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DESCRIPCION
Medio de cultivo, método para cultivar Salmonella y E. coli y método para detectar Salmonella y E. coli
Antecedentes
1. Campo

La materia objeto desvelada se refiere de manera general a medios y métodos para cultivar microorganismos y
métodos para detectar microorganismos.

2. Publicaciones relacionadas

1. Roof, D. M. y J. R. Roth. 1988. Ethanolamine utilization in Salmonella typhimurium. J. Bacteriol. 170:3855-
3863.

2. Roof, D. M. y J. R. Roth. 1989. Functions required for vitamin B12-dependent ethanolamine utilization in
Salmonella typhimurium. J. Bacteriol. 171:3316-3323.

3. Chang, G. W. y J. T. Chang. 1975. Evidence for the B12-dependent enzyme ethanolamine deaminase in
Salmonella. Nature 254:150-151.

4. Garsin, D.A. 2010. Ethanolamine utilization in bacterial pathogens: role and regulation. Nat. Rev. Microbiol. 8
(4): 290-295.

5. Kofoid, E., C. Rappleye, |. Stojijkovic y J. Roth. 1999. The 17-gene ethanolamine (eut) operon of Salmonella
typhimurium encodes five homologues of carboxysome shell proteins. J. Bacteriol. 181: 5317-5329.

6. Brinsmade S.R., Paldon T., Escalante-Semerena J.C. 2005. Minimal functions and physiological conditions
required for growth of salmonella enterica on ethanolamine in the absence of the metabolosome. J. Bacteriol.
187(23): 8039-46.

7. Capitulo 4, titulado Isolation and identification of Salmonella from, meat, poultry and eggs products en
USDA/FSIS Microbiology Laboratory guidebook, 3% Edicion, Rev. n.° 4, http://www.fsis.usda.gov/PDF/MLG 4
05.pdf

8. Capitulo 5B, titulado Detection and Isolation of non-O157 Shiga-toxin Producing Escherichia coli (STEC) from
Meat Products en USDA/FSIS Microbiology Laboratory guidebook, 32 Edicion, Rev. n.° 1, http://www.fsis.us-
da.gov/PDF/MIg_5B 01.pdf

9. Capitulo 5 titulado Salmonella en FDA Bacterial Analytical Manual, 82 Edicién, Versiéon de noviembre de 2011,
http /lIwww.fda.gov/Food/ScienceResearch/LaboratoryMethods/BacteriologicalAnalyticalManual-
BAM/ucm070149.htm

Brinsmade S.R. et al. (2005) "Minimal Functions and Physiological Conditions Required for Growth of Salmonella
enterica on Ethanolamine in the Absence of the Metabolosome", J. Bacteriol. 187(23):8039-8046 estudiaron el papel
fisiolégico del metabolismo durante el catabolismo de etanolamina usando un medio de cultivo minimo suplementado
con etanolamina (30 mM) y vitamina B12 (150 nM). El caldo usado en Brinsmade S.R. et al. contiene antibiéticos y
se uso para cultivas mutantes de Salmonella para controlar el crecimiento.

El estudio de Roof D.M. et al. (1989) "Functions Required for Vitamin B12-Dependent Ethanolamine Ultilization in
Salmonella typhimurium”, J. Bacteriol. 171 (6) :3316-3323 es similar al de Brinsmade S.R. et al., sin embargo, el
caldo de enriquecimiento en Roof D.M. et al. contenia sal, azucar y antibiéticos.

Kofoid E. et al. (1999) "The 17-gene ethanolamine (eut) operon of Salmonella typhimurium encodes five homologues
of carboxysome shell proteins", J. Bacteriol. 181 (17):5317-5329 también estudiaron el perfil genético de Salmonella
con respecto a la utilizacion de etanolamina. EI medio de cultivo usado en Kofoid E. et al. fue caldo LB, un caldo de
enriquecimiento comercial tipico bien conocido, y también contenia algunos antibiéticos. Kofoid E. et al. no ensefia o
sugiere el uso de sulfato ferroso o piruvato de sodio.

Scarlett F.A. et al. (1976) "Microbial Metabolism of Amino Alcohols. Ethanolamine Catabolism Mediated by
Coenzyme B12-dependent Ethanolamine Ammonia-Lyase in Escherichia coli and Klebsiella aerogenes"”, J. Gen.
Microbiol. 95(1):173-176 también estudiaron la utilizacion de etanolamina con vitamina B12 con Salmonella usando
un medio minimo para el cultivo de bacterias. Sin embargo, Scarlett F.A. et al. no ensefia o sugiere el uso de sulfato
ferroso o piruvato de sodio.

El documento WO 1996/040861 de Bochner divulga un medio de enriquecimiento para la deteccion de Salmonella.
Sin embargo, el caldo de enriquecimiento en el documento WO 1996/040861 contiene propionato de sodio en lugar
de piruvato de sodio, y no usa sulfato ferroso tal como se requiere mediante la presente invencion.

Jeter R.M. (1990) "Cobalamin-dependent 1,2-propanediol utilization by Salmonella typhimurium", J. Gen. Microbiol.
136(5):887-896, Wolf J.B. et al. (1986) "Isolation and genetic characterizations of Bacillus megaterium cobalamin-
deficient mutants”, J. Bacteriol. 166 (1):51-58, Koyuncu S. et al. (2009) "A comparative study of cultural methods for
the detection of Salmonella in feed and feed ingredients”, BMC Veterinary Research 5:6, and de Boer, E. (1998)
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"Update on media for isolation of Enterobacteriaceae from foods", Int. J. Food Microbiol. 45(1):43-53 no divulga un
medio que contiene los ingredientes de vitamina B12, etanolamina, sulfato ferroso y piruvato de sodio en los
intervalos de concentracion de la presente invencion. Por ejemplo, Jeter R.M. y Wolf J.B. et al. no usan sulfato
ferroso o piruvato de sodio. Koyuncu S. et al. no usa ninguno de estos cuatro ingredientes, mientras que Boer solo
menciona el piruvato de sodio, pero ninguno de los otros tres ingredientes.

Por lo tanto, la invencién presenta una combinacién de etanolamina, vitamina B12, piruvato de sodio y sulfato ferroso
para una deteccion mejorada de Salmonella o E. coli en una muestra de alimento o ambiental.

Resumen

En una primera realizacion se divulga un medio de cultivo que comprende concentraciones biolégicamente eficaces
de: un compuesto de cobalamina y una alcanolamina.

En realizaciones, el compuesto de cobalamina se selecciona del grupo que consiste en cobalamina,
metilcobalamina, adenosilcobalamina, hidroxocobalamina y cianocobalamina.

En realizaciones, la alcanolamina es etanolamina.
En realizaciones, se desvela un medio de cultivo bacteriano.
En realizaciones, las bacterias son Salmonella spp o E. coli.

En realizaciones, las bacterias son Salmonella typhimurium, E. coli 157, E. coli productora de toxina Shiga o E. coli
enterohemorragica.

En realizaciones, el compuesto de cobalamina esta presente a una concentracion de mas de aproximadamente
0,002 M y dicha alcanolamina esta presente a una concentracién de méas de aproximadamente 0,001 mg/litro.

En una serie adicional de realizaciones se desvela un método para cultivar una muestra bioldgica, el método que
comprende la etapa de incubar la muestra en presencia de concentraciones biolégicamente eficaces de: un
compuesto de cobalamina y una alcanolamina.

En realizaciones, el compuesto de cobalamina se selecciona del grupo que consiste en cobalamina,
metilcobalamina, adenosilcobalamina, hidroxocobalamina y cianocobalamina.

En realizaciones, la alcanolamina es etanolamina.
En realizaciones, el método es para cultivar bacterias.
En realizaciones, las bacterias son Salmonella spp o E. coli.

En realizaciones, las bacterias son Salmonella typhimurium, E. coli 157, E. coli productora de toxina Shiga o E. coli
enterohemorragica.

En realizaciones, la alcanolamina esta presente a una concentracion de mas de aproximadamente 0,002 M y dicho
compuesto de cobalamina esta presente a una concentracion de mas de aproximadamente 0,001 mg/litro.

El método es para detectar Salmonella spp o E. coli spp en una muestra.

En realizaciones, el método es para detectar Salmonella spp o E. coli spp en una muestra y la alcanolamina es
etanolamina.

En realizaciones, el método ademas comprende una etapa de PCR, union a lectina, difusion simple, difusién lateral,
union a anticuerpo, flujo lateral o flujo continuo.

En una serie adicional de realizaciones se desvela un método para cultivar preferentemente Salmonella spp. y E. coli
spp en un medio, el método que comprende suplementar el medio con una combinacién biolégicamente eficaz de
compuesto de cobalamina y una alcanolamina.

En una serie adicional de realizaciones se desvela una composicion para suplementar un medio de cultivo, la
composicion que comprende: un compuesto de cobalamina y una alcanolamina.

En realizaciones, el compuesto de cobalamina se selecciona del grupo que consiste en cobalamina,
metilcobalamina, adenosilcobalamina, hidroxocobalamina y cianocobalamina.
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En realizaciones, la alcanolamina es etanolamina.
En realizaciones, la composicion es para el crecimiento de bacterias.
En realizacion, las bacterias son Salmonella spp o E. coli.

En una serie adicional de realizaciones se desvela un método para detectar Salmonella typhimurium, E. coli 157, E.
coli productora de toxina Shiga y E. coli enterohemorragica en una muestra bioldgica, el método que comprende
cultivar la muestra en presencia de una concentracion biolégicamente eficaz de: etanolamina; y un compuesto de
cobalamina seleccionado del grupo que consiste en metilcobalamina, adenosilcobalamina, hidroxocobalamina y
cianocobalamina.

Las caracteristicas y ventajas de la materia objeto de la misma se haran mas evidentes a la luz de la siguiente
descripcién detallada de realizaciones seleccionadas, tal como se ilustra en las figuras adjuntas. Como se vera, la
materia descrita y reivindicada es susceptible de modificaciones en diversos aspectos.

En consecuencia, las figuras y la descripcion han de considerarse como ilustrativos por naturaleza y no como
restrictivos. El alcance completo de la invencién se expone en las reivindicaciones.

Descripcion detallada de las realizaciones seleccionadas
Términos

En esta divulgacion, la expresion "que comprende" se usa en un sentido no limitado para referirse a que los
elementos que siguen a esta expresion estan incluidos, pero los elementos no mencionados de manera especifica
no estan excluidos. Se entendera que cuando se indica que una realizacion comprende un aspecto o caracteristica,
también se contempla que en variantes alternativas de la realizacion, la realizacién puede consistir en o puede
consistir esencialmente en la caracteristica en cuestién. Una referencia a un elemento mediante el articulo indefinido
"un" o “una” no excluye la posibilidad de que mas de uno de los elementos esté presente, salvo que el contexto
requiera claramente que esté uno y solo uno de los elementos.

En esta divulgacion, el recitado de intervalos numéricos mediante puntos finales incluye todos los numeros
subsumidos en ese intervalo que incluyen todos los nimeros naturales, todos los numeros enteros y todos los
intermedios fraccionarios (por ejemplo, 1 a 5 incluye 1, 1,5, 2, 2,75, 3, 3,80, 4 y 5, etc.).

En la presente divulgacion las formas singulares "un", "una", "el" y "la" incluyen los correspondientes plurales salvo
que el contenido indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a una composicion que
contiene "un compuesto" incluye una mezcla de dos o mas compuestos.

En la presente divulgacion, el término "0" se emplea generalmente en su sentido que incluye "y/o" salvo que el
contenido indique claramente lo contrario.

En la presente divulgaciéon, salvo que se indique lo contrario, todos los numeros que expresen cantidades o
ingredientes, mediciones de propiedades, etc., usados en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones deben
entenderse como modificadas en todos los casos mediante el término "aproximadamente". En consecuencia, salvo
que se indique lo contrario o necesario a la luz del contexto, los parametros numéricos expuestos en la divulgacion
son aproximaciones que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que se pretenden obtener por
aquellos expertos en la materia que utilicen las ensefianzas de la presente divulgacion y a la luz de las inexactitudes
de medicion y cuantificacion.

Cada parametro numérico debe entenderse al menos a la luz del nimero de digitos significativos indicados y
mediante la aplicacion de las técnicas de redondeo ordinarias. Independientemente de que los intervalos y
parametros numéricos que determinan el ambito general de la divulgacién sean aproximaciones, sus valores
numéricos expuestos en los ejemplos especificos se entienden ampliamente sélo en la medida en que esto es
consistente con la validez de la divulgacion y la distincion de la materia objeto divulgada y reivindicada de la técnica
anterior.

En la presente divulgacion, las expresiones "medios", "medio", "caldo", "medio de cultivo", "medios de cultivo", "caldo
de cultivo" y similares, se refieren todas a una mezcla de nutrientes adecuada para cultivar un microorganismo
deseado que puede ser una bacteria o0 microbio o microorganismo o cepa o especie patégena. En realizaciones, los
medios pueden ser o pueden comprender cualquier medio principal tal como se define en el presente documento y
se pueden preparar en la forma de un polvo o concentrado.

En realizaciones, los medios contienen un tampén de pH. En una serie de realizaciones, el tampén de pH es una
mezcla de fosfato de potasio monobasico y dibasico pero pueden ser adecuados tampones biolégicamente
compatibles alternativos, tales como MOPS (también conocido como &cido 3-(N-morfolino)propanosulfénico, acido 3-
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morfolinopropano-1-sulfénico; acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico; acido 3-N-morfolinopropanosulfénico; y 4-
morfolinopropanosulfénico) y tampones de carbonato de calcio adecuados, y se seleccionaran e implementaran
facilmente por los expertos en la materia, para lograr un pH deseado para el medio.

En realizaciones, los medios se pueden proporcionar en la forma de un polvo o concentrado también de forma
general denominado como "polvo", "concentrado”, "medio en polvo", "polvo del medio", "concentrado del medio",
"medio concentrado" o similares, que comprenden una pluralidad de componentes y que es adecuado para
combinarse con un volumen de agua predeterminado para proporcionar un medio liquido con concentraciones
deseadas de los componentes particulares. Tal medio en polvo o concentrado puede ser completo, lo que significa
que solo necesita disolverse en el agua adecuada, normalmente agua estéril, antes de su uso. Como alternativa, en
realizaciones, un medio en polvo o concentrado puede ser parcial, lo que significa que se necesita afadir
componentes adicionales para proporcionar un medio completo adecuado para su uso. En realizaciones, un medio
en polvo o concentrado también incluye medio que esta al menos parcialmente hidratado en una forma concentrada
adecuada para la dilucion para producir el medio para su uso real en el cultivo de bacterias. Se entendera que el
término "medio" o "medios", tal como se usa en el presente documento, salvo que se requiera lo contrario por el
contexto, incluye tanto el medio final que tiene componentes en concentraciones adecuadas para el cultivo de
bacterias y microorganismos, y medios en polvo o concentrados adecuados para la dilucién. Las expresiones medios
de enriquecimiento "ActeroSalmonella/STEC" o medios "AEM" y expresiones similares se usan para referirse de
manera general a los medios de acuerdo con las realizaciones.

En la presente divulgacion, las expresiones "vitamina B12" y "cobalamina" tienen su significado normal y ambas se
refieren a la vitamina que tiene la férmula estructural mostrada en la Figura 1A, en donde R representa cualquier
grupo que es compatible con la actividad normal sustancialmente de la vitamina B12 o la actividad adecuada para su
uso en realizaciones de la materia objeto reivindicada en el presente documento. En realizaciones particulares y sin
limitar lo anterior, el ligando R coordinado con el ion de Co2+ central puede ser Me, OH, CN, 5’-desoxiadenosil. Para
una certidumbre adicional y sin limitaciéon, los nombres alternativos para la vitamina B12 y los derivados
biolégicamente activos de las mismas incluyen: B-12, B12, complejo vitamina B, bedumil, cobalamin, cobalamina,
cobamin, cobamina, complejo vitaminico B, cianocobalamin, cianocobalamina, cianocobalaminio, cicobemin,
hidroxocobalamin, hidroxocobalamina, hidroxocobalaminio, hidroxocobemina, hidroxocobémina, idrossocobalamina,
metilcobalamin, metilcobalamina, vitadurin, vitadurina, vitamina B12, vitamine B12, riboflavin, vitamin B2; flavin;
flavina; lactoflavin; riboflavina; vitamin B-2; y vitamina G.

De manera similar, se entendera que la expresion "compuesto de cobalamina" incluye todos los compuestos
sustancialmente y biolégicamente equivalentes a la vitamina B12 o cobalamina. Por ejemplo, y sin limitacién,
aquellos expertos en la materia entenderan facilmente que en realizaciones, se entendera que la referencia a los
compuestos de vitamina B12 incluye cianocobalamina, metilcobalamina, adenosilcobalamina, hidroxilcobalamina y
otros compuestos quimicos funcionalmente equivalentes, todos los cuales se identificaran por aquellos expertos en
la materia.

Se entendera ademas que, en realizaciones, una variedad de formas modificadas o conjugadas de cobalamina
pueden ser biolégicamente eficaces y seran facilmente reconocidas por aquellos expertos en la materia y se
entendera que se incluyan en la expresion "compuesto de cobalamina". En un aspecto amplio, los compuestos de
cobalamina pueden incluir cualquiera de los compuestos de la estructura general ilustrados en la Figura 1B, en
donde R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R9, R10, R11, R12, R13, R14, R15 pueden ser el mismo o diferentes entre si, y
pueden ser independientemente H o pueden ser un alquilo de cadena lineal o ramificada, ciclica, cicloalquilo y
pueden estar ramificados o sustituidos en una variedad de formas, todas faciimente evidentes para aquellos
expertos en la materia y pueden comprender de manera independiente o comprender al menos 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7,
8 0 mas atomos de carbono. En realizaciones particulares y sin limitar lo anterior, el ligando R15 coordinado con el
ion de Co2+ central puede ser Me, OH, CN, 5’-desoxiadenosil.

En la presente divulgacion, la expresion "alcanolaminas", también denominadas alternativamente "aminoalcoholes"
significa compuestos organicos que comprenden un grupo alcohol y un grupo amino en una estructura principal de
alcano. Ejemplos no limitantes de alcanolaminas incluyen metanolamina, etanolamina, dimetiletanolamina, N-
metiletanolamina, heptaminol, isoetarina, norepinefrina, propanolaminas, pentanolaminas, esfingosina,
dialcanolaminas que tienen la formula N(H)R1,R2 vy trialquilanolaminas que tienen la formula NR1,R2,R3. En
realizaciones particulares, una alcanolamina puede ser etanolamina o puede comprender una estructura principal
que tiene 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 0 mas atomos de carbono y puede comprender mas de un grupo amino o mas de
un grupo hidroxilo o mas de un grupo amino y mas de un grupo hidroxilo. En realizaciones, las alcanolaminas
pueden ser alcanolaminas sustituidas. En realizaciones particulares, una alcanolamina puede ser etanolamina. Para
una mayor certidumbre, los nombres alternativos para etanolamina incluyen monoetanolamina, 2-aminoetanol,
colamina, aminoetanol, 2-hidroxietilamina, glicinol, olamina, etilolamina, 2-amino-1-etanol. En realizaciones
particulares, las alcanolaminas se seleccionan del grupo que consiste en: propilenglicol, monoisopropanol,
etilenglicol, 2-1aminoacetaldehido, aminopropionitrilo, etilendiamina, 2-aminopropanol, 1,2,diaminopropano, N-
metilaminoetanol, 2-hidroxietilhidrazina, 3-amino-1-propanol, 2-fluoroetanol, glicolamida, 2-aminoetanol, (R)-(-
)1,2,Propanodiol.
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Se entendera que en la presente divulgacion, salvo que el contexto indique lo contrario, la referencia a un medio o
solucion que comprende compuestos de alcanolamina o cobalamina o a "un" o "una" alcanolamina o compuesto de
cobalamina o similares, puede incluir dos, tres o una pluralidad de alcanolaminas o de compuestos de cobalamina o
tanto de alcanolaminas como de compuestos de cobalamina. Por tanto, a modo de ejemplo y sin limitacion, la
especificacion de que un medio comprende 1 gramo por litro de alcanolamina contempla que 1 gramo puede
comprender una mezcla de diferentes alcanolaminas cuyos pesos en conjunto totalizan 1 gramo. Igualmente, y de
nuevo a modo de ejemplo y sin limitacion, una estipulaciéon de que una mezcla comprende 1 gramo de compuesto de
cobalamina debe entenderse para contemplar que el 1 gramo comprende porciones de uno o mas compuestos de
cobalamina, por ejemplo, metilcobalamina, cianocobalamina y/o otros compuestos de cobalamina, cuyas cantidades
en conjunto totalizan 1 gramo.

En la presente divulgacion, el verbo "tamponar" significa estabilizar el pH de una solucién, que puede ser un medio
de cultivo, en un intervalo predeterminado, de maneras que seran facilmente evidentes para los expertos en la
materia. El nombre "tampon" significa un compuesto quimico adecuado para estabilizar el pH de una solucion.

En la presente divulgacion, el término medio o caldo "base" o "principal" se refiere a un caldo parcial que comprende
ciertos componentes basicos requeridos facilmente reconocidos por los expertos en la materia, y cuya composicion
detallada puede variar mientras se permita el crecimiento de los microorganismos a cultivar. Por lo tanto, en
realizaciones y sin limitacion, el medio principal puede comprender sales, tampon y extracto de proteina, y en
realizaciones puede comprender cloruro de sodio, fosfato de sodio monobasico y dibasico, sulfato de magnesio y
cloruro de calcio. En realizaciones, un litro de medio principal puede tener la receta general mostrada en la Tabla 1
pero en realizaciones alternativas el medio principal comprendera o podra comprender uno o mas de agua, agar,
proteinas, aminodcidos, hidrolizado de caseina, sales, lipidos, hidratos de carbono, sales, minerales y tampones de
pH y puede contener extractos tales como extracto de carne, extracto de levadura, triptona, fitona, peptona y
extracto de malta, y en realizaciones, el medio puede ser o puede contener medio luria bertani (LB); medio LB bajo
en sal (peptona al 1 %, extracto de levadura al 0,5 % y NaCl al 0,5 %), medio SOB (peptona al 2 %, extracto de
levadura al 0,5 %, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM), medio SOC (peptona al 2 %, extracto
de levadura al 0,5 %, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl2 10 mM, MgSOs 10 mM, glucosa 20 mM), Supercaldo
(peptona al 3,2 %, extracto de levadura al 2% y NaCl al 0,5 %), medio 2xTY (peptona al 1,6 %, extracto de levadura
al 1% y NaCl al 0,5 %), CaldoExtraordinario (TB, del inglés TerrificBroth) (peptona al 1,2 %, extracto de levadura al
2,4 %, K2HPO4 72 mM, KH2PO4 17 mM vy glicerol al 0,4 %), caldo LB Miller o caldo LB Lennox (peptona al 1 %,
extracto de levadura al 0,5 % y NaCl al 1 %). Se entendera que en realizaciones particulares, uno o mas
componentes se pueden omitir del medio principal. En realizaciones, los medios pueden ser simples, complejos o
medios definidos y pueden ser medios enriquecidos y pueden estar suplementados en una amplia variedad de
formas, todas las cuales se entenderan facilmente por aquellos expertos en la materia. En un aspecto amplio, los
expertos en la materia comprenderan que los medios contemplan cualquier composicion generalmente adecuada
para soportar el crecimiento de uno 0 mas microorganismos.

Tabla 1: Receta basica para los medios principales segun una realizacién

Producto Fabricante (n.° de cat.) Cantidad (g/l)
Agua desionizada 11
Dihidrato de cloruro de calcio (CaCl2.2H20) Compuestos quimicos BDH Entre XgeYg

(M061932)

Fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) Sigma (P5655) Entre XgeYg
Sulfato de magnesio anhidro (MgSQO4) BDH Chemicals (BDH0246) Entre XgeYg
Cloruro de sodio (NaCl) Fisher Scientific (S671) Entre XgeYg
Extracto de levadura Bacto TM BD Biosciences (212750) Entre XgeYg
Fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4) American Chemicals LTD (7558-79-4) Entre XgeYg
Piruvato de sodio (CHsCOCOONa) Sigma (Fluka) 15990 Entre XgeYg
Sulfato ferroso (FeSOa4) Sigma-Aldrich Entre XgeYg
Acido citrico (CsHsO7) Sigma/Aldrich (251275) Entre XgeYg

En la Tabla 1, X e Y son valores numéricos expresados en gramos. Cada uno de X e Y puede ser
independientemente 0,0, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,11, 0,12, 0,13, 0,14, 0,15, 0,16,
0,17,0,18, 0,19, 0,2,0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8,0,9,1,0,1,1,1,2,1,3,1,4,1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4,
25,26, 27,2829, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 34, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8,3,9,40,4,1,42,43,4/4,45, 46, 4,7, 4,8, 4,9, 5,0,
51,5,2,53,54,55,56, 5,7, 58, 5,9, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 64, 6,5, 6,6, 6,7,6,8,6,9,70,71,7,2,73,74,75, 7,6,
7,7,78,79,8,0,8,,8,28,3,84,8,5,8,6,8,7,8,8,8,9,9,0,9,1,9,2,9,3,94, 9,5, 9,6,9,7, 9,8, 9,9, 10,0, 11,0, 12,0,
13,0, 14,0, 15,0, 16,0, 17,0, 18,0, 19,0 o mas de 19,0 o cualquier niumero intermedio y en realizaciones particulares,
el intervalo de X a Y puede estar delimitado por cualquier valor de X e Y. Se entendera que, en realizaciones
particulares, el extracto de levadura se puede usar en una variedad de formas y un intervalo de alternativas para
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extracto de levadura Bacto TM sera facilmente seleccionado por aquellos expertos en la materia. A modo de
ejemplo, en realizaciones particulares, triptona, extractos de carne y extractos de plantas pueden ser alternativas
adecuadas, se pueden usar tampones alternativos y, en algunas realizaciones, se pueden usar sales de magnesio,
de calcio y de sodio, y en realizaciones particulares, se pueden seleccionar alternativas al magnesio, calcio y sodio.
La Tabla 2 muestra la receta para una posible realizacion de medio principal.

Tabla 2: Medio principal segun una realizacién

Producto Fabricante (n.° de cat.) Ca(r;/igad
Agua desionizada 11
Dihidrato de cloruro de calcio (CaCl2.2H20) BDH Chemicals (M061932) 0,013
Fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) Sigma (P5655) 3
Sulfato de magnesio anhidro (MgSQa4) BDH Chemicals (BDH0246) 0,12
Cloruro de sodio (NaCl) Fisher Scientific (S671) 0,5
Extracto de levadura Bacto TM BD Biosciences (212750) 3
Fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4) American Chemicals LTD (7558-79-4) 6
Piruvato de sodio (CH3COCOONa) Sigma (Fluka) 15990 19
Sulfato ferroso (FeSOa) Sigma-Aldrich 0,019¢
Acido citrico (CsHsO7) Sigma/Aldrich (251275) 0,547 g
(Total de los ingredientes anteriores) (14,2 g)

Los expertos en la materia entenderan facilmente que el crecimiento de un microorganismo deseado se promovera
mejor a unas temperaturas seleccionadas adecuadas para el microorganismo en cuestion. En realizaciones
particulares, el cultivo se puede llevar a cabo a aproximadamente 39 °C y el caldo a usar puede precalentarse a esta
temperatura preparatoria para la inoculacion con una muestra para ensayo. En realizaciones divulgadas en el
presente documento, el cultivo se puede llevar a cabo a cualquier temperatura entre 33 °C y 43 °C y se puede llevar
a cabo a aproximadamente 33 °C, 34 °C, 35 °C, 36 °C, 37 °C, 38 °C,039°C,040°C,041°C042°C043°Co
entre 33°Cy 34 °C,34°Cy35°C,35°Cy36°C,36°Cy37°C,37°Cy38°C,38°Cy39°C,39°Cy40°C,640°C
y41°C,41°Cy42°C,042°Cy43°C o aunatemperatura de entre 34 °C y 43 °C, o entre 35 °C y 42°C, o entre 36
°Cy42°C,38°Cy42°Coentre39°Cy41°Coentre39°Cy40°Coentre 38°Cy39°C,oentre39°Cy40°C,o
entre 40 °C y 41 °C, o entre 41 °C y 42 °C o entre 42 °C y 43 °C.

En la presente divulgacion, el "enriquecimiento" o la "suplementacion" del medio se refiere a la adiciéon de
componentes seleccionados (también denominados "suplementos" o de manera colectiva como un "suplemento")
para promover el crecimiento, la proliferacién u otras caracteristicas de uno o mas microorganismos deseados, un
medio "enriquecido" o "suplementado" es un medio que ha sido enriquecido de esta manera. Una "solucion de
enriquecimiento” o "solucién de suplemento” o "suplemento" o "solucién aditiva" se refiere a una solucién que
comprende estos componentes adicionales. En realizaciones, los componentes incluidos en una solucién de
enriquecimiento pueden comprender una combinacion biolégicamente eficaz de alcanolamina y un compuesto de
cobalamina y, en realizaciones, la alcanolamina puede ser etanolamina y el compuesto de cobalamina puede estar
seleccionado del grupo que consiste en cobalamina, metilcobalamina, adenosilcobalamina, hidroxocobalamina y
cianocobalamina. En realizaciones particulares, un suplemento puede promover o seleccionar el crecimiento de
Salmonella spp o E. coli spp. Se entendera que un suplemento o una solucidon de enriquecimiento puede
comprender concentraciones de sus principios activos sustancialmente por encima de las concentraciones finales
deseadas de tales principios, de manera que la adicion del suplemento al medio receptor se puede hacer sin un
cambio indeseable o excesivo del volumen o concentracion de los componentes principales del medio receptor. En
realizaciones, las soluciones de enriquecimiento pueden comprender aproximadamente 1 mg/ml de compuesto de
cobalamina o aproximadamente 0,125 mg/ml de compuesto de cobalamina o aproximadamente alcanolamina 16,6
M, o puede comprender tanto compuesto de cobalamina como alcanolamina en concentraciones relativas y
absolutas tales que su adicion a un medio es biolégicamente eficaz para promover el crecimiento de E. coli spp y
Salmonella spp. En realizaciones, la alcanolamina puede ser etanolamina y el compuesto de cobalamina puede ser
cobalamina.

En realizaciones, el enriquecimiento de los medios puede comprender la adicion a aproximadamente un litro de los
medios aproximadamente 4 ml de solucién 0,125 mg/ml del compuesto de cobalamina y aproximadamente 2 ml de
solucion de alcanolamina 16,6 M vy, en realizaciones, la alcanolamina puede ser etanolamina y el compuesto de
cobalamina puede ser cobalamina. Sin embargo, los expertos en la materia entenderan facilmente que estas
cantidades pueden variar para adecuarse a los requerimientos particulares y, en realizaciones alternativas, los
medios enriquecidos finales pueden contener aproximadamente 1x10%, 2x10¢, 3x10¢, 4x10%, 5x10%, 6x10¢, 7x10,
8x106, 9x10%, 1x10®, 2x105, 3x10%, 4x10°5, 5x10°, 6x10°, 7x105, 8x105, 9x10-5, 1x104, 2x10*, 3x10*, 4x104,
5x10, 6x10, 7x104, 8x10, 9x104, 1x10-3, 2x10-3, 3x103, 4x103, 5x10-3, 6x103, 7x10-3, 8x103, 9x103, 1x102, 2x10"
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2, 3x102, 4x102, 5x102, 6x102, 7x102, 8x102, 9x102, 1x10-!, 2x10", 3x10", 4x10!, 5x10-!, 6x10", 7x10", 8x10",
9x10", 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 1x102, 2x102, 3x102, 4x102, 5x102, 6x102, 7x10?,
8x102, 9x102, 1x103, 2x10%, 3x103, 4x103, 5x103, 6x103, 7x10%, 8x10%, 9x10° 0 mas de 9x102 g/litro de compuesto de
cobalamina, y en realizaciones particulares, el compuesto de cobalamina puede estar en un intervalo cuyos limites
superiores e inferiores se definen mediante cualquiera de los valores anteriores y pueden ser de aproximadamente
1x1032 gllitro, y en realizaciones particulares puede estar entre 1x10 y 1x10™! g/litro, o entre 1x10* y 1 g/litro o puede
ser mayor 1x10* gllitro, 1x103g/litro, 1x10-2g/litro o 1x10'g/litro. De manera similar, los expertos en la materia
entenderan facilmente que la concentracién de alcanolamina en los medios enriquecidos se puede aproximar o
exceder de los 0,02 M de alcanolamina, pero en realizaciones particulares, los medios enriquecidos pueden contener
al menos o mas de aproximadamente 1x10%, 2x10¢, 3x10%, 4x10¢, 5x10%, 6x10°, 7x10°6, 8x10°6, 9x106, 1x10°5,
2x10%, 3x105, 4x105, 5x10°°, 6x10°5, 7x105, 8x10%, 9x10-°, 1x104, 2x04, 3x10#, 4x10, 5x104, 6x10#, 7x10*, 8x10"
4, 9x10* 1x10%3, 2x103, 3x1073, 4x1073, 5x10-3, 6x103, 7x103, 8x10-3, 9x103, 1x102, 2x102, 3x102, 4x1072, 5x10?,
6x102, 7x102, 8x102, 9x102, 1x10", 2x10™", 3x10", 4x10-", 5x10", 6x10°", 7x10-!, 8x10-", 9x10, 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 1x102, 2x102, 3x102, 4x102, 5x102, 6x102, 7x102, 8x102, 9x102, 1x103, 2x103,
3x108, 4x103, 5x103, 6x10%, 7x103, 8x103, 9x10° etanolamina o un precursor bioldégicamente eficaz o forma
modificada del mismo y, en realizaciones particulares, puede contener entre 2x103 y 2x10"'M de alcanolamina, y en
realizaciones, puede contener entre 2x103 y 2 M de alcanolamina y, en realizaciones, la alcanolamina puede ser o
puede comprender etanolamina. En realizaciones particulares de un caldo enriquecido de acuerdo con las
realizaciones, la alcanolamina puede estar a una concentracion de mas de aproximadamente 0,001 M, 0,002 M, 0,01
M, 0,02 M, 0,1 M o 0,2 M y el compuesto de cobalamina puede estar a una concentracion de mas de
aproximadamente 0,001 mg/ml, 0,01 mg/ml 0 0,1 mg/ml.

En la presente divulgacion "condiciones del cultivo” se refiere a los parametros para el cultivo de un microorganismo,
e incluye la composicién quimica y las propiedades fisicas del medio de cultivo, asi como la temperatura, agitacion,
contencion y duracion del cultivo y cualquier otro parametro que pueda efectuar el crecimiento del microorganismo.
Por tanto, en realizaciones particulares, un cultivo puede mantenerse a cualquier temperatura fuera, a cualquier
temperatura entre 33 °C y 43 °C y puede llevarse a cabo a aproximadamente 33 °C, 34 °C, 35 °C, 36 °C, 37 °C, 38
°C,39°C,40°C,41°C,42°C043°Coentre33°Cy 34 °C,34°Cy35°C,35°Cy36°C,36°Cy37°C,37°Cy38
°C,38°Cy39°C,39°Cy40°C,40°Cy41°C,41°Cy42°C,042°Cy43°Coaunatemperatura de entre 34 °C y
43 °C, o0 entre 35°Cy 42 °C,o0entre 36 °Cy 42 °C,38°Cy42°Coentre 39°Cy41°Coentre 39°Cy40°Co
entre 38 °C y 39 °C, o entre 39 °C y 40 °C, o entre 40 °C y 41 °C, o entre 41 °C y 42 °C o entre 42 °C y 43 °C o entre
0 a cualquier otro intervalo de temperaturas compatible con el crecimiento de las bacterias de interés. En
realizaciones particulares, la temperatura del cultivo puede ser de aproximadamente 39 °C. Se entendera que las
temperaturas por encima de 43 °C y por debajo de 33 °C también se pueden usar para cultivar microorganismos
usando los medios descritos en el presente documento, sin embargo, se ha descubierto que cuando se desea
cultivar E. coli spp o Salmonella spp, las temperaturas fuera del intervalo entre 43°C y 33°C pueden permitir un
crecimiento relativamente mas rapido de otros microorganismos no deseados o ser menos eficaz al promover el
crecimiento del microorganismo de interés. El pH del medio de cultivo generalmente se establece entre 7 y 8, por
ejemplo, en realizaciones particulares es o esta aproximadamente a7,0,7,1,7,2,7,3,7,4,7,5,7,6,7,7,7,8,7,9, 8,0,
8,1,8,.2,8,3,84, 8,5, 8,6, 8,7, 8,8, 8,9 0 9,0 0 puede estar en intervalos delimitados mediante dos valores cualquiera
de los anteriores. Por lo tanto, en realizaciones particulares, el pH del medio de cultivo esta en intervalos con limites
inferiores de 7,0, 7,1,7,2,7,3,7,4,7,5,7,6,7,7, 7,8 0 7,9 y con limites superiores de 7,1,7,2,7,3,7,4,7,5, 7,6, 7,7,
78,79, 8,0, 8,1, 8,2, 8,3, 84, 85, 8,6, 8,7, 8,8, 8,9, 0 9,0. En una realizacién, el medio tiene un pH entre 7,8 y 8,4,
en otra realizacion, el medio tiene un pH entre 7,9 y 8,3 y en una realizacién adicional mas, el medio tiene un pH
entre 8,0 y 8,2.

Se entendera que un pH fuera del intervalo de pH 7-9 alun se puede usar en las realizaciones, pero que la eficacia y
selectividad del cultivo se puede ver afectada de manera adversa. Un cultivo puede crecer durante cualquier periodo
deseado tras la inoculaciéon con una muestra, pero se ha descubierto que, en realizaciones, un periodo de cultivo de
7 horas es suficiente para enriquecer el contenido de Salmonella spp o E. coli spp de manera suficiente como para
permitir el ensayo mediante métodos normales. Sin embargo, en realizaciones alternativas con propositos
particulares, el periodo de cultivo serd mayor o menor y sera de hasta o menos de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14 o mas horas. Los expertos en la materia seleccionaran facilmente un periodo de cultivo adecuado para
satisfacer requerimientos particulares.

En la presente divulgacion, un "microorganismo” se refiere a una bacteria, que puede ser una bacteria patdgena vy,
en realizaciones, es Salmonella spp o E. coli spp. En realizaciones particulares, la Salmonella es Salmonella
typhimurium, y la E. coli es E. coli 157, E. coli productora de toxina Shiga (STEC) o E. coli enterohemorragica
(EHEC).

En la presente divulgacién, "detectar" un microorganismo, se refiere a cualquier proceso para observar la presencia
0 ausencia de un microorganismo, o un cambio en la presencia de un microorganismo, en una muestra bioldgica,
tanto si realmente se detecta o no el microorganismo o el cambio en el microorganismo. En otras palabras, el hecho
de ensayar una muestra para un microorganismo o un cambio en el nivel de un microorganismo, es una "deteccion”,
incluso si se determina que el microorganismo no esta presente o esta por debajo del nivel de sensibilidad. La
deteccion puede ser una observacién cuantitativa, semicuantitativa o no cuantitativa y puede basarse en una
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comparacioén con una o mas muestras de control. La deteccién se puede aplicar a cualquier muestra en la que se
quiera evaluar la presencia o ausencia del microorganismo, y en realizaciones particulares pero sin limitar la
generalidad de lo anterior, una muestra es o comprende cualquier forma de material bioldgico y puede comprender,
molida o sin moler, carne, aves de corral, pescado, marisco, vegetales, fruta, productos lacteos, leche, huevos,
alimentos envasados, alimentos enlatados, alimentos embotellados, o alimentos envueltos o almohadillas para fregar
o toallitas. Se entendera que son posibles una variedad de metodologias de deteccidn y que éstas seran facilmente
seleccionadas e implementadas entre los expertos en la materia. En realizaciones particulares, la deteccion se lleva
a cabo usando métodos de PCR, PCR en tiempo real, lectinas, difusién simple, difusiéon lateral, deteccién
inmunoldgica, flujo lateral o flujo continuo y tales métodos incluyen ensayos basados en EIA y ELISA y pueden
implicar la incorporacién de deteccidon por fluorescencia o colorimetria, pueden incluir la tecnologia
inmunocromatografica y pueden incorporar técnicas moleculares tales como la hibridacion del ADN y ensayos
basados en PCR. En realizaciones, la detecciéon se lleva a cabo usando la metodologia de ensayo y aparatos
MICT™ de FoodChek™ en donde se calienta una alicuota de cultivo enriquecido para eliminar el analito diana. La
muestra calentada se carga en un casete de flujo lateral, que esta compuesto de un lecho de muestra/conjugado que
contiene particulas magnéticas de tamafio nanométrico conjugadas con un anticuerpo que se unira al antigeno del
patégeno. Los ensayos también contienen un segundo anticuerpo en una tira estrena denominada zona de captura.
El flujo capilar toma el liquido cargado a través del lecho de muestra hacia el lecho conjugado, donde las bacterias
dianas se unen a las particulas cubiertas de anticuerpo. Este complejo inmunitario fluye en la tira de ensayo hacia la
zona de captura. El resultado es una acumulacién de particulas magnéticas en la zona de captura. Si el patégeno
diana esta ausente, los complejos inmunitarios no se forman, las particulas no se acumulan en la linea de captura, y
el resultado del ensayo es negativo. Adicionalmente, aguas abajo, una linea de control que se ha despojado de
manera similar pero con un reactivo diferente verifica que el ensayo se ha realizado de manera correcta y que los
reactivos aun son activos. El casete se lee en un instrumento capaz de detectar bajas concentraciones de particulas
magnéticas. Este detector detecta pequefios cambios en un campo magnético a lo largo de la tira de ensayo a
medida que pasa por debajo de un grupo de bobinas de deteccion. Las bobinas se enrollan en direcciones alternas,
de manera que se genera un perfil de sefial caracteristico por la presencia de particulas magnéticas unidas a las
lineas de control o de ensayo. El instrumento compara la sefial de deteccion con un valor umbral positivo codificado
en el codigo de barras pegado en cada casete individual y entonces comunica un resultado positivo o negativo. Los
resultados se presentan en la pantalla de cristal liquido del instrumento y se imprimen o se transfieren a un
ordenador relacionado. Ademas de todos los parametros de analisis, el codigo de barras también codifica el nombre
de ensayo, el numero del lote, la fecha de expiraciéon, que se imprimen junto con el resultado del ensayo. Se
entendera que una variedad de procedimientos de ensayo reconocidos para Salmonella spp, E. coli spp y otros
microorganismos son ampliamente conocidos por los expertos en la materia y que tales expertos en la materia
combinaran facilmente de manera adecuada tales métodos de deteccion con los cultivos y los métodos de cultivo
descritos en el presente documento. A modo ilustrativo y no limitante, En realizaciones particulares, los posibles
métodos de deteccion incluyen o usan la materia objeto descrita en cualquiera de los documentos US6483303; US
6597176; US6607922; US6927570; US7323139 y explica adicionalmente la metodologia de ensayo MICT™ de
FoodChek™ que se puede usar de manera opcional en o con las realizaciones de los mismos.

En la presente divulgacion, la expresion "biolégicamente eficaz" se refiere a un compuesto, compuesto quimico o
mezcla o combinacién de compuestos o compuestos quimicos que tiene el efecto biolégico deseado. Por tanto, la
referencia a una mezcla biolégicamente eficaz o combinacién de una alcanolamina y un compuesto de cobalamina
se refiere a que la mezcla tiene el efecto deseado de promover preferentemente el crecimiento del microorganismo
deseado y, en realizaciones, el microorganismo puede ser uno o mas de una E. coli spp. o una Salmonella spp.

En la presente divulgacion, el término "concentrado" cuando se usa en referencia con uno o0 mas compuestos
quimicos o componentes, significa una preparacion que contiene un compuesto quimico o componentes o mezcla de
compuestos quimicos o componentes en concentraciones significativamente mayores que sus concentraciones de
trabajo deseables. Por tanto, por ejemplo, si es deseable usar un compuesto quimico en una concentracion de 0,02
M, entonces una solucion concentrada adecuada del compuesto quimico puede ser una solucion 20 M, de manera
que la adicién de la solucidon concentrada a, por ejemplo, un medio de cultivo, puede lograr la concentraciéon de
trabajo deseada sin alteracién material de otra manera de la concentracion de otros componentes del medio de
cultivo.

En la presente divulgacion, las expresiones "promover de manera preferente el crecimiento de" un organismo
especifico, y "cultivar de manera preferente" un microorganismo y expresiones similares, se usan en referencia a
condiciones de cultivo que promueven o soportan el crecimiento del microorganismo especifico en preferencia del
crecimiento de otros microorganismos. Por lo tanto, en realizaciones se desvelan métodos y medios que dan como
resultado un elevado crecimiento y division de Salmonella spp. y E. coli spp., con preferencia a otros
microorganismos. Por lo tanto, las expresiones indican condiciones en donde el crecimiento del microorganismo
especifico se potencia en relacién con otros microorganismos en una muestra, de manera que el crecimiento de los
otros microorganismos se puede inhibir o se puede aumentar, pero que en cualquier caso, la proporcion del
microorganismo deseado y promovido se elevard en relacion con otros microorganismos en el cultivo. En
realizaciones, el crecimiento en un cultivo puede ser exclusivamente o exclusivamente de manera sustancial el
crecimiento del microorganismo de interés.

En la presente divulgacion, las expresiones "muestra" y "muestra biolégica" tienen el mismo y mas amplio significado
consistente con su contexto y se refiere de manera general y sin limitacién a cualquier cosa que se desee ensayar
para la presencia de uno o mas microorganismos de interés, e incluye todas las materias objeto tanto si contiene
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realmente como si no cualquier microorganismo, o cualquier microorganismo de interés y tanto si contiene como si
no Salmonella spp o E. coli spp. En realizaciones, se puede obtener una mezcla tomando una parte o porcién, o
mediante el uso de un hisopo, toallitas, filtro, frotis o cualquier otro método adecuado, todas las cuales se
entenderan facilmente y se implementaran y seleccionaran por aquellos expertos en la materia. En realizaciones
particulares, una muestra es o comprende material alimenticio o es o comprende material vegetal o animal o es o
comprende carne, marisco, pescado, vegetales, fruta, ensaladas, comidas prefabricadas, huevos, productos lacteos,
materiales alimenticios combinados o sin combinar, productos enlatados o cualquier otra forma de productos frescos,
crudos, cocidos, sin cocer, congelados, refrigerados, molidos, ftriturados, enlatados, envasados, tratados
térmicamente, secos, conservados, refinados o en conserva cualesquiera. En realizaciones adicionales, se puede
tomar una muestra del ambiente, de una superficie, de un recipiente o de una localizacion en donde se desea
determinar si esta presente un microorganismo de interés, por ejemplo, y sin limitacion, superficies de cocina,
superficies de coccion, recipientes de almacenamiento de alimentos, cubiertos, refrigeradores, congeladores,
recipientes de exposicion, materiales de embalaje, animales y plantas vivas y cualquier otro ambiente, localizacion,
superficie o material cualesquiera que pueda ser de interés para un usuario. Los expertos en la materia entenderan e
implementaran métodos adecuados para seleccionar, obtener y manejar cualquier muestra para su uso en las
realizaciones. En realizaciones seleccionadas, las muestras son muestras de carne, pescado, marisco, vegetales,
huevos o productos lacteos.

Medio de cultivo de una realizacion:

En una realizaciéon se describe un medio de cultivo que comprende concentraciones biolégicamente eficaces de: un
compuesto de cobalamina y una alcanolamina. En variantes de la realizacién y sin limitar otras variantes de la
realizacion, el compuesto de cobalamina se selecciona del grupo que consiste en cobalamina, metilcobalamina,
adenosilcobalamina, hidroxicobalamina y cianocobalamina. En variantes particulares de la realizacion, la
alcanolamina es etanolamina. En realizaciones, el medio de cultivo es un medio de cultivo bacteriano y, en
realizaciones, las bacterias son o incluyen Salmonella spp y E. coli spp. o cualquiera de las anteriores. En variantes
particulares de la realizacién, las bacterias son o pueden incluir Salmonella typhimurium, E. coli 157, E. coli
productora de toxina Shiga o E. coli enterohemorragica.

En variantes particulares de la realizacion, el compuesto de cobalamina esta presente a una concentracion de mas
de 0,002 My la alcanolamina esta presente a una concentracion de mas de 0,001 mg/litro.

En una serie de variantes, la E. coli es E. coli 157 y la Salmonella es Salmonella typhimurium y en una realizacion, la
muestra bioldgica es una muestra de alimento, que puede ser una muestra de carne y puede ser una muestra de
carne molida.

Ejemplo de la realizacion:

La composicion y el uso de un ejemplo no limitante de la composiciéon y el uso de un ejemplo de un medio de
acuerdo con la realizaciéon es tal como sigue.

Para preparar el medio, suspender 14,2 g de constituyentes del medio principal en polvo en 1 litro de agua destilada.
La composicidn del medio principal de acuerdo con el ejemplo se muestra en la Tabla 3. Dispensar en un recipiente
final y esterilizar mediante autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Enfriar a temperatura ambiente. Antes de su uso,
afadir 2 ml por litro de solucion de etanolamina (suplemento 1) y 0,5 ml por litro de vitamina B12 (suplemento 2).
Mezclar bien. Estos suplementos se ilustran adicionalmente en la Tabla 4. El pH del medio esta entre 7,9 y 8,5, con
un valor objetivo de aproximadamente 8,2.

Se entendera que aunque se proporciona la informacién del fabricante para los componentes, esto es solo a modo
de ejemplo, y no a modo de limitacién. Los expertos en la materia entenderan facilmente que los mismos materiales
o equivalentes o las calidades adecuadas se pueden obtener a partir de un intervalo de fuentes alternativas y los
expertos en la materia determinaran facilmente las alternativas adecuadas a los componentes enumerados en la
Tabla 3.
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Tabla 3: Composicion de un medio principal segun la realizacién

Producto Fabricante (n.° de cat.) Ca(r;:lilc)iad
Agua desionizada 11
Dihidrato de cloruro de calcio (CaCl2.2H20) BDH Chemicals (M061932) 0,013
Fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) Sigma (P5655) 3
Sulfato de magnesio anhidro (MgSQa4) BDH Chemicals (BDH0246) 0,12
Cloruro de sodio (NaCl) Fisher Scientific (S671) 0,5
Extracto de levadura Bacto TM BD Biosciences (212750) 3
Fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4) American Chemicals LTD (7558-79-4) 6
Piruvato de sodio (CH3COCOONa) Sigma (Fluka) 15990 19
Sulfato ferroso (FeS0O4) Sigma-Aldrich 0,019¢g
Acido citrico (CsHsO7) Sigma/Aldrich (251275) 0,547 g
(Total de los ingredientes anteriores) (14,2 g)

Tabla 4: Suplementos afiadidos al medio principal para formar medio final para su uso

Producto Fabricante (n.° de cat.) Ca(nntlllc)iad
Etanolamina (solucién) 16,6 M (suplemento 1) Sigma (E0135) 2
g)olucmn de vitamina B12 de 1 mg/ml (suplemento Sigma (V6629) 05

Para el control de calidad

Realizacién: Ensayar 10 ml por litro de medio preparado mediante inoculacién con S. typhimurium ATCC 14028 y E.
coli O157:H7 ATCC 43895. Ambas deberian crecer en el medio tras un periodo de incubacién adecuado. El control
negativo es incubar el mismo medio durante el mismo tiempo o mas sin ningun inoculante. No deberia haber
crecimientos evidentes bacterianos o de microorganismos.

Cuando la anterior mezcla (también denominada caldo "base" o "principal” o "medio") se ha enfriado, se afiade una
composicion para el enriquecimiento o la suplementaciéon del caldo principal, la composicion que comprende
etanolamina y vitamina B12. En la practica, la etanolamina y la vitamina B12 se pueden anadir al medio justo antes
de su uso. Los expertos en la materia entenderan que la solucién de vitamina y la etanolamina se debe esterilizar
antes de su uso. En una realizacién, la solucion de vitamina B12 se prepara mezclando 1 mg de vitamina B12 por ml
de agua (1 mg/ml) y la etanolamina concentrada y la solucién de vitamina B12 se esterilizan con filtro antes de su
uso.

Los expertos en la materia también entenderan facilmente que, por acuerdo, el caldo base o el caldo completo se
puede preparar como un concentrado y diluir con agua estéril cuando se desee usar.

En realizaciones, una muestra biolégica se afiade después a un volumen deseado de medio enriquecido y se
mantiene a una temperatura deseada durante un periodo deseado. Cuando el microorganismo a detectar es
Salmonella spp, entonces un ejemplo de la temperatura de la realizacion del medio de cultivo esta entre
aproximadamente 38 °C y 40 °C y en una variante adicional es aproximadamente 39 °C. En realizaciones, el cultivo
se mantiene a la temperatura deseada, con cualquier agitacion deseada o necesaria, durante cualquier periodo de
tiempo deseado. Cuando el propdsito del cultivo es la deteccién del microorganismo de interés, entonces la duracién
del cultivo de aproximadamente siete (7) horas 0 mas puede ser adecuada para la mayoria de los procedimientos de
ensayo, pero en variantes de realizaciones particulares, se elegiran periodos de tiempo de al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10 o méas horas. Sin embargo, los expertos en la materia ajustaran facilmente la duracién, agitacién y
temperatura de las condiciones del cultivo como pueda ser necesario o deseable para propdsitos particulares.

Métodos de cultivo de acuerdo con una realizacion:

En una realizacién adicional se describe un método para cultivar una muestra bioldgica, el método que comprende la
etapa de incubar la muestra en presencia de concentraciones bioldgicamente eficaces de: un compuesto de
cobalamina y una alcanolamina. En variantes de la realizacion, el medio es el medio de acuerdo con una realizacién
de medio de cultivo. En realizaciones particulares, el compuesto de cobalamina se selecciona del grupo que consiste
en cobalamina, metilcobalamina, adenosilcobalamina, hidroxocobalamina y cianocobalamina; y en realizaciones, la
alcanolamina es etanolamina. El método de acuerdo con la realizacion puede ser un método para cultivar bacterias.
En variantes de la realizacioén, las bacterias son Salmonella spp o E. coli o incluyen tanto Salmonella spp como E.
coli spp. En variantes de la realizacion, las bacterias incluyen Salmonella typhimurium, E. coli 157, E. coli productora
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de toxina Shiga o E. coli enterohemorragica. En variantes de la realizacion, la alcanolamina puede estar presente a
una concentracién de mas de 0,002 M, 0,02M, o 0,2 M y el compuesto de cobalamina puede estar presente a una
concentraciéon de mas de 0,001 g/litro, 0,01 g/litro o 0,1 g/litro. En realizaciones, el método es para detectar
Salmonella spp o E. coli spp o0 ambas en una muestra biolégica.

En realizaciones, el método comprende una etapa de PCR, unién a lectina, difusion simple, difusion lateral, unién de
anticuerpos, flujo lateral o flujo continuo.

En realizaciones adicionales, el método es un método para cultivar preferentemente Salmonella spp. y E. coli spp en
un medio, el método que comprende suplementar el medio con concentraciones biolégicamente eficaces de un
compuesto de cobalamina y una alcanolamina.

Suplementos de los medios de acuerdo con una realizacion:

En una serie adicional de realizaciones se describen composiciones para suplementar un medio de cultivo. En
realizaciones, tal composicion comprende un compuesto de cobalamina y una alcanolamina. En variantes de la
realizacion y sin limitacion, el compuesto de cobalamina se selecciona del grupo que consiste en cobalamina,
metilcobalamina, adenosilcobalamina, hidroxocobalamina y cianocobalamina. En realizaciones, la alcanolamina es
etanolamina. En realizaciones, las composiciones son para el crecimiento de bacterias. En realizaciones, las
bacterias son o incluyen Salmonella spp o E. coli spp y en realizaciones son Salmonella typhimurium, E. coli 157, E.
coli productora de toxina Shiga o E. coli enterohemorragica.

Métodos para detectar bacterias segun una realizacion:

En una realizaciéon adicional, se desvelan métodos para detectar bacterias en una muestra bioldgica. En
realizaciones y sin limitar otras realizaciones, las bacterias son o incluyen E. coli spp o Salmonella spp o ambas. En
variantes particulares de la realizacién, el método comprende el cultivo de la muestra en presencia de una
combinacién biolégicamente eficaz de etanolamina y un compuesto de cobalamina. En realizaciones, el compuesto
de cobalamina se selecciona del grupo que consiste en metilcobalamina, adenosilcobalamina, hidroxocobalamina y
cianocobalamina.

En una variante de la realizacioén, se describe un método para detectar microorganismos que pueden ser Salmonella
spp o E, coli spp en una muestra. En variantes de la realizacion, el método comprende las etapas de, de manera
secuencial: cultivar la muestra en un volumen de medio que comprende cantidades biolégicamente eficaces de
etanolamina y compuesto de cobalamina; y detectar la E. coli spp o Salmonella spp en el cultivo. En la realizacién,
las concentraciones de etanolamina y vitamina B12 se eligen de acuerdo con otras realizaciones. En realizaciones,
el cultivo se incuba durante un tiempo adecuado a temperatura adecuada y otras condiciones para permitir el
crecimiento del microorganismo de interés antes de detectar el microorganismo. En realizaciones particulares, la
deteccion comprende detectar las bacterias mediante el uso de métodos de PCR, lectinas, difusién simple, difusion
lateral, deteccidon inmunoldgica, flujo lateral o flujo continuo o puede usar cualquier otra metodologia de deteccion
adecuada.

Tras cultivar los microorganismos en los medios de acuerdo con una realizacién durante un periodo de tiempo
adecuado en las condiciones de cultivo adecuadas, la presencia del microorganismo de interés se detecta mediante
uno cualquiera de los métodos facilmente evidentes para los expertos en la materia. Tales métodos incluyen pero no
se limitan a métodos de deteccion mediante PCR, deteccion mediante PCR en tiempo real, union a lectina, difusion
simple, difusion lateral, deteccion inmunoldgica, flujo lateral o flujo continuo. Sin limitacion, los métodos
inmunolégicos incluyen la inmunoprecipitacion, transferencias, inmunorradioensayo o inmunoprecipitacion asociada
con ligandos magnéticos o puede comprender cualquier otro método inmunolégico adecuado. En realizaciones
particulares, una alicuota del cultivo se calienta o se trata de otro modo para eliminar el microorganismo antes del
ensayo. La muestra calentada se procesa a través de la metodologia derivada para identificar la presencia de
antigenos o secuencias de acido nucleicos de diagndstico del microorganismo de interés.

En una realizacion, el medio se usa en combinacion con la metodologia de ensayo propiedad de FoodChek. Tal
metodologia se denomina MICT en el presente documento. De manera general, en una realizacién del proceso
MICT, una alicuota del cultivo enriquecido se puede calentar para eliminar el analito diana. La muestra calentada se
carga en un casete de flujo lateral, que esta compuesto de un lecho de muestra/conjugado que contiene particulas
magnéticas de tamafo nanométrico conjugadas con un anticuerpo que se unira al antigeno del patégeno. Los
ensayos también contienen un segundo anticuerpo en una tira estrena denominada zona de captura. El flujo capilar
toma el liquido cargado a través del lecho de muestra hacia el lecho conjugado, donde las bacterias dianas se unen
a las particulas cubiertas de anticuerpo. Este complejo inmunitario fluye en la tira de ensayo hacia la zona de
captura. El resultado es una acumulacion de particulas magnéticas en la zona de captura. Si el patégeno diana esta
ausente, los complejos inmunitarios no se forman, las particulas no se acumulan en la linea de captura, y el
resultado del ensayo es negativo. Adicionalmente, aguas abajo, una linea de control que se ha despojado de manera
similar pero con un reactivo diferente verifica que el ensayo se ha realizado de manera correcta y que los reactivos
aun son activos. El casete se lee en un instrumento capaz de detectar bajas concentraciones de particulas
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magnéticas. Este detector detecta pequefios cambios en un campo magnético a lo largo de la tira de ensayo a
medida que pasa por debajo de un grupo de bobinas de deteccion. Las bobinas se enrollan en direcciones alternas,
de manera que se genera un perfil de sefial caracteristico por la presencia de particulas magnéticas unidas a las
lineas de ensayo o de control. El instrumento compara la sefial de deteccion con un valor umbral positivo codificado
en el codigo de barras pegado en cada casete individual y entonces comunica un resultado positivo o negativo. Los
resultados se presentan en la pantalla de cristal liquido del instrumento y se imprimen o se transfieren a un
ordenador relacionado. Ademas de todos los parametros de analisis, el codigo de barras también codifica el nombre
de ensayo, el numero del lote, la fecha de expiracién, que se imprimen junto con el resultado del ensayo. Las
realizaciones de los métodos MICT y los aparatos se exponen en uno o varios de los documentos US7323139,
US6927570, US6607922, US6597176, US6518747, US6483303, US 6046585, US6275031, US6437563.

Los expertos en la materia entenderan facilmente que se puede usar una amplia variedad de metodologias de
ensayo.

Los medios de acuerdo con las realizaciones pueden reemplazar al menos la primera etapa de enriquecimiento en
protocolos convencionales para el aislamiento y la identificacion de Salmonella.

En realizaciones, es posible alcanzar los niveles de microorganismo diana requerido para algunas tecnologias de
deteccion actuales (es decir, aproximadamente de 10% a 10* ufc/ml) en aproximadamente 7 h de incubacién a partir
de un indéculo inicial que puede comprender tan poco como aproximadamente 1 ufc. En otras realizaciones, puede
ser posible alcanzar tales niveles. En realizaciones, la deteccién puede usar procesos MICT. En realizaciones, la
muestra inicial puede ser carne y la muestra puede ser de aproximadamente 375 g de carne, sin embargo, los
expertos en la materia reconoceran que se pueden seleccionar muestras de cualquier tamafio y naturaleza
adecuadas para propositos particulares.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan como ilustraciones de las realizaciones y no limitan el alcance de la materia
objeto de las diversas realizaciones reivindicadas.

La Tabla 5 muestra la formula de un medio para cultivar bacterias de Salmonella, también denominado medio de
enriquecimiento de ActeroSalmonella/STEC.

La composiciéon y el uso de un medio de acuerdo con la realizacion es como sigue. Suspender 14,2 g de
constituyentes del medio en polvo en 1 litro de agua destilada. Dispensar en un recipiente final y esterilizar mediante
autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Enfriar a temperatura ambiente. Antes de su uso, afiadir 2 ml por litro de
solucion de etanolamina (suplemento 1) y 0,5 ml por litro de vitamina B12 (suplemento 2). Mezclar bien. El pH del
medio esta entre 7,9 y 8,5, con un valor objetivo de aproximadamente 8,2.

Tabla 5: Composicién de un medio principal segun el ejiemplo

Producto Fabricante (n.° de cat.) Ca(ngtlllc)lad
Agua desionizada 11
Dihidrato de cloruro de calcio (CaCl2.2H20) BDH Chemicals (M061932) 0,013
Fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) Sigma (P5655) 3
Sulfato de magnesio anhidro (MgSOa4) BDH Chemicals (BDH0246) 0,12
Cloruro de sodio (NaCl) Fisher Scientific (S671) 0,5
Extracto de levadura Bacto TM BD Biosciences (212750) 3
Fosfato de sodio dibasico (NazHPO4) American Chemicals LTD (7558-79-4) 6
Piruvato de sodio (CH3COCOONa) Sigma (Fluka) 15990 19
Sulfato ferroso (FeSOa4) Sigma-Aldrich 0,019g
Acido citrico (CeHsO7) Sigma/Aldrich (251275) 0,547 g
(Total de los ingredientes anteriores) (14,2 g)
Enfriar el medio principal y afadir lo siguiente:
Producto Fabricante (n.° de cat.) Ca(r:::gad
Etanolamina (solucion) 16,6 M (suplemento 1) Sigma (E0135) 2
g,)olumon de vitamina B12 de 1 mg/ml (suplemento Sigma (V6629) 05
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Para el control de calidad

Realizacion: Ensayar 10 ml por litro de medio preparado mediante inoculacion con S. typhimurium ATCC 14028 y E.
coli O157:H7 ATCC 43895. Ambas deberian crecer en el medio tras un periodo de incubacién adecuado. El control
negativo es incubar el mismo medio durante el mismo tiempo o mas sin ningun inoculante. No deberia haber
crecimientos evidentes bacterianos o de microorganismos.

Cuando la mezcla (también denominada medio "base" o "principal" o caldo) se ha enfriado, se afiaden la
etanolamina y la vitamina B12. Actualmente, la etanolamina y la vitamina B12 se afiaden al medio justo antes de su
uso. Los expertos en la materia entenderan que la solucion de vitamina y la etanolamina se deben esterilizar antes
de su uso. En la practica, la solucidon de vitamina B12 se prepara mezclando 1 mg por ml de agua (1 mg/ml) o 1 mg
por ml (1 mg/ml) y la etanolamina y la solucion de vitamina B12 se esterilizan con filtro.

Los expertos en la materia también entenderan facilmente que, cuando sea conveniente, el caldo base o el caldo
completo se puede preparar como un concentrado y diluir con agua estéril cuando se desee usar.

Metodologia de ensayo
Se prepara una muestra para muestras compuestas de 325 g de carne de ternera molida.

1. Precalentar los medios base a 39 °C manteniendo los medios durante toda la noche (10-20 horas) en una
incubadora o durante unas pocas horas en un bafio de agua.

2. Anadir inmediatamente antes del enriquecimiento 2 ml de etanolamina y 500 pl de una solucién de 1 mg/ml de
vitamina B12 a 1 | de medios base precalentados. Mezclar a conciencia mediante vértice e inversion.

3. Afadir dos partes de medios precalentados (que contienen tanto etanolamina como vitamina B12) a una parte
de la muestra (por ejemplo, 650 ml de medio suplementado a 325 g de ternera molida) en una bolsa stomacher
equipada con filtro.

4. Someter a la muestra durante 30 segundos a 150 rpm en un Stomacher® 3500.

5. Cerrar la bolsa sin apretar e incubar las muestras para enriquecimiento durante 7 horas a 39 °C en un bafo de
agua. Si se va a analizar un gran numero de muestras, verificar que la temperatura del agua entre las bolsas de
muestra alcanza 39 °C antes de comenzar a registrar el tiempo de incubacion. Es importante controlar con
precision el periodo de enriquecimiento para obtener resultados valiosos y precisos.

6. Tras 7 horas, retirar las muestras del bafio de agua y resuspender los contenidos.

Una vez que la muestra se ha preparado, se puede detectar Salmonella spp. o E.coli spp usando el procedimiento
analitico de FoodChek tal como se describe anteriormente, o usando cualquiera de los métodos de ensayo
convencionales. En un ejemplo, se puede detectar Salmonella spp usando anticuerpos selectivos adecuados. En
realizaciones que usan métodos de deteccién adecuadamente sensibles, la sensibilidad puede ser de 1 ufc/325 g de
ternera molida. Tales métodos de deteccion adecuadamente sensibles pueden comprender el uso de anticuerpos
selectivos.

Ejemplos adicionales

Suministros y reactivos: Agua estéril destilada/desionizada. Cualquier fuente; caldo de tetrationato (TT) -
Laboratorios Quelab, Quebec, Canada; caldo de peptona de soja Rappaport-Vassiliadis (RVS) - Oxoid, Hampshire,
Inglaterra; caldo Rappaport-Vassiliadis (RV); agar xilosa lisina tergitol-4 (XLT4) - Difco Becton Dickinson, Nueva
Jersey, EEUU; agar BG Sulfa (BGS) - Difco Becton Dickinson, Nueva Jersey, EEUU; agar xilosa lisina desoxicolato
(XLD) - Laboratorios Quelab, Quebec, Canada; agar Hektoen Enteric (HE) - Laboratorios Quelab, Quebec, Canad3;
hierro-triple azucar (TSI) - Difco Becton Dickinson, Nueva Jersey, EEUU; agar lisina hierro (LIA) - BBL Becton
Dickinson, Nueva Jersey, EEUU; antisuero de Salmonella - Difco Becton Dickinson, Nueva Jersey, EEUU; kits API
20 E para la identificacion de enterobacterias - Biomerieux, Marcy-L etoile, Francia; agujas de inoculacion de plastico
y 10 pl de bucles calibrados. Cualquier fuente.; Pipetas estériles, 10 ml - cualquier fuente

Aparatos: Incubador estacionario Symphony™ (VWR, EEUU) o equivalente - capaz de proporcionar 39 °C * 0,5;
incubador estacionario, modelo 1555 (VWR, EEUU) o equivalente. - capaz de proporcionar 35 °C + 2,0; Bafio de
agua (Polyscience, EEUU) o equivalente. - capaz de proporcionar 39 °C + 0,5; Bafio de agua, con circulacion,
controlado de manera termostatica (Lindberg/Blue, EEUU) o equivalente - capaz de proporcionar 42 °C + 0,2; Bafio
de agua, con circulacion, controlado de manera termostatica (Lindberg/Blue, EEUU) o equivalente - capaz de
proporcionar 43°C * 0,2; Micropipeta - capaz de dispensar con precisién 500 pl - cualquier fuente; Balanza de carga
superior para pesar muestras de 25, 100 y 325 g - cualquier fuente; Stomacher-Seward modelo 3500 (Seward,
Londres, Inglaterra) o equivalente - para mezclar a conciencia muestras de alimentos en caldo de enriquecimiento;
Stomacher-Seward modelo 400 (Seward, Londres, Inglaterra) o equivalente - para mezclar a conciencia muestras de
alimentos en caldo de enriquecimiento; Mezclador de vortice (VWR, EE.UU.).

Preparacion general del medio: Para preparar Actero Salmonella/STEC, suspender 14,2 g del medio en polvo en un
litro de agua destilada y mezclar bien. Dispensar en un recipiente final y esterilizar mediante autoclave a 121 °C

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2627342 T3

durante 15 minutos. Enfriar a temperatura ambiente. En algunos casos, se ha descubierto que no es necesario tratar
con autoclave el medio si se usa inmediatamente después de su preparacion, pero en este caso, es preferible usar
agua destilada al preparar el medio. Antes de su uso, afiadir 2 ml de suplemento 1 (etanolamina 16,6 M) y 0,5 ml de
sumplemento 2 (1 mg/ml de vitamina B12) a un litro del medio principal en condiciones asépticas.

Preparar otros medios de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Materiales y reactivos adicionales: Placas de agar de tripticasa de soja con sangre de oveja al 5 % (agar sangre)
- BBL Becton Dickinson, Nueva Jersey, EEUU; caldo TT (TT Hajna) - Laboratorios Quelab, Quebec, Canad3;
agar triptona de soja (TSA) - Laboratorios Quelab, Quebec, Canada; Caldo de triptona de soja (TSB) - Oxoid,
Hampshire, Inglaterra; Agar placa de contar (PCA); Solucidon salina tamponada con fosfato (OBS) - Oxoid,
Hampshire, Inglaterra; Agar Rainbow modificado (mRBA) - Biolog, California, EEUU; Agar sulfito de bismuto (BS)
- Difco Becton Dickinson, Nueva Jersey, EEUU; Caldo de lactosa - Laboratorios Quelab, Quebec, Canada; Agua
de peptona tamponada (BPW) - Fluka Analytical, St-Louis, EEUU; Bafio de agua Isotemp (Fisher Scientific,
EEUU) o equivalente. - Capaz de proporcionar 55 °C * 0,2. Los materiales, métodos y reactivos necesarios para
realizar los métodos de referencia se detallan adicionalmente en: Capitulo 4, titulado Isolation and identification of
Salmonella from, meat, poultry and eggs products en USDA/FSIS Microbiology Laboratory guidebook, 32 Edicion,
Rev. n.° 4, http://lwww.fsis.usda.gov/PDF/MLG_4_05.pdf; Capitulo 5B, titulado Detection and Isolation of non-
0157 Shiga-toxin Producing Escherichia coli (STEC) from Meat Products en USDA/FSIS Microbiology Laboratory
guidebook, 32 Edicion, Rev. n.° 1, http://www.fsis.usda.gov/PDF/MIg_5B 01.pdf; Capitulo 5 titulado Salmonella en
FDA Bacterial Analytical Manual, 82 Edicion, Version de noviembre de 2011,
http://www.fda.gov/Food/ScienceResearch/LaboratoryMethods/BacteriologicalAnalyticalManualBAM/ucm070149.

htm

Preparacion de la muestra: La preparacion de la muestra depende del tipo y del tamafio de la muestra. Por lo
tanto, el protocolo para preparar la muestra se elige para reflejar esas condiciones. Los métodos de preparacion
para los tipos de muestra seleccionada se explican adicionalmente a continuacion.

Andlisis: El analisis de las muestras depende de los tipos de las muestras. Por lo tanto, el protocolo para
preparar la muestra se debe elegir para reflejar el tipo de muestra. Interpretacion y comunicacion del resultado
del ensayo: Los resultados se confirman de acuerdo con el capitulo 5 de US FDA Bacteriological Analytical
Manual y los capitulos 4.05 y 5B.01 de USDA FSIS Microbiology Laboratory Guidebook. Los expertos en la
materia entenderan bien ambos.

Estudios de validacion interna:

Se realizaron los siguientes estudios de validacion:

1. Estudios de robustez:

Los estudios de robustez se llevaron a cabo para evaluar el efecto de modificar dos parametros: la temperatura y el
tiempo de incubacion. Las variables de robustez y sus respectivos intervalos se muestran en la Tabla 6.

Metodologia: Cada condicién del intervalo del ensayo se evalué mediante el analisis del crecimiento de tres cultivos
puros en placas de agar selectivas. Se eligié S. typhimurium ATCC 14028 como representativa de Salmonella spp. y
los resultados se analizaron en placas de agar XLT4 y BGS. Se eligi6 E. coli 0157:H7 ATCC 43895 como STEC y se
analizdé en agar Rainbow modificado y se eligid E. faecalis ATCC 19433 como la cepa no diana y se analizé en
XLT4, BGS y agar Rainbow modificado.

Para los tres pardmetros, las cepas se cultivaron en estrias en agar de tripticasa de soja con sangre de oveja al 5 %
(también denominado agar sangre) y se incubaron durante toda la noche a 35 °C + 1 °C. Se transfirieron unas pocas
colonias de las cepas diana a 9 ml de TSB durante 6-7 horas a 35 °C = 1 °C. Se diluy6 cada cultivo a 1:10 en TSB
fresco y se incubaron durante toda la noche a la misma temperatura. Después se diluyeron estos cultivos para
obtener un nivel de inoculacion fraccional (0,5 UFC por muestra) en el caldo de Actero Salmonella/STEC. Los
cultivos crecieron usando el protocolo convencional excepto para el parametro evaluado.

Para la cepa no diana, se us6 la misma metodologia de cultivo excepto que el nivel de inoculacién fue 10 veces
mayor. Se probaron diez réplicas de cada diana y 5 réplicas de la no diana para cada parametro.

Resultados: Segun el analisis de PDD (probabilidad de deteccién) realizado en los resultados, no se observaron
diferencias significativas (Tabla 6). El intervalo de confianza entre la dPDD (diferencia en la probabilidad de
deteccién) de condiciones extremas contiene un cero, de manera que no hay diferencia estadistica entre cada
parametro. Por lo tanto, los cambios minimos de temperatura y los tiempos ensayados no afectaron de manera
significativa a la capacidad de Actero Salmonella/STEC para recuperar S. typhimurium ATCC 14028 y E. coli
0157:H7 ATCC 43895. La presencia de la cepa no diana E. faecalis ATCC 19433 en las muestras de Actero
Salmonella/STEC no se detectd en ningln caso (datos no mostrados).
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2. Estudios de inclusion:

Se analizaron ciento nueve (109) cepas de Salmonella (Tabla 7) que representan casi todas las especies de
Salmonella (incluyendo las cepas positivas en lactosa) y 50 cepas de E. coli productoras de toxina Shiga (STEC)
(Tabla 8), que representan especies STEC (cepas que pertenecen a los "seis grandes" y a la familia E. coli 0157) se
analizaron para ensayar la capacidad del caldo para enriquecer Salmonella spp. y cepas de STEC.

Metodologia: Todas las cepas de Salmonella spp. y STEC se cultivaron en estrias en agar sangre y se incubaron
durante toda la noche a 35 °C. Se transfirieron unas pocas colonias a 10 ml de TSB durante 6-7 horas a 35 °C. Cada
cultivo se diluyé a 1:10 en TSB fresco y se cultivd durante toda la noche a la misma temperatura. El cultivo se diluyoé
después para inocular una baja concentracion (entre 1,0 y 20 UFC/ml) de la cepa en el caldo de Actero
Salmonella/STEC. Cada cepa se cultivé por triplicado. Los cultivos crecieron a 39 + 0,5 °C durante 7 h en un bafio
de agua. El crecimiento de las cepas de Salmonella se analizé mediante el cultivo en estrias de 10 uyl de cada
muestra en placas de agar selectivas de Salmonella (XLT4, BGS, XLD y HE). Para cepas de STEC, se confirm¢ el
crecimiento mediante el cultivo en estrias en placas de agar Rainbow modificado.

Resultados: Los resultados del estudio de inclusion se resumen en las tablas 7 y 8 respectivamente para cepas de
Salmonella spp y de STEC. Entre las 110 cepas de Salmonella ensayadas en el caldo de Actero Salmonella/STEC,
6 mostraron un crecimiento lento y 3 no crecieron. En total, 106 de 109 (el 97,2 %) cepas de Salmonella crecieron en
el caldo Actero Salmonella/STEC y se pudieron identificar en placas especificas de agar selectivo. En lo referente a
las especies de STEC, las 50 (el 100 %) cepas ensayadas crecieron en el caldo de Actero Salmonella/STEC y se
pudieron identificar en placas de agar selectivo, pero 2 mostraron un crecimiento mas lento en comparacioén con las
otras. Por lo tanto, en general, el 98,1 % de las cepas diana se identificaron en las condiciones usadas para el
enriguecimiento.
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Tabla 8: Lista de STEC spp. - Resultados del estudio de inclusion

n.° ':3'::;: iigi:g:sy Cepa Fuente? Resultado
1 MSRO144 ESChegggia coli Ovino (13918) EcL +
2 MSR0136 Escgggf%%co" Campo aislado EcL +
3 MSR0207 Escgggfnﬁ coli Bovino (EC19960464) PHAC +
4 MSR0208 Escgggfniﬁ coli Humano (EC19970119) PHAC +
5  MSR0209 Escgi{i;mg coli Bovino (EC19940040) PHAC +
6  MSR0210 Escgmg coli Humano (EC19970074) PHAC +
7 MSRO0211 ESC*(‘;{EEZ coli Humano (EC19970086) PHAC +
8  MSR0212 Escr(ljeiisc:mg coli Humano (EC19970358) PHAC +
9  MSR0138 Esc“‘gif&i’a coli Ovino (13857) EcL +
10 MsRot3g  seheriefacol Ovino (13858) EcL ¥
11 MsRotgp  Eeenerehacol Ovino (13862) EcL +
12 MSRO141 ESChg;Cg‘;a coli Ovino (13863) EcL +
13 MSR0142 Esc“‘g;‘:&i’a coli Ovino (13864) EcL +
14  MSR0143 ESChg;‘g‘?i’a coli Ovino (13897) EcL +
15 MsRotas  =oenerehacol Ovino (13926) EcL +
16 MSR0146 ESChg;Cg‘;a coli Ovino (13928) EcL +
17 MSR0137 ESChg;Cg‘?ia coli Bovino (10368) EcL +
18 MSRot3s  -Sehenehia col Campo aislado Centro de ref. de ¥
19 MsRot34  seherioniacol Campo aislado Centro de ref. de ¥
20 MSR0213 Escg‘ﬂ‘ﬂ%co'i Bovino (EC19930467) PHAC +
21 MSR0214 Escg?qﬁm%co" Bovino (EC20000612) PHAC +
22 MSR0215 Escé‘gagimilawlco" Humano (EC20000927) PHAC +*
23 Msrozte  ESIEemacol yymang (EC19960807) PHAC "
24 MsRoz17  Esghenichia ol Humano (EC19990161) PHAC +
25  MSR0218 Esgqez”ﬂm go" Humano (EC20020234) PHAC +
26 MSR0219 Esgqez”mﬁ go" Bovino (EC20040083) PHAC +
27 MSR0220 Escé‘fjgf‘,\ilawlco" Humano (EC20020231) PHAC +
28 MsRozz1  Cogherioacol Humano (EC19970355) PHAC +
29  MSR0222 Esghf‘{mggo" Humano (EC19990166) PHAC +
30 MSR0223 Escé‘ﬂigmaMco'i Humano (EC19990324) PHAC +
31  MSR0293 Escg?g‘;f‘li_ﬁco" ATCC 35150 EcL +
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n.° d . Cepa Fuente?® Resultado
e cepa especies

Escherichia coli ATCC 43895 (aislado a

52 MSR0284 0O157:H7 partir de ternera molida) Ecl *
Escherichia coli Aislado a partir de ternera .

33 MSR0295 0157:H7 molida (H3-FC-2) Desconocido +

34 MsRo2o6  ESDCINACOl  camps aisiado (CRDA 506) CRDA -
Escherichia coli Aislado a partir de salchicha

35 MSR0297 . (California EE.UU.) (CRDA CRDA +

0157:H7 507)

Escherichia coli Aislado a partir de salami

36  MSR0133 0157:H7 (CRDA 508) CRDA ¥
Escherichia coli A partir de una infeccién

37 MSR0298 0157:H7 téxica alimentaria (EE.UU., CRDA +

) 1993) (CRDA 509)

Escherichia coli A partir de una infeccion

38 MSR0299 0157:H7 téxica alimentaria (MEC-1) LSPQ ¥
Escherichia coli A partir de una infeccion

39 MSR0300 0157:H7 téxica alimentaria (MEC-2) LSPQ *
Escherichia coli A partir de una infeccion

40 MSROS01 0O157:H7 téxica alimentaria (MEC-3) LSPQ *
Escherichia coli A partir de una infeccién

41 MSR0302 0O157:H7 téxica alimentaria (MEC-4) LSPQ *
Escherichia coli A partir de una infeccion

42 MSR0303 O157:H7 téxica alimentaria (MEC-5) LSPQ *
Escherichia coli A partir de una infeccion

43 MSR0304 0157:H7 t6xica alimentaria (MEC-6) LSPQ ¥
Escherichia coli

44  MSRO0305 0157:H7 93111 (MEC27) PHAC +
Escherichia coli

45  MSRO0306 0157:H7 OK1 (MEC28) PHAC +
Escherichia coli

46  MSRO0307 0157-H7 278F1 (MEC21) PHAC +
Escherichia coli

47  MSRO0308 0157:H7 279F1 (MEC29) PHAC +
Escherichia coli

48 MSRO0309 0157:H7 237F1 (MEC18) PHAC +
Escherichia coli

49  MSRO0310 0157:H7 235F1 (MEC19) PHAC +
Escherichia coli

50 MSRO0311 0157:H7 D103F5 (MEC23) PHAC +

* Estas bacterias crecen mas despacio en comparacion con las otras

a PHAC: Public Health Agency of Canada, Guelph, Canada. EcL: E. coli Laboratory, Faculty of Veterinary
Medicine, Saint-Hyacinthe, Quebec (QC), Canada. Centro de ref. de E. coli: Centro de referencia de E.
coli, The Pennsylvania State University, Pennsylvania, EE.UU. LSPQ: Laboratoire de Sante publique du
Quebec, Saint-Anne-de-Bellevue, Quebec (QC), Canada. CRDA: Centre de Recherche et
Developpement sur les Aliments, Saint-Hyacinthe, Quebec (QC), Canada +Presencia de colonias tipicas
de STEC en agar Rainbow.

+ Presencia de colonias tipicas de STEC en agar Rainbow modificado, pero el crecimiento observado fue
mas lento.

- No hubo crecimiento en ninguna de las placas de agar selectivo para la cepa especifica de Salmonella.

3. Estudios de exclusividad:

Treintaiun (31) cepas no diana, elegidas como parientes genéticos cercanos de Salmonella y E. coli y especies que
se encuentran en el mismo ambiente, se ensayaron en los medios de enriquecimiento de Actero Salmonella/STEC.
Representaron 25 géneros diferentes de bacterias y levaduras.

Metodologia: Cada cepa no diana se cultivd en estrias en agar sangre y se incubd durante toda la noche a 35 °C.
Después, cada cepa no diana se cultivd en sus condiciones 6ptimas. Cada suspension bacteriana se diluyé para
inocular el caldo de Actero Salmonella/STEC con una concentracion promedio 10 veces mayor de la que usé para
las cepas diana. Esta etapa se realizd por triplicado. Se ensayd su crecimiento en el caldo de Actero
Salmonella/STEC a 39 + 0,5 °C durante 7 h en un bafio de agua y 18 h en una incubadora. Se analizaron después
en placas especificas de agar selectivas para Salmonella y STEC para verificar si estaban creciendo y si el caldo de
Actero Salmonella/STEC, por alguna razén, provoca un cambio en el fenotipo que puede llevar a una mala
interpretacion de los resultados.

Resultados: Los resultados de exclusividad se resumen en la Tabla 9. La mayoria de las cepas no diana no
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crecieron en las placas de agar selectivo. Para aquellas en las que se pudo observar el crecimiento, ninguna de ellas
presentd un fenotipo que pudiera asemejarse a cepas de Salmonella o de STEC, o pudiese llevar a una mala
interpretacion de los resultados en placas de agar selectivo.

Tabla 9: Bacterias que no son de Salmonella ni de STEC incluidas en ensayo de exclusividad

N.° Género Especies Cepa Fuente? Resultado

1 Alcaligenes faecalis ATCC 8750 FMV Crecimiento atipico
2 Acinetobacter baumannii ATCC 19606 SGSC Sin crecimiento

3 Streptococcus agalactiae ATCC 13812 FMV Sin crecimiento

4 Bacillus subtilis Campo aislado Maxivet inc. Sin crecimiento

5 Bacillus cereus ATCC 14579 FMV Sin crecimiento

6 Candida albicans ATCC 24433 FMV Sin crecimiento

7 Carnobacterium divergens ATCC 35677 ARS Sin crecimiento

8 Citrobacter freundii ATCC 8090 FMV Crecimiento atipico
9 Citrobacter amalonaticus Campo aislado SGSC Crecimiento atipico
10 Enterobacter cloacae ATCC 23355 FMV Crecimiento atipico
11 Enterococcus faecalis ATCC 19433 FMV Crecimiento atipico
12 Enterococcus faecium ATCC 8459 ARS Sin crecimiento
13 Hafnia alvei ATCC 13337 FMV Sin crecimiento
14 Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 FMV Crecimiento atipico
15 Kluyvera spp. Campo aislado SGSC Crecimiento atipico
16 Kocuria rhizophila ATCC 9341 FMV Sin crecimiento
17 Lactobacillus acidophilus ATCC 314 FMV Sin crecimiento
18 Listeria monocytogenes ATCC 43236 FMV Sin crecimiento
19 Morganella morganii ATCC 25830 FMV Crecimiento atipico
20 Proteus mirabilis ATCC 29906 FMV Crecimiento atipico
21 Pseudomonas fluorescens Campo aislado FMV Sin crecimiento
22 Pseudomonas aeroginosa Campo aislado FMV Crecimiento atipico
23 Pseudomonas putida Campo aislado Maxivet inc. Sin crecimiento
24 Rhodococcus equi ATCC 6939 FMV Sin crecimiento
25 Leuconostoc mesenteroides ATCC 8086 ARS Sin crecimiento
26 Serratia spp. Campo aislado Maxivet inc. Sin crecimiento
27 Serratia liquefaciens Campo aislado SGSC Crecimiento atipico
28 Shigella sonnei ATCC 29930 FMV Crecimiento atipico
29 Staphylococcus aureus ATCC 25923 FMV Sin crecimiento
30 Yersinia enterocolitica Campo aislado FMV Sin crecimiento
31 Aeromonas hydrophila ATCC 7966 SGSC Crecimiento atipico

a2 FMV: Laboratory of Bacteriology, Diagnostic Service, Faculty of Veterinary Medicine, University of Montreal,
Canada. SGSC: Salmonella Genetic Stock Center, Department of Biological Sciences, University of Calgary,
Canada. ARS: Agricultural Research Service, Washington DC, 20250, EE.UU.

4. Preparacion de la muestra: Todos los diferentes alimentos se pidieron en puntos de venta cercanos a las
localizaciones donde se llevaron a cabo los experimentos.

5. Ensayo de alimento: Se realiz6 el estudio matricial (usando 5 tipos de alimento) para evaluar la capacidad de
recuperacion de las cepas de Salmonella y de STEC del caldo de Actero Salmonella/STEC en comparacion con el
enriquecimiento convencional. Se usaron diferentes condiciones de enriquecimiento de acuerdo con el tipo de
alimento ensayado. Los alimentos se eligieron por dos razones: 1) por la frecuente implicacion en brotes de formas
relevantes de intoxicacion alimentaria o contaminacion, y 2) en funcion del tipo de estrés soportado por la cepa diana
(estrés frio y calor).
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Metodologia:

Huevos liquidos completos:
Preparacion de la muestra: S. enteriditis (aislada a partir de alas de pollo) se cultivé en estrias en TSBA y se
incubo durante toda la noche a 35 °C. Se transfirieron unas pocas colonias a 9 ml de TSB durante 6-7 horas a 35
°C. El cultivo se diluyé a 1:10 en TSB fresco y se incubd durante toda la noche a la misma temperatura.
Antes de la inoculacion, se trataron con calor 1,5 ml de cultivo durante 2 minutos a 55 °C en un bafio de agua
para lograr un dafio del 50-80 % del inéculo. El grado de dafio se determiné mediante la comparaciéon del
crecimiento en placas de agar selectivo y no selectivo. El grado de dafio obtenido para el indculo fue del 63 %.
Cinco mil quinientos ml de huevo liquido completo se inocularon a un nivel para obtener resultados parcialmente
positivos (1 UFC/100 g) y se homogeneizaron agitando a mano. Mil quinientos ml de huevo liquido completo se
dejaron sin inocular. Las dos partes se almacenaron a 4 °C durante 48 h para permitir que las bacterias se
estabilicen en el alimento. Se prepard un analisis de NMP (niumero mas probable) para estimar el nivel de
contaminacion tras el periodo de estabilizacion. La parte inoculada se dividié en dos conjuntos de muestras de
100 g y la parte sin inocular se dividié en diez muestras de 100 g en bolsas stomacher equipadas con filtro.
Enriquecimiento con ActeroSalmonella/STEC: Un conjunto (20 muestras inoculadas y 5 sin inocular) se sometio
durante 30 segundos con 300 ml de caldo Actero Salmonella/STEC precalentado y se incub6 a 39 + 0,5 °C
durante 7 h en un bafio de agua. Las muestras se cultivaron después en estrias directamente en agar verde
brillante con sulfa (BGS) y en agar xilosa lisina Tergitol 4 (XLT4) y todas las presuntas colonias se confirmaron
mediante procedimientos bioquimicos y serolégicos de acuerdo con el protocolo de referencia USDA/FSIS para
Salmonella.
Confirmacion del enriquecimiento con ActeroSalmonella/STEC: De la muestra enriquecida con Actero
Salmonella/STEC, se transfirieron 0,5 ml en 10 ml de caldo de tetrationato (Hajna) y 0,1 ml en 10 ml de caldo de
soja Rappaport-Vassiliadis (RVS) y se incubaron a 42 + 0,5 °C durante 22-24 h.
Después se cultivaron en estrias en BGS y XLT4 y se incubaron a 35 °C durante 18-24 h. Si las colonias eran
pequefias o0 no visibles, se incubaban de nuevo durante 18-24 h adicionales. Se recogieron hasta 3 colonias
tipicas por placa y se transfirieron a tubos inclinados de TSI y LIA. Se realizaron procedimientos bioquimicos y
seroldgicos como los de MLG 4.05 para confirmar las muestras positivas.
Enriquecimiento del método de referencia: El segundo conjunto (20 muestras inoculadas y 5 sin inocular) se
enriquecio en 900 ml de agua de peptona tamponada durante 18-24 horas a 35 + 2,0 °C y después se proceso
de acuerdo con el protocolo de referencia USDA/FSIS para Salmonella. Las muestras de NMP se trataron del
mismo modo. Todas las muestras presuntamente positivas se sometieron a una identificacién bioquimica y
seroldgica recomendada por el USDA/FSIS.

Vieiras crudas congeladas:

Preparacion de la muestra: S. saintpaul se cultivd en estrias en agar sangre y se incubo durante toda la noche a 35
°C. Unas pocas colonias se transfirieron a 9 ml de TSB durante 6-7 horas a 35 °C. El cultivo se diluy6é a 1:10 en TSB
fresco y se incubd durante toda la noche a la misma temperatura. Mil setecientos gramos (1700 g) de vieiras crudas
congeladas se inocularon a un nivel para obtener resultados parcialmente positivos (1,25 UFC/25 g) y se
homogeneizaron agitando a mano. Trescientos gramos (300 g) de vieiras crudas congeladas se dejaron sin inocular.
Las dos partes se almacenaron durante dos semanas a menos 20 °C para permitir que las bacterias se estabilicen
en el alimento. Se prepard un andlisis de NMP (nimero mas probable) para estimar el nivel de contaminacion tras el
periodo de estabilizacion. La parte inoculada se dividié en dos conjuntos de veinte muestras de 25 g y la parte sin
inocular se dividié en dos conjuntos de 5 muestras de 25 g.

Enriquecimiento con ActeroSalmonella/STEC: Un conjunto (20 muestras inoculadas y 5 sin inocular) se sometio
durante 30 segundos con 50 ml de caldo Actero Salmonella/STEC precalentado y se incubd a 39 + 0,5 °C durante 7
h en un bafio de agua. Las muestras se cultivaron después en estrias directamente en agar xilosa lisina desoxicolato
(XLD) y en agar Hektoen Enteric (HE) y todas las presuntas colonias se confirmaron mediante procedimientos
bioquimicos y serolégicos de acuerdo con el protocolo de referencia BAM 5 para Salmonella. Confirmacion del
enriquecimiento con ActeroSalmonella/STEC: De la muestra enriquecida con Actero Salmonella/STEC, se transfirid
1,0 ml a 10 ml de caldo de tetrationato y 0,1 ml a 10 ml de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) y se incubaron
respectivamente a 35 + 2 °C y 42 + 0,5 °C durante 22-24 h. Después se cultivaron en estrias en placas de agar
selectivo como en Bam 5 y los presuntos positivos se confirmaron mediante procedimientos bioquimicos de acuerdo
con el protocolo de referencia BAM 5 para Salmonella. Enriquecimiento del método de referencia: El segundo
conjunto de muestras (20 inoculadas y 5 sin inocular) se enriquecieron en 225 ml de caldo de lactosa, que se incubd
a 35+ 2 °C durante 24 + 2 h y se proces6 como en el método de referencia de BAM 5 para Salmonella. Todas las
muestras presuntamente positivas se sometieron a una identificacion bioquimica y serolégica tal como se
recomienda por el FDA.

Pollo crudo molido:
Preparacion de la muestra: Se usé6 pollo crudo molido contaminado de manera natural. Para lograr resultados

parcialmente positivos (bajo nivel), el pollo molido contaminado de manera natural se mezclé cuidadosamente con
producto sin contaminar para asegurar la homogeneidad (se prepararon mil trescientos gramos (1300 g)). Para la
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porcion de alto nivel, doscientos cincuenta gramos (250 g) del pollo molido contaminado de manera natural se
dejaron sin diluir. Se establecié un analisis de NMP para determinar el nivel de Salmonella en el pollo molido. Una
parte de bajo nivel de contaminacion se dividié en dos conjuntos de veinte muestras de 25 g y la parte de alto nivel
de contaminacion en diez muestras de 25 g. Todas las muestras se colocaron en bolsas stomacher equipadas con
filtro. Enriquecimiento con ActeroSalmonella/STEC: Un conjunto (20 muestras de bajo nivel y 5 de alto nivel) se
sometio durante 30 segundos con 50 ml de caldo Actero Salmonella/STEC precalentado y se incubd a 39 + 0,5 °C
durante 20 h en una incubadora. Después se cultivaron en estrias en BGS y XLT4 y se incubaron a 35 °C durante
18-24 h y todas las colonias presuntamente positivas se confirmaron mediante procedimiento bioquimico y
serolégico de acuerdo con el protocolo de referencia USDA/FDIS para Salmonella.

Confirmaciéon del enriquecimiento con ActeroSalmonella/STEC: De la muestra enriquecida con Actero
Salmonella/STEC, se transfirieron 0,5 ml en 10 ml de caldo de tetrationato (Hajna) y 0,1 ml en 10 ml de caldo de soja
Rappaport-Vassiliadis (RVS) y se incubaron a 42 + 0,5 °C durante 22-24 h. Después se cultivaron en estrias en BGS
y XLT4 y se incubaron a 35 °C durante 18-24 h. Si las colonias eran pequefias o no visibles, se incubaban de nuevo
durante 18-24 h adicionales. Se recogieron hasta 3 colonias tipicas por placa y se transfirieron a tubos inclinados de
TSI y LIA. Se realizaron procedimientos bioquimicos y serolégicos como los de MLG 4.05 para confirmar las
muestras positivas.

Enriquecimiento del método de referencia: El segundo conjunto de muestras (20 muestras inoculadas y 5 sin
inocular) se enriquecié en 900 ml de agua de peptona tamponada durante 18-24 horas a 35 + 2,0 °C y después se
procesaron de acuerdo con el protocolo de referencia USDA/FSIS para Salmonella. Las muestras de NMP se
trataron del mismo modo. Todas las muestras presuntamente positivas se sometieron a una identificacién bioquimica
y seroldgica tal como se recomienda por el USDA/FSIS.

Coles:

Preparacion de la muestra: S. montevideo se cultivd en estrias en agar sangre y se incubé durante toda la noche a
35 °C. Unas pocas colonias se transfirieron a 9 ml de TSB durante 6-7 horas a 35 °C. El cultivo se diluy6 a 1:10 en
TSB fresco y se incub6 durante toda la noche a la misma temperatura. Mil quinientos gramos (1500 g) de coles se
inocularon a un nivel para obtener resultados parcialmente positivos (1,0 UFC/25 g) y se homogeneizaron
cuidadosamente agitando a mano. Cuatrocientos gramos (400 g) de coles se dejaron sin inocular. Las dos partes se
almacenaron a 4 °C durante 48 h para permitir que las bacterias se estabilicen en el alimento. Se preparé un analisis
de NMP para estimar el nivel de contaminacion tras el periodo de estabilizacion. La parte inoculada se dividié en dos
conjuntos de veinte muestras de 25 g y la parte sin inocular se dividié en dos conjuntos de cinco muestras de 25 g.

Enriquecimiento con ActeroSalmonella/STEC: Un conjunto (20 muestras inoculadas y 5 sin inocular) se sometio
durante 30 segundos con 150 ml de caldo Actero Salmonella/STEC precalentado y se incub6 a 39 + 0,5 °C durante 7
h en un bafio de agua. De la muestra enriquecida con Actero Salmonella/STEC, se transfiri6 1,0 ml en 10 ml de
caldo de tetrationato y 0,1 ml en 10 ml de caldo Rappaport-Vassiliadis y se incubaron respectivamente a 43 + 0,2 °C
and 42 + 0,2 °C durante 18 h (porque se considera que las coles tienen una alta carga microbiana). Después se
cultivaron en estrias en placa de agar selectivo tal como en Bam 5 y los presuntos positivos se confirmaron mediante
procedimientos bioquimicos y serolégicos de acuerdo con el protocolo de referencia de BAM 5 para Salmonella.

Confirmacion del enriquecimiento con ActeroSalmonella/STEC: Para la confirmacién, las muestras de doble
enriquecimiento de Actero Salmonella/STEC se volvieron a poner en incubaciéon durante 6 horas mas para un total
de 24 h (tal como se recomienda por el FDA). Después se cultivaron en estrias en placa de agar selectivo tal como
en Bam 5 y los presuntos positivos se confirmaron mediante procedimientos bioquimicos y serolégicos de acuerdo
con el protocolo de referencia de BAM 5 para Salmonella. Enriquecimiento del método de referencia: El segundo
conjunto de muestras (20 inoculadas y 5 sin inocular) se enriquecieron en 225 ml de caldo de lactosa, que se incubd
a 35+ 2 °C durante 24 + 2 h y se proces6 como en el método de referencia de BAM 5 para Salmonella. Todas las
muestras presuntamente positivas se sometieron a una identificacién bioquimica y serolégica recomendada por el
FDA.

Resultados: Todos los resultados del estudio del método de comparacion se resumen en las Tablas 10 y 11. En los
huevos liquidos completos, usando caldo de Actero Salmonella/STEC para un enriquecimiento de 7 h en un bafio de
agua a 39 °C, se detectaron 10 muestras de 20 como positivas. Un doble enriquecimiento de las muestras
enriquecidas con Salmonella/STEC de acuerdo con el protocolo de referencia USDA/FSIS confirmé los resultados
para una especificidad del 100 % (Tabla 10). De las 20 muestras ensayadas mediante el método de referencia, 10
se confirmaron positivas. Todas las muestras no inoculadas resultaron negativas tanto para el método de
enriquecimiento con Actero Salmonella/STEC de FoodChek como para el método de referencia USDA/FSIS (Tabla
11).

A) En las vieiras crudas congeladas, de nuevo, la realizacién del método de enriquecimiento de FoodChek
usando el caldo Actero Salmonella/STEC fue similar al método de referencia. Efectivamente, usando el caldo
Actero Salmonella/STEC para un enriquecimiento de 7 horas en un bafio de agua, se confirmaron 5 muestras
como positivas de las 20 inoculadas al nivel fraccional para una especificidad del 100 % (Tabla 10). EI método de
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referencia de FDA (BAM 5) detect6é 4 muestras positivas. Todas las muestras no inoculadas se confirmaron como
negativas mediante ambos métodos. El analisis estadistico (estudio no pareado) de los resultados obtenidos
muestra que no existe una diferencia significativa entre los métodos de enriquecimiento con Actero
Salmonella/STEC de FoodChek y el método de referencia USDA/FSIS (Tabla 11).

B) En el pollo crudo molido, se ensayaron muestras contaminadas de manera natural. El método con
ActeroSalmonella/STEC de FoodChek, que consiste en un enriquecimiento de 20 h a 39 °C en una incubadora
usando el caldo Actero Salmonella/STEC, detecté 7 positivos de los 20 analizados. La confirmacion mediante el
doble enriquecimiento de las muestras enriquecidas en Actero Salmonella/STEC también proporciona los
mismos 7 positivos para una especificidad del 100 % (Tabla 10). El método de referencia detectd 10 muestras
positivas de las 20 ensayadas. Ambos métodos detectaron las 5 muestras de alto nivel contaminadas de manera
natural. Como es un estudio no pareado, el anadlisis estadistico de los resultados obtenidos muestra que no
existe diferencia significativa entre los métodos de enriquecimiento con Actero Salmonella/STEC de FoodChek y
el método de referencia USDA/FSIS (Tabla 11).

C) En coles, el método de enriquecimiento de FoodChek que consiste en un primer enriquecimiento en un bafio
con agua durante 7 h a 39 °C en el caldo Actero Salmonella/STEC y un segundo enriquecimiento en caldo TT y
RV durante 18 h en bafios de agua a 43 °C y 42 °C respectivamente descubri6 11 muestras positivas
confirmadas de las 20 preparadas (Tabla 10). Para el método de referencia, desafortunadamente, se aislaron
muy pocas colonias tipicas y todas resultaron negativas mediante ensayo bioquimico. Hubo hasta tres intentos
de volver a aislar las colonias tipicas no aisladas, pero ninguna de ellas resultaron positivas para Salmonella
mediante ensayo bioquimico. El Unico resultado positivo descubierto es una muestra de 50 g del analisis de
NMP. El analisis estadistico de los resultados obtenido en este caso muestra que existe una diferencia
significativa entre ambos métodos (Tabla 11).
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REIVINDICACIONES

1. Un medio de cultivo adecuado para su uso en la deteccion de Salmonella spp o Escherichia coli (E. coli) en una
muestra de alimento o ambiental, comprendiendo dicho medio de cultivo una concentracién biolégicamente eficaz de
una mezcla de nutrientes que comprende:

cloruro de calcio en una concentracion de 0,001 g/l a 0,05 g/l;

fosfato de potasio monobasico en una concentracion de 1 g/l a 6 g/l;

sulfato de magnesio en una concentracion de 0,01 g/l a 0,5 g/l;

cloruro de sodio en una concentracion de 0,1 g/l a 1 g/l;

fosfato de sodio dibasico en una concentracion de 0,5 g/l a 10 g/l;

acido citrico en una concentracion de 0,1 g/l a 1 g/l; extracto de levadura en una concentraciéon de 1 g/l a 4 g/l;
vitamina B12 en una concentracion de 0,1 mg/l a 1,0 mg/l;

etanolamina en una concentracion de 1,0 g/l a 3,0 g/l; sulfato ferroso en una concentracion de 0,01 g/l a 0,05 g/l;

y
piruvato de sodio en una concentracion de 0,5 g/l a 2,0 g/l

2. El medio de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde la mezcla de nutrientes comprende extracto de levadura en
una concentracion de 3 g/l.

3. El medio de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde el cloruro de calcio esta presente en una concentracion de
0,013 g/l.

4. El medio de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde el fosfato de potasio monobasico esta presente en una
concentracion de 3 g/l.

5. El medio de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el sulfato de magnesio esta presente en una concentracion
de 0,12 g/l.

6. El medio de acuerdo con la reivindicacidon 1 en donde el cloruro de sodio esta presente en una concentraciéon de
0,5 g/l

7. El medio de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el acido citrico esta presente en una concentracion de 0,547
g/l

8. El medio de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en donde:

la vitamina B12 esta presente en una concentracién de 0,5 mg/l;

la etanolamina esta presente en una concentracion de 2,0 g/l;

el sulfato ferroso esta presente en una concentracion de 0,019 g/l; y
el piruvato de sodio esta presente en una concentracién de 1,0 g/l.

9. Un método para cultivar Salmonella spp o Escherichia coli en una muestra de alimento o ambiental,
comprendiendo el método la etapa de incubar la muestra en el medio de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
8.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 9 en donde el medio comprende extracto de levadura en una
concentracion de 3 g/l.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10 en donde el medio comprende

vitamina B12 en una concentracion de 0,5 mg/l;
etanolamina en una concentracion de 2,0 g/l;
sulfato ferroso en una concentracion de 0,019 g/l; y
piruvato de sodio en una concentracion de 1,0 g/l.

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 11 en donde las Escherichia coli (E. coli) son E. coli 0157, E. coli
productoras de toxina shiga (STEC) y E. coli enterohemorragicas (EHEC).

13. El método de acuerdo con la reivindicacién 11 en donde las Salmonella spp son Salmonella typhimurium y
Salmonella enterica.

14. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, que comprende adicionalmente una
etapa de detecciéon de Salmonella spp o E. coli después de la etapa de incubacion, y en donde dicha deteccion es
mediante una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), unién a lectina, difusion simple, difusion lateral, unién de
anticuerpos, flujo lateral, deteccion inmunoldgica, ELISA o flujo continuo.
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FIG. 1A
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FIG. 1B
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