. (2007, Int. J. Food Microbiol. 120, 110-119) describen un control interno del proceso de la muestra
bacteriano para la deteccion de Listeria monocytogenes y Salmonella enterica. Este control se basa en una cepa
de E. coli recombinante que incluye fragmentos del gen de fluorescencia verde (gfp) y del gen iroB de S.
enterica. El control no se usaba con fines cuantitativos y la cepa de E. coli gram negativa subyacente mostraria
caracteristicas diferentes durante la preparacion de la muestra en comparacién con L. monocytogenes.

Por consiguiente, existe la necesidad de nuevos métodos fiables que permitan la deteccion y cuantificacion del
patégeno Listeria monocytogenes mediante PCR en tiempo real en muestras contaminadas.

De forma inesperada, se ha encontrado que este problema puede resolverse usando una cepa L.
monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA como control interno del proceso que cubra el proceso de deteccion
completo.

Descripcién de la invencién

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencion es una bacteria genéticamente modificada de la especie
Listeria monocytogenes, en la que se ha delecionado el locus gendémico del factor de transcripcion PrfA,
caracterizada porque a nivel genémico contiene una secuencia artificial que actida como control interno de
amplificacion (IAC).

Una bacteria genéticamente modificada de la especie Listeria monocytogenes indica una especie de Listeria
monocytogenes resultante de la alteracion de su material genético usando técnicas de ingenieria genética. La
modificacién genética comprende la insercion y/o delecion de genes. La delecién del gen prfA puede, por
ejemplo, conseguirse como se describe en Béckmann y col. (1996) Mol. Microbiol. 22, 643-653.

El locus genémico del factor de transcripcion PrfA constituye la secuencia de acido nucleico que codifica la
proteina PrfA. Esta es una secuencia de 705 pares de bases (Leimeister-Wachter y col., 1990; Proc Natl Acad
Sci USA, 87, 8336-40; Glaser y col.,, 2001; Science, 294, 849-52). El gen se localiza dentro de la regién
cromosémica que rodea al gen de la listeriolisina (lisA) de L. monocytogenes (n.° de identificacion del gen:
987031; http://www.nchi.nlm.nih.gov/gene/987031#pageTop). También se proporciona informacion relacionada
con el factor de transcripcion PrfA en Scortti y col. (2007) Microbes and Infection 9, 1196-1207, que se incorpora
a este documento como referencia. PrfA controla la expresion de determinantes de virulencia clave de Listeria
monocytogenes. PrfA es una proteina con 237 restos de 27 kDa. La delecion del locus gendmico del factor de
transcripcion PrfA hace que el mutante no sea patégeno.

Segun la presente invencion, por control interno de amplificacion (IAC) se entiende una secuencia de acido
nucleico artificial presente en el tubo de muestra durante la reaccion de PCR y que se coamplifica con una
determinada secuencia diana como se define en Hoorfar y col. (2003) Lett. Appl. Microbiol. 38, 79-80. La
presencia de un IAC permite determinar resultados falsos negativos. La secuencia IAC puede ser cualquier
secuencia polinucleotidica. El tamafio de esta secuencia puede variar dependiendo del ensayo de PCR
especifico y de las condiciones de reaccion del mismo.

La secuencia IAC es preferiblemente una secuencia de nucleétidos de copia Unica es decir, una secuencia de
nucleotidos presente solo una vez en el genoma haploide de una bacteria Listeria monocytogenes.

Preferiblemente la secuencia IAC es una secuencia que no aparece en Listeria monocytogenes ni en ninguna de
las demas especies que se prevé aparezcan de forma natural dentro de una muestra que se va a estudiar o en la
propia matriz de muestras.

Preferiblemente, la secuencia IAC contiene secuencias de union al cebador en los extremos 5'y 3'.

Segun la presente invencién se prefiere que el IAC sea un IAC competitivo, es decir, el IAC de la Listeria
monocytogenes genéticamente modificada y la secuencia diana prfA de la Listeria monocytogenes de tipo
salvaje se amplifican con un conjunto de cebadores comudn en las mismas condiciones y en el mismo tubo de
PCR durante la PCR en tiempo real.

Por tanto, preferiblemente, las secuencias de union al cebador del IAC son, en particular, idénticas a las
secuencias de union al cebador del locus prfA de la Listeria monocytogenes de tipo salvaje.
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En una realizacion muy especialmente preferida de la presente invencién la secuencia IAC artificial es la
secuencia de 100 pb segun la SEC ID N.°: 1

5°-GAT ACA GAA ACA TCG GTT GGC GTA TTC GAA ATG TCC GTT CGG TTG GCG CTA TGA AGA GAT
ACG CGG TGG AAC CTG GAA CCT GAT GGC ATC AAG ATT ACA C-3".

Esta secuencia IAC se describe en Rossmanith y col. (2006) Res. Microbiol. 157, 763-771. Segln la presente
invencion, pueden usarse secuencias IAC con una homologia de mas del 80% con la SEC ID N.° 1.
Preferiblemente, la homologia de secuencia es de mas del 90 %, mas preferiblemente de mas del 95 %.

Segun la presente invencién se prefiere una cepa Listeria monocytogenes EGDe genéticamente modificada
como se especifica anteriormente.

La cepa Listeria monocytogenes EGDe es una preparacion clinica de Listeria monocytogenes serovar 1/2a. Esta
cepa es el organismo modelo méas extendido del uso cientifico (niUmero de acceso a GenBank: AL591978; Glaser
y col. [2001] Science 294 [5543], 849-52).

Un aspecto adicional de la presente invencién es una cepa Listeria monocytogenes EGDe genéticamente
modificada, en la que se ha delecionado el locus genémico del factor de transcripcion PrfA, que contiene la
secuencia de control interno de amplificacion (IAC) de SEC ID N.° 1 depositada en la DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig) como Listeria monocytogenes
AprfA/+1AC con el nUmero DSM 23639 el 20 de mayo de 2010.

La bacteria genéticamente modificada de la especie Listeria monocytogenes segun la presente invencion cumple
los requisitos dados para un control interno del proceso de la muestra fiable. Estd los mas estrechamente
relacionada posible con la Listeria monocytogenes de tipo salvaje. No interfiere con la reaccién de deteccion
principal mediante PCR en tiempo real y la realizacion de la reaccion quimica subyacente para la deteccion del
control es igual a la reaccidn principal. Adicionalmente, la aplicaciéon de células de Listeria monocytogenes como
CIPM permite cubrir la progresién completa de los métodos necesarios incluidos en la deteccién de patégenos
alimentarios en la preparacion de la muestra para la deteccién usando PCR en tiempo real.

Otro aspecto de la presente invencion es el uso de Listeria monocytogenes genéticamente modificada como se
especifica anteriormente para la deteccion y determinacion cualitativa y/o cuantitativa de la presencia de Listeria
monocytogenes de tipo salvaje en una muestra que se sospecha esta contaminada con dicho microorganismo.

Preferiblemente, la muestra es una muestra de alimento, un liquido corporal, en especial sangre, plasma o suero,
agua o una muestra de tejido.

Entre los ejemplos de muestras se incluyen, pero sin limitaciones, alimentos como leche de vaca, oveja, cabra,
yegua, burra, camella, yak, bufala de agua y reno; productos lacteos; carne de vaca, cabra, oveja, cordero,
cerdo, ancas de rana, ternera, roedor, caballo, canguro, aves de corral como pollo, pavo, pato, ganso, pichon o
paloma, avestruz y emu; pescados como salmén y tilapia, y mariscos como moluscos, crustaceos y caracoles;
productos carnicos; productos vegetales; semillas; cereales de gramineas como maiz, trigo, arroz, cebada, sorgo
y mijo; cereales no de gramineas como trigo sarraceno, amaranto y quinoa; legumbres como judias, cacahuetes,
guisantes y lentejas; frutos secos como almendras, nueces y pifiones; semillas oleaginosas como girasol, colza y
sésamo; vegetales como verduras de raiz como patata, yuca y nabo, verduras de hoja como amaranto,
espinacas y col rizada, vegetales marinos como dulse, kombu y alaria, verduras de tallo, como brotes de bambd,
nopales y esparragos, verduras de inflorescencia como alcachofa, brécol y lirio, verduras de fruto como calabaza,
quimbombd y berenjena; frutas, hierbas y especias; sangre completa, orina, esputo, saliva, liquido amnidtico,
plasma, suero, lavado pulmonar y tejidos, incluyendo pero sin limitaciones, higado, bazo, rifién, pulmén, intestino,
cerebro, corazén, masculo, pancreas y similares. El experto en la materia apreciara que los lisados, los extractos
o el material (homogeneizado) obtenidos a partir de cualquiera de los ejemplos de muestras anteriores o mezclas
de dichos ejemplos de muestras o composiciones que comprendan uno o mas de dichos ejemplos de muestras
son también muestras que estan dentro del alcance de la invencion.

Se prefiere especialmente una muestra de alimento.
La muestra de alimento es preferiblemente un producto lacteo, preferiblemente leche, en especial leche sin

procesar, leche en polvo, yogur, queso o helado, un producto pesquero, preferiblemente pescado crudo, un
4
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producto carnico, preferiblemente carne cruda, carne lavada o salchichas, ensalada lavada, huevo o productos
con huevo, como mayonesa.

Las muestras de alimentos usados en el método segun la presente invencion especialmente preferidas son
muestras que habitualmente se sabe contienen Listeria monocytogenes potencialmente patégena, como el
queso.

Preferiblemente, la Listeria monocytogenes genéticamente modificada como se especifica anteriormente se usa
como control interno del proceso de la muestra (CIPM) para un ensayo basado en PCR en tiempo real.

Segun la presente invencion, un CIPM es un organismo modelo afiadido a la muestra original antes de la
preparacion de la muestra. Un CIPM proporciona una medida de la eficacia de la cadena analitica en su
totalidad, desde la preparacion de la muestra hasta la deteccién de la molécula diana, y cubre todos los pasos
metodicos que son necesarios para la deteccion cuantitativa fiable de patdégenos con PCR convencional o en
tiempo real.

Un aspecto adicional de la presente invencién es un método para la deteccién y determinacion de la presencia
de Listeria monocytogenes de tipo salvaje en una muestra que se sospecha esta contaminada con dicho
microorganismo patégeno, que comprende los siguientes pasos:

(@) afiadir a dicha muestra una cantidad predefinida de células de la bacteria Listeria monocytogenes
genéticamente modificada como se especifica anteriormente,

(b) incubar la muestra con una solucién de extraccion,
(c) aislar el ADN mediante métodos convencionales;

(d) aplicar la PCR en tiempo real, usando para ello (i) cebadores especificos para el locus prfA genémico de
Listeria monocytogenes de tipo salvaje y la secuencia IAC de Listeria monocytogenes genéticamente modificada
como se especifica anteriormente y (ii) una sonda oligonucleotidica marcada con fluorescencia que es capaz de
hibridar especificamente con dicho locus prfA y una sonda oligonucleotidica marcada con fluorescencia que es
capaz de hibridar especificamente con dicha secuencia IAC,

(e) determinar cualitativa y/o cuantitativamente las sefiales fluorescentes generadas en el paso (d), y

() determinar y/o calcular a partir del paso (e) la presencia y/o la cantidad de células de Listeria
monocytogenes de tipo salvaje en la muestra original que se sospecha esta contaminada con dicho
microorganismo.

En el paso (a) se afiade a la muestra una cantidad predefinida de células de la bacteria Listeria monocytogenes
genéticamente modificada como se especifica anteriormente. La cantidad afiadida a la muestra depende del
tamafo de la muestra. Preferiblemente se afiade una cantidad de 25 a 100 000 UFC (unidades formadoras de
colonias) de Listeria monocytogenes genéticamente modificada a una muestra de por ejemplo 25 g. Se prefiere
especialmente una cantidad de 100 a 5000 UFC en 25 g.

La unidad formadora de colonias (UCF) es una medida de células viables en una muestra. Se puede determinar
mediante métodos de cultivo, por ejemplo, mediante extensién uniforme de la muestra sobre un gel de cultivo
bacteriano. La incubacién en las condiciones de cultivo adecuadas da lugar a la formacion de colonias. El
namero de colonias representa el nimero de unidades formadoras de colonias en la muestra. Alternativamente,
el recuento de células se puede determinar mediante recuento al microscopio de las células tefiidas
fluorescentes, por ejemplo usando el kit de viabilidad bacteriana Live/Dead® BacLight™ (Molecular Probes,
Willow Creek, OR, EE. UU.) o métodos comerciales comparables.

La solucién de extraccién usada en el paso (b) es una solucién acuosa o una soluciéon tampén. Normalmente
tiene un valor de pH superior a 5 e inferior a 9, preferiblemente superior a 6 e inferior a 8, mas preferiblemente
entre 6,5y 7,5. La solucién de extraccion puede contener adicionalmente hasta el 20 % de uno o mas solventes
organicos miscibles con agua.
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El tampo6n que se puede usar en el método de la presente invencion se selecciona preferible a partir del grupo
formado por tamp6n fosfato, solucién salina tamponada con fosfato (PBS), tampdn 2-amino-2-hidroximetil-1,3-
propanediol (TRIS), solucién salina tamponada con TRIS (TBS) y TRIS/EDTA (TE).

En una realizacién de la presente invencion, la solucion de extraccién ademas contiene MgCl, y/o un liquido
i6nico. El MgCls, en caso de estar presente, normalmente esta presente en concentraciones de entre 0,05y 3 M,
preferiblemente entre 0,1 y 2 M, mas preferiblemente entre 0,3y 1 M.

En otra realizacion de la presente invencion, la solucién de extraccion ademas contiene al menos un agente
caotrépico y al menos un detergente.

El liquido iénico, en caso de estar presente, normalmente esta presente en concentraciones de entre el 0,5 y el
20 % en peso, preferiblemente entre el 1 y el 10 % en peso, en funcién del peso de la mezcla. El liquido i6nico
puede ser un liquido i6nico o una mezcla de dos o mas liquidos i6nicos. En una realizacion preferida, la solucion
de extraccion contiene MgCl; o liquido iénico.

Los liquidos ionicos usados en la presente invencion son especies iénicas que constan de un catién organico y
un anion generalmente inorganico. No contienen ninguna molécula neutra y normalmente tienen puntos de fusion
por debajo de 100 °C (373 K). Algunos articulos de revision sobre liquidos idnicos son, por ejemplo, R. Sheldon
"Catalytic reactions in ionic liquids”, Chem. Commun., 2001, 2399-2407; M.J. Earle, K.R. Seddon "lonic liquids.
Green solvent for the future”, Pure Appl. Chem., 72 (2000), 1391-1398; P. Wasserscheid, W. Keim "lonische
Flussigkeiten — neue Losungen fiir die Ubergangsmetallkatalyse" [Liquidos iénicos: nuevas soluciones para la
catalisis de metales de transicion], Angew. Chem., 112 (2000), 3926-3945; T. Welton "Room temperature ionic
liquids. Solvents for synthesis and catalysis”, Chem. Rev., 92 (1999), 2071-2083 o R. Hagiwara, Ya. Ito "Room
temperature ionic liquids of alkylimidazolium cations and fluoroanions”, J. Fluorine Chem., 105 (2000), 221-227.

En general, todos los liquidos i6nicos de formula general K'A™ conocidos por los expertos en la materia, en
particular los que son miscibles con agua, son adecuados en el método segun la invencién.

Si esta presente un liquido iénico o MgCl,, en una realizacion preferida adicional, la soluciéon de extraccién no
contiene detergente, es decir, no se afiade a la solucion de extraccién detergente anidnico, zwitteriénico ni no
i6nico como dodecil sulfato sédico, CHAPS o Lutensol AO-7.

El término «agente caotrépico» como se usa en este documento, se refiere a una sustancia que afecta a una
proteina o acido nucleico, por ejemplo, pero sin limitaciones, alterando la estructura secundaria, terciaria o
cuaternaria de una proteina o un acido nucleico, dejando intacta la estructura primaria. Entre los ejemplos de
agentes caotrépicos se incluyen, pero sin limitaciones, clorhidrato de guanidina (GuHCI), tiocianato de guanidinio
(GuSCN), tiocianato sodico (KSCN), yoduro sddico, perclorato sédico, urea y similares. Se pueden encontrar
descripciones de agentes caotrépicos y sales caotropicas por ejemplo en K. Hamaguchi y col. (Proc. Natl. Acad.
Sci. [1962] 62:1129-1136)

Como se usa en este documento, el término «detergente» se refiere a moléculas que tienen caracteristicas tanto
lipéfilas como hidrofilas (es decir, anfifilicas). Un detergente segun la presente invencion puede contener, por
ejemplo, un resto de &cido graso y una parte hidrdéfila (p. €j., anidnica o cationica).

Asimismo, es posible afiadir a la solucion de extraccion una o mas sustancias adicionales como agentes
desestabilizantes o enzimas degradadoras de biopolimeros que ayudan a degradar sustancias presentes en
muestras especificas. Un ejemplo es la adiciébn de enzimas degradadoras de almidon para muestras de
alimentos que contienen cantidades elevadas de colageno y/o almidén.

La incubacién normalmente se realiza a temperaturas de entre 18 °C y 50 °C, preferiblemente entre 25 °C y
45 °C, mas preferiblemente entre 30 °C y 42 °C.

La muestra normalmente se incuba con la solucién de extracciéon durante un tiempo de 10 minutos y 6 horas,
preferiblemente entre 20 minutos y 1 hora.
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Con el fin de facilitar la disolucién de la muestra, dicha muestra puede, por ejemplo, homogeneizarse usando un
Stomacher antes de su incubacion con la solucién de extraccion. Ademas, la disolucién se complementa y/o
acelera cuando la mezcla se agita durante la incubacion.

Pueden encontrarse métodos adicionales de extraccién en Brehm-Stecher y col. (2009) Journal of Food
Protection 72: 1774-1789.

Segun la presente invencion, el ADN del material bacteriano se aisla en el paso (c). Se pueden emplear varios
métodos conocidos en la técnica para extraer el ADN, por ejemplo los métodos descritos en Sambrook y col.
(1989) Molecular cloning: a laboratory manual, 22 ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y.

En general, la extraccion de ADN comprende la lisis celular y la purificaciéon del ADN mediante precipitacion o la
unién especifica sobre diversos sustratos, como silice.

La lisis celular puede realizarse mediante métodos convencionales, por ejemplo, mediante métodos enzimaticos,
métodos con microesferas o combinaciones de los mismos. Preferiblemente se emplean métodos con
detergente.

Son enzimas adecuadas para la lisis celular enzimatica, por ejemplo, lisozima, lisostafina, zimolasa, celulasa,
mutanolisina, glucanasas, proteasas y manasa.

Las microesferas adecuadas para romper las células son de vidrio, ceramica, zirconio o acero. Tras la adicion de
microesferas a las células se aplica agitaciébn mecanica 0 magnética a la mezcla. Se puede aplicar agitacion, por
ejemplo, mediante un mezclador comun de laboratorio tipo vértex o una abrazadera especialmente disefiada.

Segun la presente invencién, un método adicional para la lisis celular es la sonicacién. Este método implica la
aplicacién de ultrasonido (generalmente de 20 a 50 kHz) sobre la muestra.

La lisis celular a base de detergente da lugar a la rotura de la barrera lipidica que rodea a las células. Se pueden
elegir detergentes adecuados entre detergentes no i6nicos, zwitteridnicos e iénicos, por ejemplo, CHAPS,
Triton® X 0 TWEEN®.

Se usan preferiblemente detergentes idnicos. Un ejemplo de detergente idénico adecuado es el SDS.

Ademas de la eleccion del detergente, otras consideraciones importantes para la lisis celular éptima son el
tampon, pH, fuerza iénica y temperatura.

La solucion de lisis normalmente tiene un valor de pH superior a 5 e inferior a 9, preferiblemente superior a 6 e
inferior a 8, mas preferiblemente entre 6,5y 7,5.

El tampdn que se puede usar se selecciona preferiblemente a partir del grupo formado por tampoén fosfato,
solucién salina tamponada con fosfato (PBS), tamp6n 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanediol (TRIS), solucion
salina tamponada con TRIS (TBS) y TRIS/EDTA (TE).

Opcionalmente, se pueden afiadir a la solucién de lisis uno 0 mas agentes quelantes para secuestrar cationes
divalentes. Los quelantes adecuados son, por ejemplo, EDTA (acido tetraacético etilendiamina), EGTA (acido
tetraacético de etilenglicol) o etilendiamina. Se usa preferiblemente EDTA.

Los métodos de lisis celular mencionados anteriormente van seguidos habitualmente de centrifugacion para
separar el ADN del material celular. Un experto en la materia puede determinar faciimente los parametros de
centrifugacién. Normalmente la centrifugacion se realiza como se describe en Sambrook y col. (1989) Molecular
cloning: a laboratory manual, 22 ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.

Tras la lisis celular, el ADN generalmente se precipita afiadiendo alcohol, preferiblemente etanol o isopropanol.

Adicionalmente, el ADN se puede proporcionar en una forma adecuada para la amplificacion usando un kit de
aislamiento de ADN disponible en el mercado, como el kit para tejido NucleoSpin® y el protocolo de soporte para
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bacterias gram positivas (Machery-Nagel, Diiren, Alemania) o el kit Nexttec® para el ADN gendmico de bacterias
(Nexttec GmbH Biotechnologie, Leverkusen, Alemania).

En una realizacién adicional de la presente invencion, el material bacteriano se separa antes del aislamiento del
ADN en el paso (c). Este paso adicional es especialmente preferido puesto que permite lograr una concentracion
mas alta de ADN en la muestra para PCR resultante. La separacion del material bacteriano se puede realizar
mediante cualquier método conocido, como centrifugacion, filtracion, dielectroforesis y ultrasonidos o mediante
union por afinidad, por ejemplo, usando anticuerpos, lectinas, proteinas de unién viricas, aptémeros o péptidos
antimicrobianos (AMP) que preferiblemente se inmovilizan sobre microesferas. Preferiblemente, las células se
aislan mediante filtracion o centrifugacion, mas preferiblemente mediante centrifugacion. La filtracion de la
muestra extraida se requiere en especial cuando la muestra compleja contiene material que es dificil de extraer o
no se puede extraer con el método de la presente invencion. Normalmente, estos materiales comprenden
almidon y/o fibras. No obstante, el método preferido para el aislamiento de las células a partir de la mezcla de
extraccion es la centrifugacion.

Dependiendo de la matriz de muestras, el paso de incubacién puede repetirse una o varias veces, por ejemplo,
dos, tres, cuatro, cinco o diez veces. Entre estos pasos de incubacion, el material bacteriano y la matriz de
muestras remanente pueden separarse del sobrenadante mediante, por ejemplo, centrifugacion.

Después de la separacion del material bacteriano, las células se lavan preferiblemente con agua, una solucién
tampon y/o soluciones que contienen detergente. El paso de lavado se puede repetir varias veces.

En el paso (d) de PCR, se aplica preferiblemente PCR en tiempo real. La PCR en tiempo real es un método para
detectar y medir productos generados durante cada ciclo de una PCR, que son proporcionales a la cantidad de
acido nucleico molde previo al inicio de la PCR. La informacion obtenida, tal como la curva de amplificacion, se
puede utilizar para cuantificar la cantidad inicial de secuencia de acido nucleico molde.

La deteccion preferiblemente se basa en la monitorizacion de la fluorescencia en cada ciclo a una temperatura
establecida. La fluorescencia generalmente se monitoriza usando un dispositivo éptico para recopilar los datos a
longitudes de onda de excitacion y emision especificas para el colorante fluorescente en concreto presente en la
muestra. El ciclo al cual la fluorescencia procedente de la muestra sobrepasa el umbral de deteccién de
fluorescencia por encima del fondo se denomina umbral de ciclo (Ct) y permite la cuantificacién del molde de
partida.

Las condiciones de la PCR no estan especialmente restringidas, sino que se pueden seleccionar las condiciones
Optimas para cada aparato de PCR. Por ejemplo, se pueden utilizar las siguientes condiciones:

- Desnaturalizacion térmica de ADN bicatenario a ADN monocatenario: el calentamiento generalmente se
realiza a aproximadamente 90-98 °C, preferiblemente a aproximadamente 92-96 °C, en general durante
aproximadamente 3 segundos a 1 minuto, preferiblemente durante aproximadamente 30 segundos a 1 minuto.

- Hibridacién: el calentamiento generalmente se realiza a aproximadamente 40-70 °C, preferiblemente a
aproximadamente 55-65 °C, en general durante aproximadamente 5 segundos a 2 minutos, preferiblemente
durante aproximadamente 30 a 90 segundos.

- Reaccién de elongacién del ADN: el calentamiento generalmente se realiza a aproximadamente 60-75 °C,
preferiblemente a aproximadamente 70-74°C, en general durante aproximadamente 10 segundos a 3 minutos,
preferiblemente durante aproximadamente 30 segundos a 2 minutos.

- Concentracién de iones Mg en el liquido de reaccion: en general aproximadamente 1-5 mM, preferiblemente
aproximadamente 1,5-3,5 mM.

Esta reaccion se realiza normalmente en 20-50 ciclos aproximadamente, preferiblemente en 45 ciclos
aproximadamente, por lo cual se puede amplificar el ADN diana hasta un nivel detectable.

Se puede utilizar cualquier aparato de PCR en tiempo real comercial.
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Segun el paso (d)(i) del método de la presente invencién, se usan los cebadores especificos del locus prfA
gendmico de Listeria monocytogenes de tipo salvaje y la secuencia IAC de Listeria monocytogenes
genéticamente modificada como se define anteriormente.

En general, el término «cebador» se refiere a una molécula corta de acido nucleico, como un oligonucleétido de
ADN de 9 nuclettidos o mas de longitud, que es complementaria a una seccién de la cadena de acido nucleico
diana, es decir, el locus prfA gendémico y la secuencia IAC, en donde el propésito del cebador es iniciar la
replicacién de acido nucleico de un acido nucleico mas largo a lo largo de la cadena. Segin la presente
invencion, se prefieren cebadores de 15 a 40 nucledtidos. En la presente invencion, el término «cebadores» se
usa para el par de cebadores que flanquean la secuencia diana que se desea amplificar.

Preferiblemente, los cebadores usados en el paso (d)(i) son Lipl y Lip2.

La secuencia de Lipl es: 5-GAT ACA GAA ACA TCG GTT GGC-3" (SEC ID N.° 2) y la secuencia de Lip2 es: 5'-
GTG TAA TCT TGA TGC CAT CAG G-3" (SEC ID N.° 3).

Segun el paso (d)(ii) del método de la presente invencién, se usa una sonda oligonucleotidica marcada con
fluorescencia que es capaz de hibridar especificamente con dicho locus prfA y una sonda oligonucleotidica
marcada con fluorescencia que es capaz de hibridar especificamente con dicha secuencia IAC.

Segun la presente invencion, el término «hibridar especificamente» significa unirse de forma especifica y
detectable. Los polinucledtidos, oligonucleétidos y fragmentos de los mismos hibridan selectivamente con las
cadenas de acido nucleico en condiciones de hibridacién que minimizan las cantidades apreciables de unién
detectable a acidos nucleicos inespecificos.

Un oligonucledtido marcado con fluorescencia es un oligonucledtido que tiene un fluor6foro unido
covalentemente. Un fluoréforo es un compuesto quimico que cuando se excita mediante su exposicion a una
longitud de onda de luz en concreto, emite luz (fluorescencia), por ejemplo a una longitud de onda de luz
diferente.

Preferiblemente, las sondas oligonucleotidicas que son capaces de hibridar especificamente con dicho locus prfA
y dicha secuencia IAC tiene diferentes fluoréforos que emiten luz a diferentes longitudes de onda. Esto permite la
deteccién de una sonda independientemente de la otra.

Las sondas marcadas con fluorescencia usadas normalmente para PCR en tiempo real son, por ejemplo, sondas
(de hibridacién) LightCycler, balizas moleculares o sondar de hidrdlisis (también denominadas sondas
TagMan®). Se usan preferiblemente sondas de hidrolisis.

Las sondas LightCycler utilizan la técnica de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET).
Para este método se usan dos sondas oligonucleétidas diferentes unidas a un donador FRET y un aceptor
FRET, respectivamente, para cada secuencia diana. Estas secuencias se unen lado a lado a la secuencia diana,
aproximando los fluoréforos.

Las balizas moleculares (Tyagi y col., Nat. Biotechnol. 14:303-8, 1996) son sondas oligonucleotidicas unidas a un
fluoréforo indicador y a un amortiguador. Los nucleétidos del extremo 5' son complementarios a los nucleotidos
del extremo 3', formando una estructura tallo-bucle. Debido a la proximidad del fluoréforo y del amortiguador, no
se observa fluorescencia. La hibridacion de la sonda con la secuencia diana durante la PCR en tiempo real da
lugar a un aumento de la distancia indicador-amortiguador que tiene como resultado la fluorescencia del
indicador.

Preferiblemente se usan sondas de hidrdlisis (sondas TagMan®) (Lee y col., Nucleic Acids Res. 21:3761-6,
1993). Estas sondas utilizan también la técnica de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
(FRET). Las sondas tienen un indicador de fluorescencia en un extremo y un amortiguador de fluorescencia en el
extremo opuesto. Debido a la estrecha proximidad entre el indicador y el amortiguador, la deteccién de la
fluorescencia del indicador se suprime. Durante la fase de hibridaciéon de la PCR, ambos cebadores y la sonda
hibridan con el ADN diana. La polimerizacién de una nueva cadena de ADN da lugar a la degradacion de la
sonda por la actividad 5'-3' exonucleasa de la polimerasa y la separacion fisica entre el indicador de
fluorescencia y el amortiguador, lo que resulta en un aumento de la fluorescencia. La fluorescencia se puede
detectar y medir en el termociclador de PCR en tiempo real y se utliza su incremento geométrico
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correspondiente al incremento exponencial del producto para determinar el umbral del ciclo (Ct) en cada reaccion
(véase a continuacion).

Entre los ejemplos de indicadores se incluyen, aunque sin limitaciones: 6-carboxifluoresceina;
carboxifluoresceina (FAM); difluoruro de dipirrometano de boro (BODIPY); acridina, estilbeno, 6-carboxi-
fluoresceina (HEX), TET (tetrametil fluoresceina), 6-carboxi-X-rodamina (ROX), rodamina-6G, rojo Texas, 2',7"-
dimetoxi-4',5'-dicloro-6-carboxifluoresceina (JOE), Cy®3, Cy®5, VIC® (Applied Biosystems), LC Red 640, LC
Red 705, rojo Texas, Yakima Yellow®, asi como derivados de los mismos. En la presente invencién se usa
preferiblemente un indicador seleccionado entre FAM y HEX.

Entre los ejemplos de amortiguadores se incluyen, aunque sin limitaciones, Black Hole Quenchers (documento
WO 01/86001 A1) como BHQ1™ y BHQ2™, MGB (ligando de unién al surco menos, documento
EP 0819133 B1), N,N,N’,N'-tetrametil-6-carboxirodamina (TAMRA), Eclipse® Dark Quencher, DABCYL,
DABS;(ML, DDQ | y DDQ Il. Segun la presente invencién se usan preferiblemente los amortiguadores MGB o
BHQ1 ™.

Un experto en la materia puede elegir facilmente una combinacion indicador-amortiguador adecuada.
Normalmente es necesario que el espectro de absorcion del amortiguador tenga un buen solapamiento con el
espectro de emisién del indicador para permitir una amortiguacién optima.

Preferiblemente, la sonda marcada con fluorescencia que hibrida con la secuencia IAC del paso (d)(ii) es
pLucLm4 (SEC ID N.° 4) como se describe en Rossmanith y col. (2006) Res. Microbiol. 157, 763-771. La sonda
marcada con fluorescencia que hibrida con el locus prfA es preferiblemente LipProbe (SEC ID N.° 5).

La sonda marcada con fluorescencia pLucLm4 tiene preferiblemente HEX como fluoréforo indicador y BHQ1™
como amortiguador.

La sonda marcada con fluorescencia LipProbe tiene preferiblemente FAM como indicador y MGB como
amortiguador.

Segun la presente invencion, las sefiales fluorescentes generadas en el paso (d) se determinan cualitativamente
y/o cuantitativamente en el paso (e).

La deteccién preferiblemente se basa en la monitorizacion de la fluorescencia en cada ciclo a una temperatura
establecida. La fluorescencia generalmente se monitoriza usando un dispositivo éptico para recopilar los datos a
longitudes de onda de excitacion y emision especificas para los fluoréforos en concreto presentes en la muestra.

En el paso (f) se determina y/o calcula a partir del paso (e) la presencia y/o cantidad de células de Listeria
monocytogenes de tipo salvaje en la muestra original que se sospecha esta contaminada con dicho
microorganismo.

La presencia de células de Listeria monocytogenes de tipo salvaje en la muestra original normalmente se calcula
determinando cualitativamente las sefiales fluorescentes del paso (e).

La cantidad de células de Listeria monocytogenes en la muestra original normalmente se calcula mediante los
siguientes pasos:

- Calculando la cantidad inicial de ADN por medio de las copias de ADN de Listeria monocytogenes
genéticamente modificada y Listeria monocytogenes de tipo salvaje mediante el uso del método Ct (método de
umbral) basado en la sefial de fluorescencia correspondiente después de la amplificacion por PCR en tiempo
real. El método de umbral se basa en la comparacién de la correspondiente sefial de la muestra estudiada con
un patrén de calibracion (Kaltenbdck y col. [2005], Advances in Clinical Chemistry 40: 219-259).

- Calculando la pérdida durante el procedimiento analitico (que comprende la preparacion de la muestra, la
purificacién y aislamiento del ADN y la PCR en tiempo real segun los pasos (b), (c) y (d) del método de la
presente invencion) en funcién del valor inicial conocido de células de Listeria monocytogenes genéticamente
modificada dentro de la muestra y el valor de células obtenido por el método Ct después de la PCR en tiempo
real.
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- Calculando el nimero de células de Listeria monocytogenes de tipo salvaje presentes en la muestra que se
sospecha esta contaminada con dicho microorganismo en funcién de la pérdida calculada de células de Listeria
monocytogenes genéticamente modificada durante el procedimiento analitico.

El método de la presente invencion es ventajoso puesto que el uso de Listeria monocytogenes como control
interno del proceso de la muestra (CIPM) para la deteccion de patbgenos mediante biologia molecular
proporciona la maxima semejanza con el organismo diana y por tanto la maxima aplicabilidad para la deteccion
de patégenos bacterianos. Incluso una especie estrechamente relacionada como es Listeria innocua daria lugar
a un control interno no competitivo que requeriria un segundo par de cebadores durante la PCR en tiempo real.
El sencillo uso de un CIPM basado en ADN derivado de un IAC existente, desde el mismo inicio del proceso de
deteccién, tampoco cumpliria el prerrequisito de maxima semejanza del control y la diana. Por otro lado, la
mayoria del ADN se perderia durante los distintos pasos metédicos antes de la deteccion mediante PCR.

Un aspecto adicional de la presente invencion es un kit para su uso en un ensayo para la deteccion y
determinacién de Listeria monocytogenes de tipo salvaje en una muestra que se sospecha esta contaminada con
dicho microorganismo, que comprende al menos en uno 0 mas envases:

(i) Listeria monocytogenes genéticamente modificada como se especifica anteriormente;

(i) los cebadores especificos del locus genémico prfA de Listeria monocytogenes de tipo salvaje y la secuencia
IAC de Listeria monocytogenes genéticamente modificada segin se especifica anteriormente; y

(i) una sonda oligonucleotidica marcada con fluorescencia que es capaz de hibridar especificamente con dicho
locus prfA y una sonda oligonucleotidica marcada con fluorescencia que es capaz de hibridar especificamente
con dicha secuencia IAC.

Preferiblemente, los cebadores del kit son Lip1 (SEC. ID N.° 2) y Lip2 (SEC ID N.° 3).

Las sondas marcadas con fluorescencia son preferiblemente pLucLm4 (SEC ID N.° 4) para la deteccién de la
secuencia IAC y LipProbe (SEC ID N.° 5) para la deteccién del locus prfA.

Segun la presente invencion, el kit puede contener adicionalmente una solucion de extraccion.

Otro aspecto de la presente invencién es un método para la fabricacién de una bacteria Listeria monocytogenes
genéticamente modificada como se especifica anteriormente que comprende los siguientes pasos:

(@) delecionar el locus genémico del factor de transcripcion PrfA de la especie bacteriana Listeria
monocytogenes,

(b) clonar un vector que contiene un IAC,
(c) transformar la especie bacteriana del paso (a) con el vector del paso (b).

La delecion del locus genémico de PrfA segun el paso (a) se realiza mediante procedimientos conocidos en la
técnica y que pueden realizarse, por ejemplo, como se describe en Béckmann y col. (1996) Mol. Microbiol. 22,
643-653. En principio, se construye un plasmido knock-out. Las células de Listeria monocytogenes se
transforman con este plasmido. El cruzamiento da lugar a la escisiéon del gen prfA. El organismo resultante se
denomina también Listeria monocytogenes A-prfA.

Las condiciones Optimas de cultivo para las bacterias Listeria monocytogenes pueden ser determinadas
facilmente por un experto en la materia. Normalmente, las bacterias se crecen en TSB-Y (medio de cultivo de
soja triptona con extracto de levadura) a 37 °C con aireacion.

En el paso (b) se obtiene un vector que contiene el IAC.

Las cantidades adecuadas de la secuencia IAC para clonacion se producen normalmente mediante la
amplificacion de la secuencia por medio de PCR convencional (Rossmanith y col. [2006] Res. Microbiol. 157,
763-771). Los cebadores utilizados para la PCR normalmente comprenden sitios de restriccion para enzimas de
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restriccion especiales que permiten la integracion posterior en el vector. Para una secuencia IAC segun la SEC
ID N.° 1 se usan preferiblemente los cebadores modificados LipBam (SEC ID N.° 6) y LipSal (SEC ID N.° 7) que
contienen los sitios de restriccion BamHI y Sall, respectivamente.

La secuencia de LipBam es: 5'GCG CGG ATC CGA TAC AGA AAC ATC GGT TGG C'3 (SEC ID N.° 6).
La secuencia de LipSal es 5'GCG CGT CGA CGT GTA ATC TTG ATG CCA TCA GG'3 (SEC ID N.° 7).

Tras la purificacién del producto de amplificacion se lleva a cabo la digestion con enzimas de restriccion, la
desfosforilacién y el ligamiento con un vector de integracién adecuado.

La digestion con enzimas de restriccion se realiza normalmente mediante la incubacién del producto de
amplificacién con enzimas de restriccidn disponibles en el mercado correspondientes a los sitios de restricciéon de
los cebadores usados para la PCR. Preferiblemente se usan BamHlI y Sall.

La desfosforilacion de los fragmentos IAC se puede realizar mediante la incubacion con una fosfatasa adecuada,
por ejemplo, fosfatasa alcalina termosensible Fast AP™ (Fermentas). Un experto en la materia puede elegir
facilmente un vector de integracion adecuado. El vector contiene una secuencia génica que otorga resistencia a
un antibiético al que es sensible la cepa bacteriana receptora que se pretende (p. €j., cloranfenicol) para permitir
la posterior seleccion de los clones positivos. Preferiblemente, se usa un vector de inserciéon basado en fago, por
ejemplo pPL1 o pPL2 como se describe en Lauer y col. (2002) J. Bacteriol. 184, 4177-4186. Se prefiere
especialmente el vector de insercién basado en fago pPL2 (6123 pb) puesto que proporciona una insercion
estable de una copia Unica dentro del genoma de Listeria monocytogenes.

Se pueden producir cantidades adecuadas del vector de insercién amplificando el vector en una bacteria, por
ejemplo en E. coli TOP10F', y el posterior aislamiento, digestion con enzimas de restriccién y desfosforilacion
como se describe anteriormente. Normalmente, los sitios de restriccion se pueden encontrar en un sitio de
clonacion mdltiple (SCM) del vector.

El ligamiento se realiza normalmente mediante la adicion de una ADN ligasa, por ejemplo ADN ligasa T4
disponible en Fermentas.

Una bacteria adecuada, por ejemplo E. coli TOP10F', se transforma con el vector resultante para su amplificacion
y para la seleccion de los clones positivos. Esta seleccién se realiza normalmente sembrando la bacteria en un
medio que contenga el antibiético mencionado anteriormente.

En el paso (c) el vector del paso (b) se transfiere dentro de las células de Listeria monocytogenes del paso (a).
La transformacion se puede realizar usando los distintos métodos bien conocidos en la técnica. Ejemplos de
estos son la transformaciéon mediante choque térmico o la electroporacion. Preferiblemente, la transformacion se
realiza mediante electroporacion.

La transformacién mediante choque térmico se realiza enfriando las células en presencia de cationes divalentes
como Ca* (en CaCl,) o Rb?* (RbCI,) lo que prepara la membrana celular para hacerse permeable al ADN del
plasmido. Las células se incuban en hielo con el ADN y a continuacidon se someten brevemente a un choque
térmico (generalmente a 41-43 °C durante 30 a 120 segundos).

Para la electroporacion, las células se someten a un breve choque con un campo ecléctico de 10-25 kV/cm.
Preferiblemente, la electroporacion se realiza segun Park y col. (1990) Gene 94, 129-132.

Tras clonarlo con éxito, el organismo resultante puede ser analizado. La inserciéon con éxito del vector en el
genoma de Listeria monocytogenes A-prfA se puede analizar mediante amplificacion del fragmento de 499 pb
por medio de PCR (segun Lauer y col. [2002] J. Bacteriol. 184, 4177-4186) y secuenciacion.

La insercién de una Unica copia de IAC en el genoma de Listeria monocytogenes A-prfA se puede verificar
mediante la comparacién con las cantidades de ADN gendémico de Listeria monocytogenes transformada
medidas mediante espectroscopia UV/VIS con los datos obtenidos tras la PCR en tiempo real en comparacion
con los datos de la bacteria de tipo salvaje, en funcioén del tamafio conocido del genoma de Listeria (Nelson y col.
[2004] Nucleic Acids Res. 32, 2386-2395).
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La presente invencién se ilustra ademas mediante las siguientes figuras y ejemplos sin que, no obstante, se vea
restringida por los mismos.

Figura 1. Confirmacion de pPL2- IAC, E. coli y L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA (segin los ejemplos
1.4 y 1.6). (A) Amplificacion mediante PCR en tiempo real de pPL2-IAC, los clones de E. coli después de la
transformacion y el aislamiento del plasmido usando como diana el IAC artificial dentro del plasmido. Las curvas
de amplificacién de la izquierda incluyen la preparacion del plasmido como diana. Las curvas de amplificacion de
la derecha (ss IAC) representan la funcion de calibracion (eficiencia: 96,8 %; R% 0,999). (B) Amplificacion
mediante PCR en tiempo real de clones de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA usando como diana el IAC
artificial dentro del genoma para confirmar la integracion del vector pPL2-IAC dentro del genoma de Listeria
(eficiencia: 96,0 %; R 0,999). Las curvas de amplificacién de la izquierda incluyen el ADN gendémico de cuatro
clones de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA como diana.

Figura 2. Confirmacion de la integracion positiva d e pPL2-1AC en el genoma de Listeria y confirmacion de
la cepa L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA mediante PCR convencional (segun el ejemplo 1.6.). (A) Gel
de agarosa de las cepas clonadas, confirmadas como L. monocytogenes. M: marcador; 1: L. ivanovii, L. seeligeri
y L. welshimeri; 2: L. innocua; 3: L. monocytogenes; 4: L. grayi; 5-8: cuatro clones de L. monocytogenes EGDe
IAC+, A-prfA. (B) Confirmacion de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA amplificando el gen de ARNr 16S
especifico de todas las especies de Listeria y el gen hly especifico de L. monocytogenes. 9: L. sp.; 10: L.
monocytogenes; 11-14: cuatro clones de, L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA. (C) Confirmaciéon de la
integracion de pPL2-IAC en el genoma de la cepa de L. monocytogenes EGDe A-prfA. 1-4: cuatro clones de L.
monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA. El fragmento resultante de 499 pb después de la PCR indica la integracion.
Los productos de PCR se separan en un gel de agarosa al 1 % y se tifien con bromuro de etidio.

Las memorias descriptivas completas de todas las solicitudes, patentes y publicaciones citadas anteriormente y a
continuacion se incorporan por referencia.

1. Ejemplos:
Los siguientes ejemplos describen aplicaciones practicas de la invencion.

1.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo. L. monocytogenes EGDe (1/2a, nimero interno 2964) es
parte de la coleccion de cepas bacterianas del Instituto de Higiene de la Leche, Tecnologia de la Leche y Ciencia
de los Alimentos, Departamento de Salud Publica Veterinaria y Ciencia de los Alimentos, Universidad de
Medicina Veterinaria de Viena, Austria (IMML). L. monocytogenes EGDe (1/2a) A-prfA es parte de la coleccion de
cepas bacterianas del Departamento de Microbiologia del Instituto Theodore Boveri, Universidad de Wrzburg,
Wiirzburg, Alemania. Las bacterias E. coli TOP10F electrocompetentes estan disponibles en Invitrogen

(Carlsbad, CA, EE. UU.). Todas las bacterias se mantienen a -80 °C usando la tecnologia MicroBank TM (Pro-Lab
Diagnostics, Richmont Hill, Canadd).

La determinacion de la densidad 6ptica de los cultivos bacterianos se realiza a 600 nm (DOgoo) por duplicado con
un espectrofotdbmetro HP 8452 (Hewlett Packard, Paolo Alto, CA, EE. UU.). La siembra selectiva de L.
monocytogenes EGDe de tipo salvaje y de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA se realiza en RAPID'L.mono
(Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Alemania), OCLA (agar cromogénico para Listeria Oxoid; Oxoid,
Hampshire, Reino Unido), PALCAM (Solabia Biokar Diagnostics, Pantin Cedex, Francia) y agar sangre
(Biomerieux, Marcy I'Etoile, Francia) ya sea mediante el estriado de 100 pl de cultivo bacteriano en placas o
mediante la técnica del asa de siembra.

La enumeracion de las suspensiones bacterianas se realiza usando el método de recuento en placa o con el kit

de viabilidad bacteriana Live/Dead® BacLightTM (Molecular Probes, Willow Creek, OR, EE. UU.) segun las
instrucciones del fabricante.

1.2. Oligonucledtidos, plasmidos y reacciones enzim aticas. Las secuencias de oligonucledtidos y los
plasmidos se presentan en la tabla 1. Los cebadores para la PCR convencional y en tiempo real, asi como la
sonda marcada con HEX pLuclm4 estan disponibles en MWG Biotech (Ebersberg, Alemania); la sonda Lip
modificada con MGB es de Applied Biosystems (Foster City, CA, EE. UU.). La diana artificial de 100 pb para el
IAC esté sintetizada por VBC Genomics (Viena, Austria). El vector de insercién basado en fago pPL2 se obtiene
segun Lauer y col. (2002) J. Bacteriol. 184, 4177-4186.
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TABLA 1.
Secuencias de oligonucleétidos y cebadores y organismos
Qligonucledtidos Secuencia / Marcado Ref. / Fuente
Lip1 Cebador sentido” 5°-GAT ACA GAA ACA TCG GTT GGC-3’ D’Agostino et al., 2004
Lip2 Cebador complementario® 5'-GTG TAA TCT TGA TGC CAT CAG G-3' D’Agostino et al., 2004
Lip Bam Cebador sentido” 5'GCG CGG ATC CGA TAC AGA AAC ATC GGTTGG C'3 SEQID NO: 6
Lip Sal Cebador complementario®  5'GCG CGT CGA CGT GTA ATC TTG ATG CCA TCA GG'3 SEQID NO: 7
LinProb Sonda de unién al Rossmanith et al., 2006,
ipProbe R "
p locus prfA° FAM-CAG GAT TAA AAG TTG ACC GCA-MGB SEQID NO: 5
pluclm 4 Sonda de union a HEX-TTC GAA ATG TCC GTT CGG TTG GC-BHQL Rossmanith et al,, 2006,
la diana artificial . SEQID NO: 4
. o 5’-GAT ACA GAA ACA TCG GTT GGC GTA TTC GAA ATG Rossmanith et al., 2006,
IAC Diana artificial TCC GTT CGG TTG GCG CTA TGA AGA GAT ACG CGG SEQID NO: 1
TGG AAC CTG GAA CCT GAT GGC ATC AAG ATT ACA C-3° .
NC 16 Confirmacién de la insercién de pPL2 5°-GTC AAA ACA TAC GCT CTT ATC-3" Lauer et al., 2002
PL95 Confirmacién de la insercién de pPL2 5°-ACA TAA TCA GTC CAA AGT AGA TGC-3’ Lauer et al., 2002
Sequ. 1(NC16)  Confirmacién de la insercién de pPL2 Secuencia incluida en la tabla 1A Este trabajo
Sequ. 2 (PL 95) Confirmacion de la insercion de pPL2 Secuencia incluida en la tabla 1A Este trabajo
Especie / Plasmido Cepa
d
L. monocytogenes EGDe (1/2a)  Cepa de tipo salvaje detectada mediante PCR en tiempo real para prfA IMML cepa N°. 2964
L. monocytogenes EGDe (1/2a) Cepa L. monocytogenes EGDe con delecion total Bockmann et al., 1996
Adiana AprfA del locus prfA
E. coli TOP10F - E. coli quimicamente competente Invitrogen
Vector de insercién Especifico para L. Sitio de integracién PSA. Integrantes de copia Lauer et al., 2002
basado en fago pPL2 ~ monocytogenes Gnica estables: —10*/células donadoras.

a Especifico para L. monocytogenes de tipo salvaje
b Cebador que contiene el sitio de restriccion BamHI.
€ Cebador que contiene el sitio de restriccion Sall.

d IMML: Instituto de Higiene de la Leche, Tecnologia de la Leche y Ciencia de los Alimentos, Universidad de Medicina Veterinaria
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TABLA 1 A. Secuencias e informes Blast del andlisis de los productos de amplificacion de la PCR seguin Lauer y col., 2002

Nombre / Cebador Informe Blast Referencia” Secuencia’

ANNNANNNACGTATCCAGTTCGATTCATGGACCGAGATGAC
AACGAACTAACAGACCTAACCCAAACCTTCCCATTAACGAAG

Identidades = 210/210 (100%), emb AJ417449.2 CGTAACTAGGTCAAAAGACACCCGAAAAAGAAAAAATGCAT
Huecos = 0/210 (0%), Vector de AACTTAAAGAAAACCATTGACAAACAAGCGATTTAAACATA
AAATGGTATTTGGCTGTTGAAAAGACAGTGCCATTTGTCCTG

Cadena= mas/mas integracion
ATAGCTCAGCTGGATAGAGCAACGGCCTTCTAAGCCGTCGGT
Secuencia 1 lanzadera pPL2 CGGGGGTTCGAATCCCTCTCAGGACGTTAAATAGTAATGTAA
Clon 1/NC16 AGAAATCTCTAAAACGTTGAAAAGCCTTGATATTAAAGGGCG

GATGAATGTTTTGGAGTTTTTTTTATATCGTATAATACCCGTT
Identidades = 267/268 (99%), .EMP ALS91978.1  TTATTCCGTTGTTTTTGTGGCATTTGTGGTAAAATTTGTGGTA
Huecos = 1/268 (0%),  CeP@ Listeria mono-  TTTTCATCTGTTTTTAGTGTGAAAAAAGCATCTACTTTGGACT
Cadena= més/mas cytogenes EGD,  GATTATGGTAAAACCACCAACTTGGAATGGATAAGGTCATCT
genoma completo, CCATTGGAGAGAGTATGTGCACCCACTACTTACGGATGATTT
segmento 6/12 AG
GGNNNTGAAACGNNCNAGTTCGATTCATGGACCGAGATGAC
AACGAACTAACAGACCTAACCCAAACCTTCCCATTAACGAAG
Identidades = 210/210 (100%), emb AJ417449.2 CGTAACTAGGTCAAAAGACACCCGAAAAAGAAAAAATGCAA
Huecos = 0/210 (0%), Vector de TAACTTAAAGAAAACCATTGACAAACAAGCGATTTAAACATA
AAATGGTATTTGGCTGTTGAAAAGACAGTGCCATTTGTCCTG

Cadena= mas/mas integracién
ATAGCTCAGCTGGATAGAGCAACGGCCTTCTAAGCCGTCGGT
Secuencia 1 lanzadera pPL2 CGGGGGTTCGAATCCCTCTCAGGACGTTAAATAGTAATGTAA
Clon 1/NC16 AGAAATCTCTAAAACGTTGAAAAGCCTTGATATTAAAGGGCG

GATGAATGTTTTGGAGTTTTTTTTATATCGTATAATACCCGTT
emb AL591978.1  TTATTCCGTTGTTTTTGTGGCATTTGTGGTAAAATTTGTGGTA

1 - 0,
\dentidades = 261/261 {100%), Cepa Listeria mono-  TTTTCATCTGTTTTTAGTGTGAAAAAAGCATCTACTTTGGACT

Huecos = 0/261 (0%),

Cadena=Plus/Plus cytogenes EGD, GATTATGGTAAAAACAACCTACTTGGGATGGTTAAGGGCACA
genoma completo, TCCATTGGAGAGAGTATGTGTANCCTCTTTGGAGGACTGATG
AGG

segmento 6/12

NNAANNNGTATCCAGTTCGATTCATGGACCGAGATGACAAC
GAACTAACAGACCTAACCCAAACCTTCCCATTAACGAAGCGT

Identidades = 209/210 (99%), emb AJ417449.2  AACTAGGTCAAAAGACACCCGAAAAAGAAAAAATGCAATAA
Huecos = 1/210 (%), Vector de CTTAAAGAAAACCATTGACAAACAAGCGATTTAAACATAAA
Cadena= mas/més integracin ATGGTATTTGGCTGTTGAAAAGACAGTGCCATTTGTCCTGAT

AGCTCAGCTGGATAGAGCAACGGCCTTCTAAGCCGTCGGTCG

Secuencia 1 lanzadera pPL2 GGGGTTCGAATCCCTCTCAGGACGTTAAATAGTAATGTAAAG

Clon 1/NC16 AAATCTCTAAAACGTTGAAAAGCCTTGATATTAAAGGGCGGA
TGAATGTTTTGGAGTTTTTTTTATATCGTATAATACCCGTTTT

emb ALS91978.1  ATTCCGTTGTTTTTGTGGCATTTGTGGTAAAATTTGTGGTATT

dentidades = 267/268 (99%), o | icteria mono-  TTCATCTGTTTTTAGTGTGAAAAAAGCATCTACTTTGGCTGAT

Huecos = 1/268 (0%), TATGGTAAATCCACCTACTTTGAATGGATAAGGTCATCTCCA
Cadena= mas/mas cytogenes EGD, 1166 AGAGAGTATGTGTATCTACTTTGTAGGGATGATGATGT
genoma completo,  ACCACCTAGGTTGGACTGAATAGGTCCCCCCTTCTTCGATTA
segmento 6/12 AACAACGGGATAAAGTA

NNNNTNNCNAAGTATCCAGTTCGATTCATGGACCGAGATGA
CACGAACTAACAGACCTAACCCAAACCTTCCCATTAACGAAG

Identidades = 211/211 (100%), emb AJ417449.2 CGTAACTAGGTCAAAAGACACCCGAAAAAGAAAAAATGCAA
Huecos = 0/211 (0%),  Vector de integracion TAACTTAAAGAAAACCATTGACAAACAAGCGATTTAAACATA

Cadena= més/mas lanzadera pPL2 AAATGGTATTTGGCTGTTGAAAAGACAGTGCCATTTGTCCTG
ATAGCTCAGCTGGATAGAGCAACGGCCTTCTAAGCCGTCGGT

Secuencia 1 CGGGGGTTCGAATCCCTCTCAGGACGTTAAATAGTAATGTAA
Clon 1/NC16 AGAAATCTCTAAAACGTTGAAAAGCCTTGATATTAAAGGGCG

GATGAATGTTTTGGAGTTTTTTTTATATCGTATAATACCCGTT
Identidades = 266/268 (99%), C:;"ZQS%%%_ TTATTCCGTTGTTTTTGTGGCATTTGTGGTAAAATTTGTGGTA
Huecos = 2/268 (0%), P TTTTCATCTGTTTTTAGTGTGAAAAAAGCATCTACTTTGGACT

Cadena= mas/mas cytogenes EGD, GATTATGTAAAACAACCTACTTTGGATGGATTAGGTAATATC
genoma completo,  TTTTTGACAGAGTATGTGTACCATCTTTTTAGGACTGATTATG
segmento 6/12 TA
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TABLA 1A. Cont.

Identidades = 172/176 (97%), emb AJ417449.2
Huecos =3/176 (1%), Vector de integracion

Cadena= mdas/menos lanzadera pPL2

Secuencia 1
Clon 1/PL95
Identidades = 300/302 (99%), ST D AL919781
Huecos = 0/302 (0%), P
Cadena= mas/menos cytogenes EGD,
genoma completo,
segmento 6/12
Identidades = 165/168 (98%), emb AJ417449.2
Huecos =1/168 (0%), Vector de integracion
Cadena= mas/menos lanzadera pPL2
Secuencia 1
Clon 1/PL95
Identidades = 292/293 (99%), ec”;b AL919781
Huecos = 0/293 (0%), P
Cadena= mas/menos monocytogenes
EGD, genoma
completo,
segmento 6/12
Identidades = 171/174 (98%), emb AJ417449.2
Huecos = 2/174 (1%), Vector de
Cadena= mdas/menos integracion
lanzadera pPL2
Secuencia 1
Clon 1/PL95
Identidades = 301/302 (99%), Cee;“fisﬁ;lezﬁs_
Huecos = 0/302 (0%), P
Cadena= mas/menos cytogenes EGD,
genoma completo,
segmento 6/12
Identidades = 167/168 (99%), emb AJ417449.2
Huecos = 1/168 (0%), Vector de
Cadena= mdas/menos integracion
lanzadera pPL2
Secuencia 1
Clon 1/PL95

) emb AL591978.1
Cepa Listeria mono-

cytogenes EGD,

Identidades = 300/302 (99%
Huecos = 0/302 (0%),
Cadena= mdas/menos

genoma completo,

segmento 6/12

NNNNANNAAAAACGNATGAAATACCACAAATTTTACCACAA
ATGCCACAAAAACAACGGAATAAAACGGGTATTATACGATA
TAAAAAAAACTCCAAAACATTCATCCGCCCTTTAATATCAAG
GCTTTTCAACGTTTTAAAGATTTCTTTACATTACTATTTAACG
TCCTGAGAGGGATTCGAACCCCCGACCGACGGCTTAAAAGG
CCGTTGCTCTATCCAGCTGAGCTATCAGGACAAATGGCACTG
TCTTTTCAACAGCCAAATACCATTTTATGTTTAAATCGCTTGT
TTGTCAATGGTTTTCTTTAAGTTATTGCATTTTTTCTTTTTCG
GGTGTCTTTTGACCTATTTACGCTTCGTTAATGGGAAGGTTT
GGGTTAGGTCTGTTAGTTCGTTGTCATCTCGGTCCATGAATC
GAACTTGGATACCTTCTGGTGTTGAATCGATAAGAGCGTATG
TTTTGAACAACCACCTACTTTGGACTGATTAGGTAA

TNNTNNANACGATGACATACCACAAATTTTACCACAAATGCC
ACAAAAACAACGGAATAAAACGGGTATTATACGATATAAAA
AAAACTCCAAAACATTCATCCGCCCTTTAATATCAAGGCTTT
TCAACGTTTTAAAGATTTCTTTACATTACTATTTAACGTCCTG
AGAGGGATTCGAACCCCCGACCGACGGCTTAAAAGGCCGTT
GCTCTATCCAGCTGAGCTATCAGGACAAATGGCACTGTCTTT
TCAACAGCCAAATACCATTTTATGTTTAAATCGCTTGTTTGTC
AATGGTTTTCTTTAAGTTATTGCATTTTTTCTTTTTCGGGTGT
CTTTTGACCTAGTTACGCTTCGTTAATGGGAAGGTTTGGGTT
AGGTCTGTTAGTTCGTTGTCATCTCGGTCCATGAATCGAACT
TGGATACCTTCTGGTGTTGAATCGATAAGAGCNNTGGTTTTT
GTANACAAAACCTTTTACTTTGGACTGAATAAGGTACCCCCC
CTTGTAAAGGTTTTATGTGAACCNCCTTTGTAGAGTTAATTT
GGAACCACCGAGGGGGGATTGATTAGGCCACCCTGCCTTTAA
GTTCAGGTGGGCGACAN

NNTTAGNTAAAACGATGAAATACCACAAATTTTACCACAAAT
GCCACAAAAACAACGGAATAAAACGGGTATTATACGATATA
AAAAAAACTCCAAAACATTCATCCGCCCTTTAATATCAAGGC
TTTTCAACGTTTTAAAGATTTCTTTACATTACTATTTAACGTC
CTGAGAGGGATTCGAACCCCCGACCGACGGCTTAAAAGGCC
GTTGCTCTATCCAGCTGAGCTATCAGGACAAATGGCACTGTC
TTTTCAACAGCCAAATACCATTTTATGTTTAAATCGCTTGTTT
GTCAATGGTTTTCTTTAAGTTATTGCATTTTTTCTTTTTCGGG
TGTCTTTTGACCTAGTTACGCTTCGTTAATGGGAAGGTTTGG
GTTAGGTCTGTTAGTTCGTTGTCATCTCGGTCCATGAATCGA
ACTTGGATACCTTCTGGTGTTGAATCGATAAGAGCGTATGTT
TTTGACCAACCATCAACTTTGGACGGATTAGGTAACCTCCAT
TTGAGAGAGTATATGTAACACCTATTTTGGGAGGTATGATGA
AAAN

TNNNNGTANAAANGATGAAATACCACAAATTTTACCACAAA
TGCCACAAAAACAACGGAATAAAACGGGTATTATACGATAT
AAAAAAAACTCCAAAACATTCATCCGCCCTTTAATATCAAGG
CTTTTCAACGTTTTAGAGATTTCTTTACATTACTATTTAACGT
CCTGAGAGGGATTCGAACCCCCGACCGACGGCTTAAAAGGC
CGTTGCTCTATCCAGCTGAGCTATCAGGACAAATGGCACTGT
CTTTTCAACAGCCAAATACCATTTTATGTTTAAATCGCTTGTT
TGTCAATGGTTTTCTTTAAGTTATTGCATTTTTTCTTTTTCGG
GTGTCTTTTGACCTAGTTACGCTTCGTTAATGGGAAGGTTTG
GGTTAGGTCTGTTAGTTCGTTGTCATCTCGGTCCATGAATCG
AACTTGGATACCTTCTGGTGTTGAATCGATAAAAGCGTATGT
TTTGAAAAACCATCAACTTTGAACGGATTAGGTAACCTCCAT
TTTGGAGAGA

a Referido al informe Blast
b Segun lo obtenido mediante secuenciacion

La digestién con enzimas de restriccion se realiza usando las enzimas de restriccion BamHI y Sall FastDigest®
de Fermentas (Fermentas International Inc., Burlington, Canadd) segun las instrucciones del fabricante. Se
incuba un volumen total de 20 pl durante una hora a 37 °C. La desfosforilacion del vector y los fragmentos IAC
antes del ligamiento se realiza con la fosfatasa alcalina termosensible FastAP™

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2539970 T3

(Fermentas) segun las instrucciones del fabricante durante 30 min a 37 °C. Se us6 ADN ligasa T4 (Fermentas)
para el ligamiento del vector pPL2 y el fragmento IAC artificial durante toda la noche a 4 °C.

La deteccion mediante PCR en tiempo real de L. monocytogenes teniendo como diana un fragmento de 274 pb
del gen prfA se realiza segun el formato publicado previamente usando los cebadores Lipl y Lip2 y Lip-Probe
marcada con FAM (D'Agostino y col. [2004] J. Food Prot. 67, 1646-1655; Rossmanith y col. [2006] Res. Microbiol.
157, 763-771). La deteccion mediante PCR en tiempo real del fragmento IAC artificial se realiza segun
Rossmanith y col. (2006) usando Lipl y Lip2, y pLucLm4 marcado con HEX.

El cebador sentido (Lipl: 5-GATACAGAAACATCGGTTGGC-3") y el cebador complementario (Lip2: 5'-
GTGTAATCTTGATGCCATCAGG-3") amplifican un fragmento de 274 pb del gen prfA. Se usan dos formatos de
sonda TagMan™ diferentes con temperatura de fusion incrementada. En la sonda Lip-Probe (5-FAM-
CAGGATTAAAAGTTGACCGCA-MGB-3") se utiliza una modificacion con MGB. La sonda para el IAC del
ensayo (pLucLm 4: 5-HEX-TTCGAAATGTCCGTTCGGTTGGC -BHQ1-3%) estd marcada con HEX. Los
cebadores y sondas pLucLm 4 se pueden adquirir en MWG Biotech (Ebersberg, Alemania). La sonda modificada
con MGB se puede adquirir en Applied Biosystems.

La PCR convencional para la confirmacién de la insercion de pPL2-IAC en el genoma de L. monocytogenes
EGDe A-prfA se realiza usando los cebadores NC16 y PL95 (Lauer y col. [2002] J. Bacteriol. 184, 4177-4186). L.
monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA se identifica como L. monocytogenes EGDe amplificando el locus iap- de L.
monocytogenes segun Bubert y col. (1999, Appl. Environ. Microbiol. 65, 4688-4692) y usando como diana el gen
del ARNr 16S especifico para todas las especies de Listeria y el gen hly especifico para L. monocytogenes
segun Border y col. (1990, Lett. Appl. Microbiol. 11, 158-162).

Las reacciones de PCR convencional y en tiempo real se realizan en un termociclador de PCR en tiempo real
Mx3000p (Stratagene, La Jolla, CA, EE. UU.). El volumen de 25 pl contiene Tris-HCI 20 mM, KCI 50 mM, MgCl,
3,5 mM, 500 nM de cada cebador, 250 nM de cada sonda, 200 uM (cada uno) de dATP, dTTP, dGTP y dCTP,
1,5U de ADN polimerasa Taq Platinum® (Invitrogen, Lofer, Austria) y 5 ul de ADN aislado. La amplificacién
después de la desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 2 min se realiza en 45 ciclos, a 94 °C durante 15sy a
64 °C durante 1 min.

En el caso del patrén de ADN para la cuantificacion mediante PCR en tiempo real, se aisla el ADN de un mililitro
de cultivo puro de la cepa EGDe de L. monocytogenes usando el kit para tejido NucleoSpin” y el protocolo de
soporte para bacterias gram positivas. La concentracion de ADN se mide fluorimétricamente usando un
dispositivo Hoefer DyNA Quant200 (Pharmacia Biotech). El niumero de copias del gene prfA se determina
asumiendo que, segun el peso molecular del genoma de L. monocytogenes, 1 ng de ADN equivale a 3,1 x 10°
copias del genoma completo, y que el gen prfA es un gen de copia Unica. La pendiente (s) de la curva patron se
usa para el calculo de la eficiencia (E) de la PCR con la siguiente ecuacion: E = 10%-1 [21].

Los resultados de la PCR en tiempo real se expresan como equivalentes de células bacterianas (ECB). El
namero de copias del gen prfA y el inserto IAC se determina asumiendo que, segun el peso molecular del
genoma de L. monocytogenes, 1 ng de ADN equivale a 3,1 x 10° copias del genoma completo, y que el gen prfA
y el inserto IAC son un gen de copia Unica y un inserto de copia Unica dentro del genoma respectivo (Nelson y
col. [2004] Nucleic Acids Res. 32, 2386-2395). Todas las reacciones de PCR en tiempo real se realizan por
duplicado excepto cuando se indique otra cosa.

Los productos de PCR de la PCR convencional se separan en geles de agarosa al 1,5 % a 90 V durante 25 miny
se tifien con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Alemania). Como patron se uso
GeneRuler 100 pb (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Alemania).

1.3. Extraccién y medicion del ADN.  Se extrajo el ADN gendmico de un mililitro de cultivo bacteriano de toda la
noche utilizando el kit para tejido NucIeoSpin® (Macherey - Nagel) y el protocolo de soporte para bacterias gram
positivas. EI ADN del plasmido para los experimentos de clonacién se extrajo con Qiagen Plasmid Midi Kit
(Hilden, Alemania) segun las instrucciones del fabricante. La concentracion de ADN se determina analiticamente
mediante medicion fluorimétrica usando un aparato Hoefer DyNA Quant200 (Pharmacia Biotech, San Francisco,
CA, EE. UU.) y un espectrofotdmetro de matriz de diodos 8452A (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, EE. UU.).

1.4. Clonacion de pPL2-IAC. Se produjeron cantidades adecuadas de IAC (IAC: 5'-GAT ACA GAA ACA TCG
GTT GGC GTA TTC GAA ATG TCC GTT CGG TTG GCG CTA TGA AGA GAT ACG CGG TGG AAC CTG GAA
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CCT GAT GGC ATC AAG ATT ACA C-3') para la clonacion mediante amplificacién del fragmento de 100 pb por
PCR convencional segin Rossmanith y col. (2006, Res. Microbiol. 157, 763-771) usando los cebadores
modificados LipBam y LipSal que contienen los sitios de restriccion BamHI y Sall. Tras la purificacion del
producto de amplificacién usando NucleoSpin® Extract Il (Macherey-Nagel), se llevd a cabo la digestién con
enzimas de restriccion y la desfosforilacién como se describe anteriormente, seguido del ligamiento con el vector
pPL2. Antes del ligamiento, las células de E. coli TOP10F' se transforman con el vector de integracion basado en
fago pPL2 mediante técnicas convencionales de choque térmico (Sambrook y col. [1989] Molecular cloning: a
laboratory manual, 22 ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.) para su amplificacion.
El vector se extrae como se describe anteriormente y se usa para el ligamiento después de su purificacion,
digestion con enzimas de restriccion y desfosforilacion. A continuacion, E. coli TOP10F' se transforma con el
plasmido pPL2-IAC resultante mediante choque térmico. Los clones pPL2-IAC positivos se seleccionan mediante
siembra en medio de cultivo Luria-Bertani (LB; Oxoid) que contiene 25 pg/ml de cloranfenicol.

Se toman colonias bacterianas individuales y se analiza la transformacion positiva de E. coli con pPL2-IAC. El
andlisis mediante digestién con enzimas de restriccion da lugar a dos fragmentos de una longitud de ~6000 pb y
100 pb correspondientes a las longitudes del vector y el inserto, lo que indica la transformacion de pPL2-IAC en
E. coli. La PCR en tiempo real con IAC como diana usando pLucLm4 da lugar a la amplificaciéon de la diana,
confirmando de este modo el analisis con enzimas de restriccion (Fig. 1A).

1.5. Transformacion de L. monocytogenes EGDe A-prfA con pPL2-IAC. L. monocytogenes EGDe A-prfA se
transforma con pPL2-IAC usando un protocolo de electroporacién modificado (Park y col. [1990] Gene 94, 129-
132). Las células de L. monocytogenes EGDe A-prfA electrocompetentes se preparan como sigue: las células se
crecen en medio de infusidn de cerebro corazén (BHI; Oxoid) con 5 pg/ml de penicilina G hasta una DOggo de 0,3
a 37 °C. Las células se recogieron mediante centrifugacion a 8000 x g durante 10 min a 4 °C y el sedimento se
lavo dos veces en 1/10 vol. de tampon SMHEM 3,5x (sacarosa 72 mM, MgCl, 1 mM y HEPES 2 mM). Tras
resuspender el sedimento en 1/100 vol. de tampon SMHEM 3,5x. se conservaron alicuotas de 100 ul a -80 °C.

Para la electroporacion, se descongelan en hielo alicuotas de 100 pl de L. monocytogenes EGDe A-prfA y se
mezclan con 5 pl de suspension de ADN (~1 pg/reaccién) que contiene pPL2-IAC. Tras la incubacién durante un
minuto en hielo, se realiza la electroporacién (100 Q, 50 uF, 1000 V) en un sistema de electroporacion Gene
Pulser Xcell™ (Bio-Rad Laboratories, Inc, Hercules, CA, EE. UU.). Se afiade un mililitro de BHI previamente
calentada, la muestra se incuba durante 6 h a 37 °C y posteriormente se siembra en agar BHI que contiene
25 pg/ml de cloranfenicol. Tras la incubacion durante 24-48 h a 37 °C, se tomaron colonias individuales y se
seleccionaron clones de L. monocytogenes EGDe A-prfA pPL2-IAC positivos.

1.6. Confirmacion de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA. Se confirman cuatro clones positivos en la
seleccién con cloranfenicol de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA mediante el analisis de la presencia de la
secuencia en L. monocytogenes EGDe A-prfA. Esto se realiza amplificando el fragmento de 100 pb de IAC
utilizando la sonda pLucLm4. EI DNA gendmico de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA se sometié a PCR en
tiempo real dando lugar a una amplificacion positiva (Fig. 1B). Los clones analizados muestran un valor medio de
Ct de 11,5 (DE [desviacion estandar]: 0,16) correspondiente a una media de 5,36 x 10’ copias. El estado de A-
prfA de la cepa clonada se analiza mediante PCR en tiempo real usando la sonda Lip-Probe que hibrida con el
fragmento de 274 pb del locus prfA de L. monocytogenes de tipo salvaje sin que se produzca amplificacion.

La integracion del vector dentro del genoma se analiza mediante PCR convencional como se describe en el
parrafo 1.2. Los fragmentos resultantes después de la electroforesis se corresponden con la longitud propuesta
del producto de amplificacion de 499 pb (Fig. 2C). Esto indica la insercién del vector en el genoma de Listeria, ya
gue los cebadores NC16 y PL95 permiten la amplificacion del sitio de union de RNAt"%-attBP" en L.
monocytogenes de serotipo 1/2a, dando lugar a amplificados hibridos que contienen partes de las secuencias del
vector (3") y el genoma de Listeria (5").

El analisis de la secuencia de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA se realiza usando este amplificado de PCR
hibrido con los cebadores NC16 y PL95. La secuencia obtenida es 100 % idéntica a un fragmento de 210 pb del
vector de integracion lanzadera pPL2 y 100 % idéntica a un fragmento de 261 pb de L. monocytogenes, incluido
el sitio de union de tRNA"-attBP’ propuesto (cepa EGDe, genoma completo, segmento 6/12; emb/AL591978.1).

El andlisis de confirmacién de que la cepa IAC+, A-prfA resultante es L. monocytogenes EGDe se realiza
adicionalmente mediante PCR convencional como se describe en el parrafo 1.2. Los resultados se presentan en
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las figuras 2A y B donde se demuestra la coincidencia de los tamafios del fragmento para L. monocytogenes
EGDe IAC+, A-prfA y el control L. monocytogenes EGDe en ambos ensayos de PCR.

1.6. Secuenciacion de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA. Los productos de PCR de clones positivos
después de la amplificacion se purifican usando el kit NucIeoSpin® Extract 1l (Macherey-Nagel) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los productos de PCR purificados se envian a Macrogen Inc. (Seul, Corea) para la
secuenciacion del ADN. Se secuencian ambas cadenas de la muestra usando los cebadores NC16 y PL95 en la
reaccion de secuenciacion por ciclos.

Las secuencias obtenidas se analizan y alinean usando el servidor BLAST disponible en la pagina web del
National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/).

1.7. PCR cuantitativa en tiempo real para la confirm  acion de la insercién de una Unica copia de pPL2- IAC
en el genoma de L. monocytogenes EGDe A-prfA y calibracion frente a los datos de L. monocytogenes
EGDe de tipo salvaje. Los patrones de calibracion del ADN genémico de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA
y L. monocytogenes EGDe de tipo salvaje se comparan usando el ensayo de PCR en tiempo real para prfA en un
sistema multiplex con las sondas pLucLm4 y Lip-Probe. Basandose en la suposicion de que prfA es un gen de
una Unica copia, se comparan diluciones 1/10 de ambos ADN diana. Las diluciones 1/10 se inicia a 1,58 x 10°
copias equivalentes a 5ng de ADN gendmico determinado mediante medicion fluorimétrica y UV-VIS. Los
resultados se presentan en la tabla 3 y muestran una buena concordancia de los valores de Ct de ambas series
de patrones. Esto también demuestra el rendimiento comparable de ambas sondas dentro de las reacciones. Los
datos subyacentes son el resultado de duplicados repetidos en cuatro ensayos de PCR en tiempo real. Para la
confirmacion de estos resultados, las concentraciones de cultivos de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA se
determinan mediante tincion de viabilidad y comparando con los resultados de la PCR en tiempo real. La cifra de
3,2 x 10° (DER [desviacion estandar relativa]: 6,7 %) ECB por muestra obtenida mediante PCR en tiempo real es
comparable a las 2,8 x 10° (DER: 25,0 %) UFC por muestra que se determina mediante tincion de viabilidad.

Tabla 3.Comparacion de los valores de Ct tras la PCR en tiempo real derivados de una dilucion del
patrén 1/10 del ADN gendmico de L. monocytogenes EGDe de tipo salvaje y de la cepa EGDe A-
prf IAC+ clonada que demuestra la insercion de una Unica copia de pPL2-IACa dentro del genoma
de L. monocytogenes EGDe A-prfA.

Cepa
EGDe tipo salvaje frente al fondo
EGDe A-prfA IAC+ EGDe tipo salvaje de EGDe
A-prfA IAC+
PCR monoplex PCR duplex
5 -
’\(lj'e ?aedﬁgﬁ':bs Valores de Ct (DE)°  Valores de Ct (DE)" Valores de Ct (DE)*®
1,58 x 10° 16,8 (0,08) 16,6 (0,11) -
1,58 x 10° 20,1 (0,13) 20,0 (0,02) 19,9 (0,13)
1,58 x 10* 23,4 (0,14) 23,1 (0,18) 23,4 (0,26)
1,58 x 10° 26,8 (0,13) 26,7 (0,06) 26,7 (0,31)
1,58 x 10° 30,4 (0,07) 30,1 (0,02) 29,9 (0,68)
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(continuacién)

Cepa
EGDe tipo salvaje frente al fondo
EGDe A-prfA IAC+ EGDe tipo salvaje de EGDe

A-prfA IAC+

PCR monoplex PCR duplex
5 -

’\(lj'e ?aedcigﬁ':bs Valores de Ct (DE)°  Valores de Ct (DE)" Valores de Ct (DE)*®
1,58 x 10" 33,8 (0,27) 34,1 (0,91) 33,4 (0,77)

a Basado en la asuncion de que prfA es un gen de una Unica copia.

b Dilucion en serie derivada de una solucién que contiene 1 ng/ul de ADN gendmico que
representa 1,58 x 10° copias en 5 pl de ADN molde.

¢ Ensayo de PCR en tiempo real para prfA usando la sonda pLucLM4 marcada con HEX que
amplifica la secuencia IAC atrtificial.

d Ensayo de PCR en tiempo real para prfA usando la sonda Lip-Probe marcada con FAM que
amplifica 274 pb de la secuencia del locus prfA.

e ADN gendémico de L. monocytogenes EGDe frente al fondo de 1,58 x 10° del genoma de la
cepa EGDe prfA IAC+ en una reaccion multiplex.

Mediante la PCR en tiempo real multiplex, se estudia la influencia de cantidades crecientes de ADN genémico
derivado de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA sobre el rendimiento de la reaccién principal que amplifica el
locus prfA de la cepa de tipo salvaje y la principal diana bacteriana. Usando las sondas Lip-Probe y pLucLm4, se
analizaron diluciones 1/10 del ADN gendmico de L. monocytogenes EGDe de tipo salvaje desde 1,58 x 10° a
1,58 x 10" copias en una matriz tanto creciente como decreciente frente al fondo de diluciones de diez veces de
1,58 x 10° a 1,58 x 10" copias de ADN de L. monocytogenes EGDe IAC +, A-prfA. Los valores de Ct resultantes
para todas las combinaciones analizadas se desvian de los valores respectivos obtenidos mediante
experimentos monoplex de los patrones gendémicos de ambas cepas

con un desviacion estandar de la media de 0,3 para todas las combinaciones de concentraciéon del patron. A
modo de ejemplo, se presentan en la tabla 3 los valores de Ct de una dilucion 1/10 del ADN genémico de L.
monocytogenes EGDe frente al fondo de 1,58 x 10° copias de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA.

1.8. Muestras de alimentos contaminados natural y a rtificialmente. Se compra leche UHT en los
supermercados locales para su contaminacion artificial y se analiza que es negativa para L. monocytogenes
antes de la inoculacion realizando una PCR en tiempo real con el locus prfA de L. monocytogenes como diana.
La contaminacién artificial se realiza usando una diluciéon seriada 1/10 en solucion de Ringer (Oxoid) de un
cultivo puro de L. monocytogenes EGDe que contiene 8,5 x 10® UFC/ml. Se afiaden 100 3pl de las diluciones
apropiadas a las muestras. La dilucién seriada se prepara para contener 10'-10°, 10%-10°, 10°-10* y 10*-10°
UFC/ml. El nimero de UFC para cada paso de la diluciéon seriada se obtiene mediante el recuento en placa
usando agar soja triptona con el 0,6 % de levadura (TSA-Y; Oxoid). El experimento se realiza por triplicado.

Las muestras de queso tierno contaminado de forma natural fueron proporcionadas por las autoridades sanitarias
y procedian de un brote reciente de L. monocytogenes en Styria (Austria) que se conservaron a 4 °C. Se
procesan por cuadruplicado dos muestras procedentes de dos canones de produccion diferentes que dan lugar a
ocho muestras individuales. Ademas, se lleva a cabo el consiguiente método 1ISO 11290-2 para cada muestra
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para comparar los resultados cuantitativos de los experimentos con este método estandar (ISO 11290-2; ISO
11290-2/Amd1).

1.9. Tratamiento de la muestra. El tratamiento de la muestra se realiza usando el protocolo de lisis de la matriz

como publican Mester y col. (2010) J. Food Protect. 73, 680-687 y Rossmanith y col. (2007) J. Microbiol. Methods
69, 504-511.

1.10. Analisis estadistico.

Las comparaciones entre dos grupos se analizan mediante la prueba de chi cuadrado. Se calculan los valores de
P y se consideran significativos valores <0,05.

2. Ejemplos de aplicacién:

2.1. Fenotipo de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA en medios de agar OCLA, PALCAM, agar sangre y
RAPID'L.mono. En agar sangre, L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA no muestra hemolisis. En agar
PALCAM, L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA muestra el mismo fenotipo que L. monocytogenes EGDe de
tipo salvaje, como se presenta en la tabla 2. La morfologia y el color de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA en
OCLA también es similar al tipo salvaje, excepto por la formacién del halo que no se puede observar para L.
monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA después de 24 y 48 horas de incubacion. Después de 72 h de incubacion, L.
monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA muestra también la formacién de un débil halo. Sembrada en
RAPID'L.mono, la cepa clonada desarrolla un color blanco que carece del caracteristico color verde de la cepa L.
monocytogenes EGDe de tipo salvaje en agar RAPID'L.mono.

TABLA 2.

Morfologia de las colonias de la cepa L. monocytogenes EGDe AprfA IAC+ clonada
en comparacion con L. monocytogenes EGDe de tipo salvaje y L. innocua en
medios de agar selectivos y cromogénicos seleccionados.

Cepa / Medio RAPID" L. mono OCLA PALCAM Agar sangre
L. monocytogenes Morfologia - Formacion de halo® Ojo de pez -
; Color Verde Azul Verde -
EGDe de tipo .. .7 s
. Tincion del agar no - Negro Hemodlisis
salvaje
L. monocytogenes Morfologia - Halo después de 72 h® Ojo de pez -
EGDe AprfA, Color Blanco Azul Verde -
IAC+ Tincion del agar no - Negro Sin hemdl.
Morfologia - Sin halo Ojo de pez -
L. innocua Color Blanco Azul Verde -
Tincién del agar Amarillo - Negro Sin hemol.

a La formacion de halo finalizé después de 24 h de incubacién a 37 °C en el caso de L.

b No se observé halo en el caso de L. monocytogenes EGDe AprfA, IAC+ después de 24 y
48 h de incubacion.

2.2. Aplicacion de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA como control interno del proceso para la
muestra de leche UHT contaminada artificialmente y de queso Quargel contaminado de forma natural. Las
muestras alimentarias contaminadas tanto artificial como naturalmente se procesan segun el método descrito en
Rossmanith y col. (2007) J. Microbiol. Methods 69, 504-511. Este método se basa en la preparaciéon de la
muestra mediante lisis de la matriz alimentaria y la posterior separacion de las bacterias diana mediante
centrifugacion seguido por el aislamiento del ADN y la deteccién mediante PCR en tiempo real. El liquido idnico
1-etil-3-metilimidazolio tiocianato ([emim]SCN) se utiliza como solvente para la preparacion de la muestra.
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Para la contaminacion artificial, se inoculan muestras de 12,5 gr de leche UHT con una dilucion seriada 1/10 de
cuatro pasos de L. monocytogenes EGDe de tipo salvaje como se describe en la seccion 1.8. Ademas se
afiadieron 1,4 x 103 (DER: 29,0 %) UFC por muestra del control interno del proceso de la muestra L.
monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA.

El patégeno diana principal L. monocytogenes EGDe de tipo salvaje se recupera a partir de la leche UHT en un
factor del 55 % (DER): 10,9 %) en comparacion con el recuento al microscopio. La desviaciéon estandar relativa
dentro de las escalas logaritmicas es del 10,9 %, lo que representa un nivel elevado de precision y
reproducibilidad en términos de recuperacion en escala logaritmica, e indica la ausencia de influencia sesgada
del control interno del proceso de la muestra por las células L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA.

El control interno del proceso de la muestra indica una recuperacion del 49 % (DER: 27,1 %) en comparacién con
el recuento al microscopio. In|C|aImente 1,4 x 10° (DER: 29,0 %) UFC (unidades formadoras de colonias) por
muestra dan lugar a 6,9 x 10° (DER: 27,0 %) ECB tras la recuperacion y deteccion mediante PCR en tiempo real.

El sistema se apllca a continuacion a muestras de queso Quargel contaminado de forma natural. Ademas se
afiadieron 1,4 x 10° (DER: 29,0 %) UFC de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA por muestra.

Las muestras se procesan de dos formas: Se obtiene una cuantificacion directa del valor de L. monocytogenes
mediante lisis de la matriz y la posterior PCR en tiempo real. También se realiza el método ISO 11290-2 para su
comparacion. Las muestras se procesan adicionalmente mediante la lisis de la matriz y la posterior PCR en
tiempo real usando un protocolo de aislamiento de ADN que omite el paso de digestion con proteinasa K. Este
paso sesga artificialmente el rendimiento de la digestion teniendo como resultado la eficiencia del protocolo
completo.

Los valores de contaminacion con L. monocytogenes de las muestras obtenidos dlrectamente después de la
PCR en tiempo real alcanzan un promedio de 1,4 x 10° (DER: 5,9 %) ECBy 1,1 x 10° (DER: 8,9 %) ECB para
las dos producciones de queso Quargel. Estos valores se corrigen de acuerdo con la tasa de eficiencia de cada
muestra obtenida mediante comparacion de los valores de cada replicado con el valor promedio del control del
proceso de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA de 6,9 x 102 (DER: 5,9 %) ECB después de la PCR en tlempo
real. Después de esta correcmon el promedio de la contaminacion por L. monocytogenes es de 1,1 x 10° (DER:
35,8%) ECBy 2,3 x 10° (DER: 10,2 %) para las dos producciones. Después de la PCE en tiempo real se realiza
una correccién mas incluyendo Ia pérdida global de células de L. monocytogenes EGDe IAC+, A-prfA control del
proceso respecto alas 1,4 x 10° (DER: 29, 0 %) ECB a 6,9 x 102 (DER: 5,9 %) ECB iniciales. Esto da lugar a
2, 32 x 10° (DER: 36,0 %) ECB/g y 5 0 x 10° (DER: 9,9 %) ECB/g para las dos producciones de queso a 2,07 x
10° (DER: 91,1 %) ECB/g y 4,9 x 10° (DER: 73,2 %) UFC/g obtenidas por el método ISO 11290-2.

Las muestras procesadas med|ante el aislamiento de ADN sesgado artificialmente dan un promedio en los
valores basicos de 4,9 x 10° (DER: 6,3 %) ECB y 3,7 x 10’ (DER: 2,9 %) para las respectivas producciones de
queso. Tras la correccién como se descrlbe anteriormente, la respectiva contaminacion por L. monocytogenes es
de 1,8 x 10° (DER: 47 %) ECBy 4,6 x 10° (DER: 10,1 %) ECB.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Merck Patent GmbH

<120> Un mutante no natural de la especie bacteriana Listeria
monocytogenes

<130> 110/116

<160> 7

<170> Patentln version 3.5

<210> 1
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<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de control interno de amplificacién (IAC)
<300>

<301> Rossmanith y col.

<302> Detection of Listeria monocytogenes in food using a combined enrichment/real-time PCR method
targeting the prfA gene

<303> Res. Microbiol.

<304> 157

<306> 763-771

<307> 2006-04-03

<400> 1

gatacagaaa catcggttgg cgtattcgaa atgtccgttc ggttggcgcet atgaagagat 60
acgcggtgga acctggaacc tgatggcatc aagattacac 100
<210> 2

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador Lipl

<300>

<301> D'Agostino y col.

<302> A validated PCR-based method to detect Listeria monocytogenes using raw milk as a food model towards
an international standard

<303> J. Food. Prot.
<304> 67

<306> 1646-1655
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<307> 2004

<400> 2

gatacagaaa catcggttggc 21
<210> 3

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador Lip2
<300>

<301> D'Agostinoy col.

<302> A validated PCR-based method to detect Listeria monocytogenes using raw milk as a food model towards
an international standard

<303> J. Food Prot.

<304> 67

<306> 1646-1655

<307> 2004

<400> 3

gtgtaatctt gatgccatca gg 22
<210> 4

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> pLucLm4: Sonda de unién a IAC
<300>

<301> Rossmanith y col.

<302> Detection of Listeria monocytogenes in food using a combined enrichment/real-time PCR method
targeting the prfA gene
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Res. Microbiol.

157

763-771

2006

4

ttcgaaatgt ccgttcggtt ggc 23

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<300>

<301>

<302>

5
21
ADN

Secuencia artificial

LipProbe: Sonda de unién al locus prfA

Rossmanith y col.

Detection of Listeria monocytogenes in food using a combined enrichment/real-time PCR method

targeting the prfA gene

<303>

<304>

<306>

<307>

<400>

Res. Microbiol.

157

763-771

2006

5

caggattaaa agttgaccgca 21

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

6
31
ADN

Secuencia artificial

Cebador LipBam

6
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<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<223> Cebador LipSal

<400> 7
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REIVINDICACIONES

1. Una bacteria genéticamente modificada de la especie Listeria monocytogenes, en la que se ha delecionado el
locus gendémico del factor de transcripcion PrfA, caracterizada porque a nivel genémico contiene una secuencia
artificial que actiia como control interno de amplificacion (IAC).

2. La bacteria Listeria monocytogenes de la reivindicacion 1, en la que la secuencia artificial que actia como IAC
contiene las secuencias de unién al cebador en los extremos 5'y 3'.

3. La bacteria Listeria monocytogenes de la reivindicacion 2, en la que las secuencias de unién al cebador son
idénticas a las secuencias de unidn al cebador del locus prfA de Listeria monocytogenes de tipo salvaje.

4. Una bacteria Listeria monocytogenes de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la secuencia
artificial que actia como IAC es una secuencia de 100 pb segin la SEC ID N.° 1.

5. Una cepa Listeria monocytogenes EGDe de cualquier de las reivindicaciones 1 a 4 genéticamente modificada.

6. Una cepa Listeria monocytogenes EGDe genéticamente modificada segiin una o mas de las reivindicaciones
1 a5, en la que se ha delecionado el locus genémico del factor de transcripciéon PrfA, que contiene la secuencia
de control interno de amplificacion (IAC) de SEC ID N.° 1 depositada en el DSMZ como Listeria monocytogenes
AprfA/IAC+ con el nimero de identificacion DSM 23639 el 20 de mayo de 2010.

7. Uso de Listeria monocytogenes genéticamente modificada como se especifica en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 para la deteccion y determinacién cualitativa y/o cuantitativa de la presencia de Listeria
monocytogenes de tipo salvaje en una muestra que se sospecha esta contaminada con dicho microorganismo.

8. Uso segun la reivindicacién 7, caracterizado porque la muestra es un alimento.

9. Uso de Listeria monocytogenes genéticamente modificada como se especifica en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 como control interno del proceso de la muestra (CIPM) para un ensayo basado en PCR en
tiempo real.

10. Un método para la deteccion y determinacion de la presencia de Listeria monocytogenes de tipo salvaje en
una muestra que se sospecha esta contaminada con dicho microorganismo patégeno, que comprende los
siguientes pasos:

(@) afiadir a dicha muestra una cantidad predefinida de células de la bacteria Listeria monocytogenes
genéticamente modificada como se especifica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,

(b) incubar la muestra con una solucién de extraccion,
(c) aislar el ADN mediante métodos convencionales;

(d) aplicar la PCR en tiempo real, usando para ello (i) cebadores especificos para el locus prfA genémico de
Listeria monocytogenes de tipo salvaje y la secuencia IAC de Listeria monocytogenes genéticamente modificada
como se especifica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y (ii) una sonda oligonucleotidica marcada con
fluorescencia que es capaz de hibridar especificamente con dicho locus prfA y una sonda oligonucleotidica
marcada con fluorescencia que es capaz de hibridar especificamente con dicha secuencia IAC,

(e) determinar cualitativa y/o cuantitativamente las sefiales fluorescentes generadas en el paso (d), y

() determinar y/o calcular a partir del paso (e) la presencia y/o la cantidad de células de Listeria
monocytogenes de tipo salvaje en la muestra original que se sospecha esta contaminada con dicho
microorganismo.

11. El método segun la reivindicacion 10, en el que los cebadores usados en el paso (d)(i) son Lipl (SEC ID
N.°2) y Lip2 (SEC ID N.° 3).
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12. El método de la reivindicacion 10 u 11, en el que las sondas marcadas con fluorescencia usadas en el paso
(d)(ii) son pLucLm4 (SEC ID N.° 4) para la deteccién de la secuencia IAC y LipProbe (SEC ID N.° 5) para la
deteccion del locus prfA.

13. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el que la solucién de extraccion del paso
(b) contiene al menos MgCl, y/o un liquido iénico.

14. Un kit para su uso en un ensayo para la deteccion y determinacion de Listeria monocytogenes de tipo
salvaje en una muestra que se sospecha esta contaminada con dicho microorganismo, que comprende al menos
en uno 0 Mas envases

(i) Listeria monocytogenes genéticamente modificada como se especifica en cualquiera de las reivindicaciones 1
a 6;

(i) los cebadores especificos del locus prfA genémico de Listeria monocytogenes de tipo salvaje y la secuencia
IAC de Listeria monocytogenes genéticamente modificada segin se especifica en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6; y

(i) una sonda oligonucleotidica marcada con fluorescencia que es capaz de hibridar especificamente con
dicho locus prfA y una sonda oligonucleotidica marcada con fluorescencia que es capaz de hibridar
especificamente con dicha secuencia IAC.

15. El kit segun la reivindicacién 14, en el que los cebadores son Lipl (SEC. ID N.° 2) y Lip2 (SEC ID N.° 3).

16. El kit segun la reivindicacion 14 o 15, en el que las sondas marcadas con fluorescencia son pLucLm4 (SEC
ID N.° 4) para la deteccidn de la secuencia IAC y LipProbe (SEC ID N.° 5) para la deteccion del locus prfA.

17. Un método para la producciéon de una bacteria de la especie Listeria monocytogenes genéticamente
modificada como se especifica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 que comprende los siguientes pasos:

(@) delecionar el locus genémico del factor de transcripcion PrfA de la especie bacteriana Listeria
monocytogenes,

(b) clonar un vector que contiene un IAC,

(c) transformar el vector del paso (b) en la especie bacteriana del paso (a).

28



ES 2539970 T3

Fig. 1
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Fig. 2
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