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RESUMEN

Las cepas de Escherichia coli K12 son muy utilizadas en la investigacion biotecnolégica por lo que comUnmente se
emplean en muchos institutos y centros dedicados a la investigacién molecular. Generalmente estas cepas son
evaluadas para fijar sus caracteristicas de calidad y viabilidad. Los métodos de determinacién de pureza combinan
el crecimiento de diferentes diluciones de los bancos sobre placas que contienen medios no selectivos como el Agar
Nutriente o el Agar Triptona Soya con la observacién al microscépico del cultivo tefiido mediante el método descrito
por Gram. En la experiencia de los autores este procedimiento no permite discriminar los contaminantes de
crecimiento lento o de apariencia muy similar a la E. coli. Debido a esto se estudiaron los contaminantes mas
frecuentes en el laboratorio y se disei6 una estrategia de verificacion de pureza que combina diferentes procedimientos
y criterios de identificacién. La metodologia se basa en: a) el empleo de placas con medios de cultivos indicadores
y generales que se emplean con otros fines en microbiologia clinica. b) el uso del método de siembra de trazas de
dilucién, c) la verificacion fenotipica y d) el método de Reaccién en Cadena de la Polimerasa . Esta metodologia
detecta contaminantes en una proporcién de 1 contaminante por 10° unidades formadoras de colonias del
microorganismo de interés. Esta estrategia de trabajo es aplicable a la evaluacién de bancos de E. coli y permite la
caracterizacién rapida y el control simultaneo de un gran numero de cepas.
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ABSTRACT

Escherichia coli K12 banks microbiologic purity rapid verification. E. coli K12 strain are very useful in
biotechnological researches and they are commonly used by many centers and institutes.Generally these strains
are submitted to frequent verifications in order to know their qualities, the viability. Usually for checking purity
degree several ten-fold dilutions of a fresh E. coli liquid culture are poured on Nutrient Agar plates or on Tryptone
Soy Agar plates. The microbial growth and the cell morphological characteristics are analyzed by Gram stain.
However, in our experience this method doesn’t discriminate nor the low-growth contaminants nor the E. coli like
bacteria. For this reason we studied the most common contaminants of the lab and designed a strategy for the
verification of the purity of the banks, the viability and the phenotypic attributes. This procedure combine several
methods and identification criteria, such as: a) the use of selective and different culture media, b) the use of track
dilution sowing method, c) the phenotypic verification, and d) the Polymerase Chain Reaction (PCR), which is able
to detect one contaminant in a 10° cfu/mL E. coli liquid culture. This strategy let us a fast and secure characterization

of E. coli K12 strains banks with a minimum of resources.
Keywords: E. coli verification, single method purity, bacterial purity

Introduccién

Losinvestigadoresen losinstitutosque sededicanala
mani pul aci 6n de genes, tienen col ecciones rel ativamen-
tegrandesde cepasdeE. coli K12 queseutilizanene€l
estudio molecular o como hospederos en laexpresion
de proteinas recombinantes. Diferentes casas comer-
cialesy colecciones comercializan estas cepas 0 son
obtenidas en el propio laboratorio [1, 2, 3].

Para € investigador es importante establecer una
estrategiaque garanticelacalidad de susbancosdetra-
bajo (BCT) que se confeccionan apartir deréplicasde
las cepas comerciales 0 de bancos primarios que se
obtienenend laboratorio. Delacalidad de estosbancos
depende en gran medidalacalidad delainvestigacion.

La compl eta caracterizacion de |os bancos prima-
riosy BCT en las colecciones incluye diferentes pro-
cedimientos, entre los que se encuentran métodos de
deteccidn bioquimicos, molecularesy microbiol 6gicos,
acompafiados de métodos de microscopia [4].

. Autor de correspondencia

El chequeo de bancos de células procariotas en
general se basaen laidentidad, purezadel cultivoy
estabilidad genética. La confirmacion de la identi-
dad como especie y del genotipo-fenotipo puede
incluir: andlisis del crecimiento en medios selecti-
vVOs, requerimientos nutricionales, resistencia a
antibidticos y caracterizacién bioquimica; porcen-
taje de células que portan el plasmido de interés;
numero de copias del plasmido; secuenciade ADN
plasmidicay caracterizacién de los mismos por res-
triccion. Lapureza se determina mediante |la demos-
tracién de la presencia de contaminantes bacterianos
y fangicos; |a estabilidad genética se comprueba co-
munmente por verificacién de mutaciones listadas
en los fenotipos [4].

Colecciones conocidas como la Belgian Co-
ordinated Collections of Microorganisms (BCCM)
garantiza una confiable identificacion y caracteriza-

1. Catélogo de cultivos. Bacterias. Belgian
Co-ordinated Collections of Microorga-
nisms. BCCM. Bélgica;2000.

2. Catalogo American Type Culture
Collection. ATCC. USA;2000.

3. Catdalogo Life science Promega.
USA; 2002.

4. Hill LR, Kirsop BE. Bacteria. New York:
Cambridge University Press;1991.
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cion delas cepas que comercializan, usan un extenso
numero de andlisisfenotipicos tales como: reacciones
bioquimicas, patrones electroforéticos de proteinas
celulares, determinacion de poliaminas, perfiles de
residuos de aminoécidos celulares, entre otros. Andli-
sis genotipicos tales como: determinacion del por-
centaje de G+C, andlisis de la secuencia de ADNr
16S, hibridacion de ADN con ADN de referencia; y
métodos de ADN finger printing [1].

Todas estas evaluaciones llevan una caracteriza-
cion de la cepa de interés pero seria muy trabajoso
realizarlas en cada laboratorio por los investigado-
res gque utilizan el microorganismo. Por otra parte,
en laextensiony laconfeccion del BCT apartir del
original se pueden introducir una serie de contami-
nantes que pueden provenir del ambiente del 1abora-
torio o de problemas de esterilizacion de los medios
de cultivos.

Mientras|as coleccionesrealizan extensas verifica-
ciones para garantizar la calidad de las cepas que co-
mercializan; no se han descrito métodos de verificacion
de bancos de trabaj o confeccionados en el laboratorio
por el propio investigador. Contar con un método que
permita un criterio de la pureza de forma rpida y
confiable, ledarialaposibilidad al investigador dedes-
cartar con un minimo de tiempo y manipulacion la
presencia de contaminantes introducidos en la
replicacion delosbancos.

Lapurezamicrobioldgicaesun valor relativo ala
sensibilidad de los métodos que se utilizan por lo
gue es importante descartar contaminantes de espe-
ciesrelacionadas que pueden encontrarse en unabaja
concentracion.

Los autores monitorearon los contaminantes am-
bientalesen el laboratorio, seincluyeron también mues-
tras del agua. A partir del conocimiento de los
contaminantes, se disefi6 una estrategiarapidade con-
trol de la pureza que combiné la verificacién de pro-
piedades generales y especificas de las cepas.

Lametodologia se basa en el empleo de placas con
medios de cultivosindicadoresy general es que se em-
plean con otrosfines en microbiologiaclinica[5, 6].

El método combina ademas el procedimiento de
siembraen forma de trazas de ladilucién [ 7] donde
pueden inocul arse seis cepas diferentes en cada pla-
ca; lo que disminuye la manipulacion y el costo de
los controles. Se utilizd también el método de Reac-
cion en cadena de la Polimerasa (PCR) mediante el
cual se autentifica el serotipo K12 delas cepas[8].
La estrategia de trabajo que se estableci6 para la
verificacion de los bancos permiti6 la caracteriza-
ciony el control de un gran nimero de cepas con el
empleo de un minimo de tiempo y manipulacién.

Materiales y métodos

Material biolégico

Las bancos que se utilizaron son todos de E. coli
serotipo K12, obtenidos de la Coleccién Central de
Microorganismos del Centro de Ingenieria Genética
y Biotecnologia (CIGB) de La Habana, Cuba, las
caracteristicas genotipicas de las cepas se describen
enlatabla 1.

Paralasiembrase emplearon placas Petri de cristal
redondas de 100 mm de didmetro.
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Tabla 1. Cepas de Escherichia coli que se utilizan cominmente en los trabajos de clonaje

y/o expresion de genes

Cepa Similar Genotipo Referencia
CMIB0002 BJ5183 F, endA, sbcB, recBC, galK, met, str*, thi-1, bioT, hsdR,P 14
CMIB0007 C600 F, thi-1, thr-1, leuBé, lacY1, tonA21, supE44 16
CMIBO008  C600Hfl Hfl, thi-1, thr-1, leuBé, lacY1, tonA21, supE44 17
CMIBO010 DH5a [F’f80d IacZDIv:'Zk fr;c;i\l: f:’ii?’? T,_ supE44, thi-1, 12
CMIBO013  GC366 [F" lacl®, lacZDM15 proAB] dam13::Tn9 D(lac-pro) 18
CMIBOO14  HB101 F hsdS20 (ry rr}i)(:?;prijfl)rgii\"l-g :7;;7:114 leuB6 proA2 19
CMIBO016  JM101 [F’, traD36, proAB, lacl"ZDM15], thi, D(lac-proAB), supE 20
CMIBOO18  JM109 [F’, traDé, prc();;:i, !:’fi??:?; i] Sf-.;r;jdE»:Z/ r;ﬁﬁg:pgzngs, thi, hsdR17 20
CMIBO019  LE 392 F-, supF, supE, hsdR, galK2, trpR, metB1, lacY1, tonA, hsdR 21
CMIB0021 MC1061 F-, D(ara-leu)7696, araD139, DlacX74, galU, galK, hsdR, rpsL 12
cweoos RS20, ) st r 4008 pron? s
CMIB0030 TG-1 [F’, traD36, proAB, lacl"ZDM15], thi, D(lac-proAB), supE, hsdS. 12
CMIB0031 W3110 F, mcrA, mcrB in (rrnD-rrnE). 22
cmisooz2 V3110 F, merA, merB in (rrnD-rrE), rpA905 23

trpA905
CMIB0035 XL-1 Blue [F’, proAB, lacl"ZDM15, Tn10], endA, hsdR17, 24

supE, thi-1, recAl, gyrA%6, relAl, lac.

Obtencién de microorganismos ambientales

Para el muestreo ambiental se escogieron 24 sitios
diferentes en un laboratorio de 50 m’. Las superficies
se hisoparon y se sembr6 por descarga directa en las
placas con medios agarizados diseflados parael aisla-
miento de hongos y bacterias.

Para el control de las pruebas bioquimicas se usa-
ron las cepas: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus subtilisATCC 6633y Escherichia coli W3110.

Para el aislamiento de las bacterias se empled €
ATS (Biocen, Cuba), se clasificaron segin sus carac-
teristicas culturales 'y se realizo tincién de Gram [9,
10]. En €l caso deloshongos se utilizé el Agar Gluco-
sa Saboureaud (Merck, Alemania). Paralaidentifica-
cion se prepararon frescos de cada cultivo y fueron
observados al microscopio éptico, laclasificacién se
hizo seglin Deschesnes [11].

Paralaclasificacién delosaislamientoy larealiza-
ci6én de pruebas complementarias se utilizaron los me-
dios Caldo Cerebro Corazén (Biocen, Cuba), Agar
Manitol Sal (Merck, Alemania), Agar Nutriente (Merck,
Alemania), Agar Vogel-Jonhson (Biocen, Cuba), Agar
Citrato de Simons (Oxoid, Inglaterra), Medio de Hugh
Leifson (Merck, Alemania), Agar AlImidon (Biocen,
Cuba), Ager Kligler (Biocen, Cuba), Agar Mac Conkey
(Biocen, Cuba), Agar Base Sangre (Biocen, Cuba). En
todos los casos los medios se prepararon seguiin las
instruccionesdel fabricante[5, 6].

Verificacion de la pureza microbiolégica

Paralaverificacion de las cepas se utilizaron los me-
dios Luria-Bertani (LB) que se prepard seglin descri-
be Sambrook y colaboradores [12], medio Agar Mac
Conkey No.3, Agar Eosina Azul de Metileno, Agar
Citrato de Simmons y ATS que se prepararon segun
lasrecomendaciones del fabricante[5, 6].

El medio minimo M9 se preparé segiin Sambrook y
colaboradores[12] y se confeccionaron placasde M9
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+ glucosa, M9 + lactosa, M9 + xilosa, M9 + arabinosa,
M9 + manitol, todas a una concentracion de 0,2 %.

Verificacion de la viabilidad de los bancos

Peralaverificacion delaviabilidad delosbancossehicie-
ron diluciones seriadas de 10" hasta 10° en solucién sa-
lina(NaCl 0,9 %) y se sembraron en medio LB segin el
método descrito por Pérez-Reytor y colaboradores [7].
Lasplacasseincubaron a37 °C durante 18 h, despuésde
este tiempo las colonias fueron contadas. El nimero de
viablessedefinid comolacantidad de unidadesformadoras
de colonias (ufc) contadas en cadatrazamultiplicado por
100y por ladilucion paradefinirlas como ufc/mL.

Reaccién en cadena de la polimerasa

El ADN cromosomal se purificod seglin Sambrook y
colaboradores[12]. Paralacuantificacion del ADN se
hicieron diluciones delamuestraen H,O hasta 10%. La
muestra se resolvié en un gel de agarosaal 0,8 % por
electroforesis sumergida. Se utiliz6 un sistema tam-
pon Tris Borato a un voltaje constante de 120 V.

Parala verificacion del serotipo K12 de E. coli se
utilizé latécnicaPCR. [8]. Seutilizaron un primer par
de oligos que amplifican unaregion del orf264 (K12-
R 5’ATCCTGCGCACCAATCAACAA 3) y (K12-
L 5 TTCCCACGGACATGAAGACTACA 3) y un
segundo par de oligos que amplifican una zonatipica
del serotipo K12 deE. coli correspondienteal elemen-
todeinsercion 1S5 queincluyeel K12-Ry (K12IS-L
5" CGCGATGGAAGATGCTCTGTA 3')

Como control del PCR se utiliz6 un tercer par de
oligos que amplifican el gen pal que codificaparauna
lipoproteina asociada a peptidoglicano. Este gen es
conservado en E. coli y comun en |as enterobacterias.
(Ecpal-L 5 GGCAATTGCGGCATGTTCTTCC 3';
Ecpal-R 5CCGCGTGACCTTCTACGGTGAC 3)

Lascondicionesdel PCR fueronlassiguientes: 3min
a94°C seguidospor 35 ciclosa94°C de30segy 72°C
durante 1,5 min. Los productos del PCR se analizaron
mediante el ectroforesis sumergidaen gel de agarosaal
0,8 % con bromuro de etidio (10 mg/mL).

Verificacién de fenotipos de vias sintéticas,
degradativas y resistencia a antibiéticos

Delosbancosdetrabajo delascepas sehicieron dilucio-
nesseriadasdesde 10* hasta10° en solucién salina(NaCl
0,9 %) y sesembraron por el método trazadeladilucion
modificado [7] en medio LB a cual se le adiciond
cloranfenicol o estreptomicinaa 25 mg/mL. En el caso
deloscontrolesauxotréficosa medioM9 seleadicion6d
glucosaal 0,1 %Yy metionina, leucing, prolina, tiaminay
triptofano, seguin € genotipo delacepaaverificar cada
uno a 25 mg/mL. Para € control de los marcadores
catabdlicos se utiliz6 € medio M9 suplementado con
losaminoacidos de auxotrofiasegiin lacepaaverificar y
arabinosa, xilosay manitol en todos los casos a 0,1%.
Parael chequeo delos mutantes de vias degradativas de
galactosay lactosa se utilizé medio MacConkey No.3.
Losmedios utilizados parael control sedescribenenla
tabla 2. Las cepas se sembraron por triplicado.

Verificacién de la pureza de los bancos

Paralaverificacion delapurezase utilizé el método
convencional. De cada una de las cepas se tomaron
viales de |los bancos directamente del congelador y
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Tabla 2. Combinacién de medios empleados para la verificacién fenotipica de cepas

de E. coli
Medio Cepas sembradas
M9+glu W3110, W3110 trpA905, XL-1 Blue, RRI, HB101, JM101, JM109, TG-1, DH5a,
C600, C600 Hfl, BJ5183, GC366, LE392, MC1061
M9+glu+trp W3110 trp905
M9 +glu-+thi GC366, IM101, JM][;):éa)le:'L-:}g;e,lB(jg?géC600 Hfl, RRI, TG1,
M9+glu+met GC366, LE392, BJ5183

M9 +glu+met+thi
M9+glu+pro
M9+glu+leu

M9+glu+pro+leu

M9+glu+pro+leu + thi

M9+glu+thi+leu

M9 +gal +met

M9+gal+pro+leu

BJ5183
GC366, RRI, HB101
C600, C600Hfr, HB101, MC1061, RRI
GC366, RRIy HB101
HB101
C600, C600Hf!
GC366, LE392, BJ5183

GC366, RRI, HB101, MC1061

M9 +gal +thi BJ5183
M9+gal +thi+met BJ5183
M9+gal+leu MC1061
M9 +ara+leu MC1061

M9+ara+pro+leu
M9 +xil+pro+leu

M9 +mil+pro+leu

GC366, RRI, HB101, MC1061
GC366, RRly HB101

GC366, RRly HB101

se hicieron diluciones seriadas en solucién salina
hasta 10°, se sembraron por el método de trazas de
dilucion modificado [7] y por extension [4] en pla-
cas que contenian los medios de cultivos Agar Citrato
de Simmons, Agar Mac Conkey, Eosina Azul de
Metileno, Agar TriptonaSoya (ATS) y Medio Salino
M9. Las placas se incubaron a 37 °C durante 16 h.
Las colonias se contaron, se le realizé tincion de
Gram segun describi6 Kuneman y colaboradores[13]
y se analizaron por inspeccion visual al microsco-
pio estereoscopico.

Procesamiento de los datos

Todos|os experimentos serealizaron apartir del mis-
mo banco de cepas. De cada experimento se hicieron
tresréplicas. Parael andlisis de los métodos de con-
trol de pureza se comparé la media, la desviacion
estandar y se calcul6 la relacion de contaminantes
por cada muestra a partir de la diferencia en la pro-
mocion delos medios.

Resultados y Discusion

Las cepas de E.coli K12 son muy empleadas en la
investigacién biotecnolégica por lo que son comin-
mente utilizadas en muchos institutos y centros dedi-
cadosalainvestigacién molecular.

Por |o general, estas cepas son mutantes comercia-
lizados por diferentes colecciones. Cuando se adquiere
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el vial que contienelacepa se hace necesario laelabo-
racion de un banco de trabajo que permita conservar
el microorganismo durante el tiempo que duralain-
vestigacion. No se han descrito métodos de verifica-
cion de los bancos confeccionados por €l propio
investigador y que brinde laposibilidad de descartar
con un minimo de tiempo y manipulacién la presen-
cia de contaminantes introducidos en la replicacién
de los mismos.

Identificacion de cepas ambientales

Para disefiar un método rapido de verificacion de los
bancos de trabajo de E. coli se monitore6 el ambiente
de laboratorio y de los pasillos externos. De esta for-
ma seidentificaron |os microorganismos més frecuen-
tes dentro y fuera el ambiente de trabajo.

Los aislamientos se realizaron por hisopgey la
identificacion se hizo teniendo en cuentalos caracte-
res culturales, morfol égicosy bioquimicasdelos mis-
mos. Finalmente se verifico la distribucion de los
microorganismos ambientalesy se siguieron diferen-
tes criterios de clasificacion taxonémicas [9,10,11].
Laestrategiay el esquemade trabajo que se utilizaron
paralaidentificacion delosaislamientos se esquematiza
enlafigural.

En los pasillos de circulacién se aislaron bacterias
pertenecientes a las especies: Bacillus amyloliquefa-
ciens, Bacillus cereus, Bacillus circulans, Bacillus
megaterium, Bacillus mycoides, Bacillus polimyxa,
Bacillus subtilis, Chyseomonas luteola, Enterobacter
aerogenes, Escherichiacoli, Flavimonasoryzihabitans,
Micrococcus kristinae, Micrococcus lylae, No
fermentadores, Aerococcus, Pseudomona fluorescens,
Sphingomonas paucimobilis, Serratia marcescens,
Saphylococcus aureus, Saphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus y Pseudomonas
maltophila, que son microorgani smos comunesen am-
bientes cerrados. L as cepas que seidentificaron son en
Su mayoria citrato positiva.

Los hongos aislados se encontraron asociados prin-
cipalmente a los conductos de ventilacion, en el am-
biente de mayor trafico de personal. Segun las
caracteristicas culturalesy por observacién a micros-
copio los aislamientos pertenecen en todos |os caso a
los géneros Aspergillusy Penicillium.

Debido ala certeza de posibles contaminantes que
no son detectables por los procedimientos que se
emplean de rutina en el laboratorio, se probaron me-
dios selectivos que dieran criterio de diferenciacion.

Para esto se utilizaron medios indicadores donde
laE. coli puede crecer con caracteristicas queladife-
rencie de otros microorganismos como el Mac
Conkey o donde se inhibe su crecimiento como el
Citrato de Simmons.

Evaluacion de medios de cultivo
empleados en la clinica

Uno de los medios que se evalud fue el Agar Mac
Conkey que cominmente se empleaen laclinicapara
el aislamiento de bacterias coliformes de muestras de
orinay de hecesfecales. LascoloniasdeE. coli eneste
medio presentan una col oracion rosado intenso debi-
daasu habilidad defermentar lalactosay acidificar el
entorno alrededor delacolonialo que ocasionaél vira-
jeal rojo deunindicador de pH presente en el medio.
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de medois generales

Colonias aisladas en placas

‘ Hongos y levaduras ‘

v

Observacion de las caracteristicas

Descripcion de caracteristicas culturales

culturales y morfolégicas

l

Observacion de las caracteristicas tintoriales
y morfolégicas con el empleo de tincién de Gram

4/\
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Figura 1. Estrategia para la identificacién de aislamientos ambientales

Ademas otracaracteristicatipicaeslaaparicion deun
hal o turbio alrededor delacoloniadebido alaprecipi-
taciondelassaleshiliares.

Lamayoriade las cepas que se utilizaron en lain-
vestigacion molecular fueron mutantes Lac” por lo que
en este medio el fenotipo no coincidié con el esperado
paraE. coli. Las colonias de los mutantes se observan
de un tono naranjay con €l halo turbio. La aparicion
de colonias rojas en la placa indico la presencia de
otros coliformes contaminantes. Lapresenciade sales
biliaresy violetacristal en este medio inhibié los gér-
menes Gram positivos, de forma que se tomé como
criterio de contaminantes Gram negativos, fundamen-
talmente coliformes que pudieran provenir delamani-
pulacion o defallos en laesterilizacion.

Otro medio que fue evaluado fue el EosinaAzul de
Metileno el cual se emplea para el aislamiento de
enterobacterias. Laseleccion deE. coli en este medio
se basa también en su habilidad de fermentar lactosa
pero empleacolorantes diferentes que el Mac Conkey
y noinhibe el crecimiento delos gérmenes Gram posi-
tivos por lo que complementa los resultados al ser
comparados con este otro medio. Este permitié des-
cartar la presencia de contaminantes de los géneros
Salmonella, Shigella, Enterobacter y Klebsiella.

El medio Agar Citrato de Simmons se utiliz6 para
diferenciar entreE. coli, queno utilizael citrato como
fuente de carbono de cualquier otro microorganismo
citrato positivo como: Citrobacter, Enterobacter,
Klebsiellay Serratia.
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Muchas de las cepas de E. coli son mutantes
auxotréficos o sea que no tienela habilidad de crecer
en un medio salino. El chequeo fenotipico en el medio
minimo M9 también se empled como criterio de pure-
za de los bancos. Todas las combinaciones de
aminoécidos correspondientes a cada cepa se emplea-
ron paraelaborar placas donde lacepano debiacrecer,
estoindicé lapresenciade contaminacidn o en algunos
casos de una posible aparicién de revertantes de los
marcadores genéticos.

Lacombinacion de mediosindicadoresdio un crite-
rio del grado de contaminacion de la muestray dife-
rencié e contaminante conrelacion alak. coli en cuanto
ainhibicién de crecimiento, utilizacion de fuente de
carbono, morfologiay color delacolonia(Fig. 2).

El medio ATS se tomé como el 100 % de los
microorganismos presentes en la muestra mientras
gue los medios Agar Eosina Azul de Metileno y
Agar Mac Conkey permitieron diferenciar las colo-
nias por color. El Mac Conkey dio un criterio adi-
cional de presencia de Gram positivos al comparar
€l nimero de viables en este medio con los crecidos
en ATS. El medio Agar Citrato de Simmons en el
cual E. coli no debe crecer, permitié detectar lapre-
sencia de contaminantes citrato positivos presentes
en lamuestra.

Para tener un criterio de crecimiento de la E. coli
K12 en los diferentes medios se evaludé promocion
con relacion alacepaW3110, el medio ATS setomo
como €l 100 % y se compard el nimero de viables de
unasiembracultivadapor 12 h sobre lasuperficie del
resto de los medios. La promocion de esta cepa alas
24 h del cultivo fueen EosinaAzul de Metileno 95 %,
medio M9 98 % y Agar Mac Conkey 94 %.

Como control adicional se cultivaron los conta-
minantes encontrados en los medios evaluados para
definir las caracteristicas de crecimiento de las colo-
nias (Tabla 3).

Ladiferencia en la promocion de los mediosy las
caracteristicas de crecimientos de los contaminantes

A B
C D
Figura 2. Método directo aplicado a la determinacién de
pureza microbiolégica de un banco de la cepa de E. coli K12
W3110. En todos los casos se sembraron por traza 10 uL de
las diluciones 107'-10¢ en placas que contienen medios
A) Agar Triptona Soya, B) Agar McConkey, C) Agar Citrato

de Simmons, D) Agar Eosina Azul de Metileno,
E) Medio minimo M9 al cual se adicioné 0,2% de glucosa.
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Tabla 3. Crecimiento de diferentes especies microbianas que pueden encontrarse como

contaminantes en cultivos de E. coli.

Medio Caracteristicas

Aislamientos

Colonias grandes de borde
regular, color cremas.

TSA Colonias cremas y
pigmentadas

Colonias amarillas

Colonias doradas

Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus, Bacillus
circulans, Bacillus megaterium Bacillus mycoides,
Bacillus polimyxa, Bacillus subtilis, Chyseomonas luteola,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Aerococcus

Serratia marcescens, Micrococcus lylae

Micrococcus kristinae

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus

Colonias rosa intenso
Colonias semitransparentes

Escherichia coli, Enterobacter aerogenes

Flavimonas oryzihabitans, Pseudomona fluorescens,

M k i . ; . -
acConkey a incoloras de borde Pseudomonas maltophila Sphingomonas paucimobilis
regulares
Colonias rosa claro Serratia marcescens
Colonias violetas con brillo . .
™ Escherichia coli
verde metdlico
Colonias violetas Enterobacter aerogen
con centro oscuro erobacter aerogenes
Eosmu.,;\zul Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus, Bacillus
de Metileno Crecimiento débil a nulo circulans, Bacillus megaterium Bacillus mycoides,
con colonias incoloras Bacillus polimyxa, Bacillus subtilis, Staphylococcus
y puntuales aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
saprophyticus, no fermentadores
Colonias rosa claro Serratia marcescens
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus, Bacillus
circulans, Bacillus megaterium, Bacillus mycoides,
Bacillus polimyxa, Bacillus subtilis, , Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Flavimonas oryzihabitans,
M9 Colonias blancas Micrococcus kristinae, Micrococcus lylae, No
fermentadores, Aerococcus, Pseudomona fluorescens,
Sphingomonas paucimobilis, Serratia marcescens,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus y Pseudomonas maltophila
. . Serratia marcescens, Enterobacter aerogenes, Bacillus
Crecimiento con cambio . . N L .
s . polimyxa, Bacillus mycoides, Bacillus megaterium,
de coloracién del medio . ; I
Citrato d a azul Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Chyseomonas luteola,
Slir;umoonse Flavimonas oryzihabitans, Pseudomona fluorescens

Medio sin cambio de color
(crecimiento inhibido)

Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus circulans, Escherichia
coli, Aerococcus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
maltophila, no fermentadores

hizo necesario probar diferentesdilucionesdelamues-
traen cadamedio seleccionado.

Evaluacion del método de siembra

Se observé que existian contaminantes que sélo eran
visibles cuando un banco contaminado se cultivabaa
dilucionesde 10°UFC/mL y no amenores diluciones.
Ta ese caso de las especies rel acionadas con Pseudo-
monas, se supone que esto sedebaaque a estar mez-
cladas con E. coli que es un microorganismo de
crecimiento rapido y productor de &cido, el pH en la
vecindad delacoloniainhibasu crecimiento (Fig. 3).

Para no perder sensibilidad y mantener las venta-
jas de poco gasto de materialesy lamenor manipul a-
cion posible, seincluy6 en la metodologia la forma
de siembraen placa de traza de ladilucion modifica-
do [7] lo cual permitié sembrar seis diluciones en
cadaplaca.

Otro aspecto evaluado fue la siembra directa del
vial de conservacion y lacomparacion de los resulta
dos con los abtenidos al cultivar del banco de trabajo
a 28 °C por 24 h. Esto es unatécnica frecuentemente
utilizada paraenriquecer el contaminante conrelacion
alaE. coli.

Se utilizé unatemperatura de incubacion dondela
velocidad de crecimiento de la E. coli fue menor y
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medio Caldo Triptona Soyay se pudo observar que
no habiadiferencias con el resultado que se obtuvo al
sembrar las diluciones del cultivo o hechas directa-
mente del banco sobremedio ATS. Sinembargo, cuan-
do se sembraron en | as placas de mediosindicadores
sel eccionados en este estudio con las diluciones he-
chas directamente del banco, se comprobd lapresen-
ciade contaminantes que no se observaron cuando se
propagé el cultivo en medio liquido.

En el momento de verificar un banco no se conoce
la posible natural eza de | os contaminantes por 1o que
esmuy dificil tener un criterio de seleccion de un buen
medio de cultivo quefavorezcael crecimiento del con-
taminantey limite el crecimiento de E. coli.

Validacién del método propuesto

Para validar el método propuesto, se evaluaron 15
bancos de distintas cepas de E. coli con diferentes
tiempos de conservacion y que habian sido liberados

Figura 3. Crecimiento en placa de las cepas W3110 (parte superior) y XL-1 Blue (parte inferior)
contaminadas intencionalmente con Enterobacter aerogenes en una proporcién 10:1 respectivamente.
En todas las placas se sembraron por traza 10 L de las diluciones 10-1-10-6. Los medios utilizados
fueron AF) Agar triptona soya, BG) medio M9 suplementado con tiamina, CH) medio Agar McConkey,

como puros por observacion al microscopio después
de tincién de Gram y por criterio de morfologia y
aparienciadelascoloniasen medio ATS. A estos ban-
cos también se les habia controlado el fenotipo en
placas de medio M9.

Para la verificacion se tomé una muestra directa-
mente del bulbo de conservaciony sehicieron dilucio-
nes seriadas desde 10 hasta 10°®, estas se sembraron
en los medios Mac Conkey, Citrato de Simmons,
EosinaAzul de Metileno, ATSy M9 como se descri-
be en el acépite Materialesy Métodos, a esta técnica
se le Ilamé Método Directo ya que se obtienen los
resultados directamente del vial de conservacion des-
pués de 24 h de cultivo.

De los bancos ensayados, en un 50 % se encontra-
ron contaminantes en una proporcién muy baja 1x
107 células deE. coli, todos citrato positivosy con la
habilidad de crecer en medio M9.

Laincubacion de las placas hasta 72 h después de
sembradas no dio ningunadiferenciacon lasincubadas
por 24 h.

Verificacion del serotipo K12 mediante
la técnica de PCR

Delas 15 cepas analizadas una es prototrofa, estafue
eval uada adi cional mente mediante PCR paracompro-
bar su serotipo K12 ya que no se puede discriminar si
corresponde aunaE. coli salvaje contaminanteo ala
cepa de interés. Para esto se partié de una simple
colonia en una placay se procedié como se describe
en el acépite de Materialesy Métodos. Como control
del PCR seutilizd unaE. coli aisladade aguasresiduales
que solo amplifica la banda perteneciente al gen pal
conservado en enterobacteriasy unaW3110 recombi-
nante utilizada en la producion de estreptoquinasa
recombinante. (Fig. 4).

Las cepas K12 son consideradas seguras para €l
trabajador y se incluyen en el grupo de riesgo 1, sin
embargo, dentro de los coliformes contaminantes al-
gunas cepas son clasificadas dentro del grupo 2 de
riesgo ya que pueden provocar enfermedades en el
hombre o los animales. Por lo que se consider6 quela
verificacion del serotipo es ademas un elemento de
seguridad para garantizar no propagar involuntaria-
mente posi bl es cepas patdgenas durante |a manipula-
cionderutinaen el laboratorio.
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DI) Eosina azul de metilenoy EJ) Citrato de Simmons.

Paravalidar el método y comprobar que en el caso
demutantes es suficiente el criterio de crecimiento en
placas de mediosindicadoresy medio minimo €l resto
delosbancos se verificaron por PCR[8]. Delascepas
verificadas, todas amplificaron lastres bandas corres-
pondienteal orf264, al elemento deinsercion S5y al
gen pal. El hecho de que la metodologia de PCR sea
muy sensible hace que se deba combinar con
metodol ogias de siembra en placas que permiten de-
mostrar |a presencia de contaminantes.

Como conclusiones de este trabajo se implementé
unanueva estrategiade chegqueo rapido paralaverifi-
cacion delapurezadelosbancosdeE. coli basadaen:
andlisis del serotipo K12 de las cepas mediante PCR;
evaluacion de la pureza por €l Método Directo; che-
queo de auxotrofia y determinacion de viables.Esta
estrategiapermitié unamayor homogeneidad genética
y garantiade purezaen los bancos de la col eccion del
|aboratorio central de microorganismosdel CIGB.

Latécnicade PCR como primer criterio de pureza
delosbancosdeE. coli permiti6 hacer unadetermina-
cion del serotipo K12. El Método Directo de determi-

Hind Il 1 2 3

1.69 —»
097 —»

028 —»

Figura 4. PCR que identifica la presencia de E. coli K12.
Patrén de peso molecular Hindlll; 1, Escherichia coli aislada
de aguas residuales; 2, W3110 CMIB0031; 3, W3110
produccién de SK recombinante. El fragmento de 0,97 kb
resulta de la amplificacién del elemento de insercién 1S5
con los oliginucleétidos K12-R-K12IS-L; la amplificacién
perteneciente al gen orf264 resulta en la banda de 1,69 kb;
la amplificacién del gen pal tipico de enterobacterias con los
oligonucleétidos ECPAL-L — ECPAL-R resulta en una banda
de 0,28 kb.
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nacion de pureza permitio: detectar contaminantes a
bajas concentraciones y contaminacién con especies
muy rel acionadas semejantesen | as caracteristicas cul -
turales, unamayor homogeneidad delosresultados al
sembrar todas|as diluciones en unamismaplaca, cuan-
tificar lacontaminacion, seleccionar el medio dondela
cepa se observo mas pura paralograr un aislamiento
en caso necesario, reducir el nimero de materiales a
utilizar y la manipulacion sobre la muestra. A pesar
de que este procedimiento es més rapido resulté ser
mucho mas sensible que el método convencional de
crecimiento en placas de medio no selectivosy tincién

Recibido en enero de 2003. Aprobado
en octubre de 2003.
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de Gram. El procedimiento permiti6 detectar si exis-
tia contaminacin con especies muy relacionadas, se
logrd discriminar entre cepas pertenecientesaunamis-
maespecieal tratarse de mutantes que dan un fenotipo
especificoy permitié la cuantificacion dela contami-
nacion al aparecer esta en diluciones determinadas.El
meétodo tiene como desventajalautilizacion delaPCR
con algunas cepas, este método es costoso, requiere
de equipamiento y no es utilizable en cepas con otro
serotipo, sin embargo, solo es necesario su empleo
como confirmacién cuando la cepa de E. coli K12
analizada es protétrofa.
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