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RESUMEN

La salmonelosis es una de las enfermedades de transmisién alimentaria que estd cobrando mas

importancia en la actualidad debido al aumento de casos que estdn apareciendo entre la poblacién.

Para garantizar la seguridad alimentaria, los operadores de la industria alimentaria deben cumplir con
los criterios microbioldgicos establecidos para Salmonella spp. en una gran variedad de alimentos,
entre los que se encuentra la carne picada y preparados de carne a base de carne de aves de corral
destinados a ser consumidos cocinados (Reglamento (CE) n2 2073/2005). Dicho reglamento indica los
métodos analiticos de referencia para la deteccidon de esta bacteria, pero éstos presentan algunos
inconvenientes. Por este motivo, se requieren métodos mas rapidos, sencillos, fiables y econdmicos,

siendo la técnica de PCR a tiempo real una buena alternativa.

Por ello, se evalud el kit comercial de la empresa Certest Biotec Viasure Real Time PCR Detection Kit,
desarrollado para la deteccion de Salmonella en muestras humanas y se compard con el método 1Q-
Check (validado por AFNOR) disefiado para la deteccién de Salmonella spp. en alimentos; ambos
métodos se basan en la utilizacidn de PCR a tiempo real. Paralelamente, se han evaluado un total de
5 métodos de extraccidn de acidos nucleicos (ADN) a partir de una matriz alimentaria burguer meat
contaminada experimentalmente con diferentes concentraciones de la cepa Salmonella Enteritidis

CECT 4155.

El método Viasure mostré buenos resultados frente al método validado /Q-Check. Los resultados del
ensayo mostraron que el kit comercial Viasure Real Time PCR presentaba una buena sensibilidad
empleando el método de extraccion Viasure DNA/RNA Pathogen Extraction en muestras alimentarias,
aunque existen variaciones en funcion del método de extraccién empleado. Por lo tanto, podria
considerarse a falta de un estudio completo de validacidn, como una alternativa viable para la

deteccion de este Salmonella en preparados carnicos.



ABSTRACT

Salmonellosis is one of the foodborne diseases that is currently becoming more and more important

due to the increase of cases that are appearing among the population.

For this reason, in order to ensuere food safety, Regulation (EC) N2 2073/2005 establishes the
microbiological criteria for Salmonella spp. in those foods in which this pathogen can be present more
often (eggs and egg products and meat products), as well as it indicates the analytical methods for the
detection of this bacteria. However, these methods have a number of disadvantages as they require
long execution time and complexity. For these reasons, the food industries demand faster, simpler,

more reliable and economic methods, being the real-time PCR a good alternative.

For this reason, the commercial kit of the company Certest Biotec Viasure Real Time PCR Detection
Kit, designed and developed for the detection of Salmonella in human samples, was evaluated and
compared with the IQ-Check method (validated by AFNOR) designed for the detection of Salmonella
spp. in food; both methods are based on the use of real-time PCR. Concurrently, a total of 5 methods
of extracting nucleic acids (DNA) from a burger meat food matrix experimentally contaminated with

different concentrations of the Salmonella Enteritidis CECT 4155 strain have been evaluated.

The Viasure method showed good results against the validated /Q-Check method. The assay results
showed that the Viasure Real Time PCR commercial kit had good sensitivity using the Viasure
DNA/RNA Pathogen Extraction method in food samples, although there are variations depending on
the extraction method used. Therefore, with a complete validation study, it could be considered as a

viable alternative for the detection of this Salmonella in meat preparations.



1-. INTRODUCCION

Segun la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), las enfermedades transmitidas por los
alimentos (ETAs) son aquellas que estan causadas por el consumo de productos alimenticios o agua
contaminados por microorganismos patdgenos, como bacterias, virus y parasitos. En la actualidad, las
ETAs suponen un gran impacto en la sociedad desde el punto de vista sanitario y socioecondmico, por
lo que cada vez mads, las instituciones adoptan enfoques integrados de seguridad alimentaria cuyo
objetivo principal es la proteccién de los consumidores garantizando la Salud Publica, comprendiendo

todas las etapas desde la granja a la mesa (EFSA, 2021).

Dentro de las ETAs, una de las mas frecuentes es la salmonelosis, una enfermedad de origen
bacteriano por el género Salmonella. La principal problematica de esta enfermedad se debe al
incremento de casos que se ha producido en los ultimos afios. La alta incidencia de la enfermedad
radica en parte a la elevada capacidad; que presenta esta bacteria, de adaptacién a distintas
condiciones, siendo capaz de sobrevivir en ambientes diferentes durante periodos de tiempos
prolongados. Por esta razdn, Salmonella spp. es uno de los principales agentes responsables de casos
y brotes de infecciones de origen alimentario a nivel europeo, siendo Unicamente superada por la

campylobacteriosis (ELIKA, 2021).

1.1. Caracteristicas del G2 Salmonella

Salmonella spp. se caracteriza por ser bacilos Gram negativo, no esporulados, mdviles por flagelos
peritricos, anaerobios facultativos, ubicuosa, que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. Existen
hasta mas de 2500 serotipos diferentes, pero los de mayor prevalencia en la mayoria de los paises de
la Union Europea (UE), son Salmonella entérica serotipos Typhimurium y Enteritidis (AESAN, 2022).
Se trata de un microorganismo mesofilo, por lo que su temperatura éptima de crecimiento es de 35-
37°C, aunque es capaz de crecer a temperaturas comprendidas entre 5,2-46,2°C. Puede crecer en un
amplio rango de pH comprendido entre 3,8-9,5, siendo su pH dptimo de 7-7,5. Ademas, es capaz de
sobrevivir a valores de actividad de agua (aw) de hasta 0,93, siendo su valor dptimo de 0,99. Segun la
ELIKA (2021), la temperaturay el tiempo son los dos factores claves para el crecimiento de Sa/monella.

Todos estos datos se recogen en la tabla 1.



Tabla 1. Caracteristicas de crecimiento y supervivencia de Salmonella

Valor Minimo Valor Maximo Optimo
Temperatura (°C) 5,2 46,2 37
pH 3,8 7 9.5
Aw 0,93 0,99 0,99

1.2. Casos vy brotes de salmonelosis

Se ha detectado un elevado numero tanto de casos esporadicos como de brotes de salmonelosis por

consumo de alimentos en todo el mundo.

Los ultimos datos publicados por la EFSA sefialan que, en el afio 2020, se notificaron 52702 casos
confirmados de salmonelosis en humanos en la UE, con un total de 6149 hospitalizaciones y 57
muertes, lo que supone una tasa de morbilidad elevada pero muy baja mortalidad. La salmonelosis en
la UE en el afio 2020 presentd una tasa de incidencia de 13,71 casos por cada 100000 habitantes. Por
otro lado, se notificaron 694 brotes de origen alimentario en 22 Estados Miembros (EM) de la UE, lo
gue causd un total de 3686 casos, de los cuales 812 fueron hospitalizaciones y 7 defunciones. Estos
datos muestran que Salmonella spp. fue responsable del 22,5% del total de brotes alimentarios en
2020, siendo la salmonelosis la segunda infeccién gastrointestinal transmitida por los alimentos en
humanos y la principal causa de brotes alimentarios entre los EM de la UE (EFSA y EDCA, 2020). Sin
embargo, estos datos son inferiores a los notificados en afios anteriores debido a la reciente pandemia
mundial COVID-19 (por lo que no representa la situacion real) y la salida de Gran Bretafia de la Unidn

Europea.

En 2019, se notificaron un total de 87923 casos confirmados de salmonelosis, con un total de 16628
hospitalizaciones y 140 muertes. Ademas, Salmonella fue identificada en 926 brotes de origen
alimentario, que supusieron un total de 9169 casos en humanos en la UE, con 1915 hospitalizaciones

y 7 muertes (EFSA'Y EDCA, 2019).

En Espania, la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolédgica (RENAVE), notifico en el afio 2018 un total de
292 brotes, con 2027 casos y 2 defunciones, en 13 Comunidades Autdonomas (CCAA), Ceuta y Melilla;
sin embargo, la vigilancia de esta enfermedad no estd implantada en todas las CCAA por lo que estas

cifras no son una representacion del impacto que supone la salmonelosis en el territorio nacional y



cabe prever que los casos notificados sean superiores tanto en la actualidad como en los préximos
afios. Aunque las tasas de mortalidad asociadas a salmonelosis no son elevadas, esta enfermedad

supone un problema de salud publica debido a su alta tasa de morbilidad en la poblacién.

Otra de las causas que favorecen la alta incidencia de salmonelosis entre la poblacién es la variabilidad
de alimentos implicados en la transmisién de la bacteria. Entre ellos, destacan principalmente los
huevos y ovoproductos y la carne cruda de cerdo, pavo y pollo (EFSA, 2020). Segun el ultimo informe
sobre zoonosis de One Health de la Unién Europea de la EFSA, de un total de 694 brotes de origen
alimentario causados por Salmonella en el afio 2020, en un 45% de los brotes los alimentos implicados
fueron huevos y ovoproductos y en un 9.8% tanto productos de panaderia como por carne y productos

carnicos.

1.3. Patogenia de la salmonelosis

Los dos serotipos predominantes son S. Typhimurium y Entiritidis, aunque todos los serotipos son
igualmente patdgenos y suponen un riesgo para la salud publica, como por ejemplo S. Infantis, S.
Dublin o S. Choleraesuis, entre otros (De Oliveiria et al., 2003). El gen implicado en la patogenicidad
es el gen invA, siendo un gen altamente conservado entre los serotipos patdégenos de Salmonella
entérica (De Oliveira et al., 2003; Das et al., 2012). Sin embargo, existen otros genes implicados en la

patogenicidad como son el gen misly el gen ycir (Silvay Lopez, 2011).

La infeccién producida por Salmonella spp. se debe a la liberacidon de una endotoxina que tiene
diversos efectos bioldgicos como fiebre aguda, dolor abdominal, diarrea, nauseas, vomitos, cefalea,
mialgias, y otros sintomas sistémicos. El periodo de incubacién varia entre las 6 y 72 horas después de
la ingesta de alimentos contaminados con Salmonella, y la duracién de la enfermedad es de 2 a 7 dias.
(AESAN, 2022). Como se ha comentado anteriormente, no es una enfermedad que presente una tasa
de mortalidad elevada, en la mayoria de los casos presenta una sintomatologia leve, con una rapida
recuperacidn. Sin embargo, en pacientes mds vulnerables, como nifios pequefios o ancianos, la
enfermedad puede originar un cuadro de deshidratacion que puede llegar a poner en peligro la vida.
Por el contrario, en mujeres embarazadas no parece presentar un mayor riesgo. En casos graves,
puede provocar una infeccidn sistémica (bacteriemia), la cual raramente aparece (aproximadamente
en un 5% de los casos), siendo mas frecuente en pacientes inmunodeprimidos, pudiendo cursar con

meningitis, encefalopatia, neumonia, celulitis o artritis (AESAN, 2022).



1.4 Control en la industria alimentaria

Dentro del marco legal europeo, los operadores econdmicos de la industria alimentaria tienen la
responsabilidad de suministrar alimentos seguros, en su uso esperado, lo que requiere laimplantacion

en la industria de herramientas de control especificas.

Tal y como sefala el Reglamento (CE) n? 852/2004, el operador econémico debe llevar a cabo la
aplicacion e implantacién de una herramienta especifica de autocontrol como es el sistema de Anlisis
de Peligros y Puntos de Control Criticos (APPCC), basado en los siete principios del APPCC del Codex
Alimentarius, mediante el control de los peligros significativos especificos de un determinado proceso.
Ademads, debe de garantizar un ambiente higiénico en el proceso productivo del cual es responsable,
mediante la implantacion de los Planes Generales de Higiene (PGH), basados en los principios

generales de la higiene alimentaria.

Por ello, para verificar que el operador econémico establece las medidas de higiene generales y
especificas contempladas en los Reglamentos (CE) n2 852/2004 y 853/2004, se deben de llevar a cabo
analisis microbioldgicos, tanto de los productos alimenticios como de las superficies y ambientes de
trabajo, para comprobar que se encuentran dentro de los valores establecidos por la legislacion

pertinente.

Los criterios microbioldgicos y las normas de aplicacion que deben de cumplir los explotadores de
industrias alimentarias se encuentran recogidos dentro del Reglamento (CE) n2 2073/2005, el cual
incluye tanto los criterios de seguridad alimentaria, que garantizan la inocuidad de los alimentos,

como los criterios de higiene del proceso, que garantizan la higiene en el proceso productivo.

Acorde a este Reglamento, se establece un criterio de seguridad alimentaria para Salmonella spp. en
diferentes categorias de alimentos entre las que se incluye la carne y productos carnicos,
concretamente, carne picada y preparados de carne a base de carne de aves de corral destinados a
ser consumidos cocinados, estableciendo el siguiente criterio: n=5, c=0, my M=no detectado/25g para

aquellos productos comercializados durante su vida util.

Dicha normativa, establece como método de referencia para la deteccion de Salmonella spp. el
método EN/ISO 6579. Este método incluye 4 pasos basados en el uso de técnicas de microbiologia
convencional:

1. Preenriquecimiento en medio no selectivo.

2. Enriquecimiento selectivo.

3. Aislamiento en medios selectivos agarados.



4. ldentificacién bioquimica.

Sin embargo, este procedimiento conlleva una serie de inconvenientes, como el tiempo de andlisis
gue es de al menos una semana para obtener un resultado confirmado, ademas del tiempo requerido
para la serotipificacion. Para muchos productos alimenticios, especialmente los productos frescos,
este periodo de tiempo es demasiado largo para garantizar su seguridad antes del consumo, ya que
deben ser almacenados hasta la obtencién de los resultados. Por otro lado, el método incluye la
utilizacidon de gran cantidad de medios de cultivo, personal técnico y requiere grandes superficies de
espacio de trabajo, especialmente si se estan analizando un elevado nimero de muestras (Karen et
al., 2016). Sin embargo, el propio Reglamento (CE) n2 2073/2005 permite llevar a cabo otros tipos de
métodos analiticos alternativos para la deteccidén y cuantificacion de microorganismos, siempre y

cuando, estén validados por un organismo de certificacidon en relacién con el método de referencia.

Para suplir estos inconvenientes, la alternativa mds prometedora para la industria alimentaria es la
utilizacion de métodos basados en la biologia molecular, cuyas principales ventajas son la rapidez, la

sensibilidad y especificidad de deteccién (Martin, 2016).

Entre los diferentes métodos moleculares, se encuentra la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa, también conocida como técnica PCR (Polymerase Chain Reaction). Esta técnica permite la
sintesis in vitro de millones de copias de un segmento especifico del ADN (Pedrosa, 1999), debido a
una intensa catalisis llevada a cabo por una enzima denominada ADN polimerasa, de tal manera que
cantidades pequefias de ADN pueden ser sintetizadas y copiadas para analizarse posteriormente

(Tamay de Dios et al, 2013).

Para que la reaccion de amplificacidn tenga lugar se requiere de los siguientes elementos:

- La muestra de ADN (molécula formada por una doble hebra unida mediante puentes de
hidrégeno e interacciones hidrofébicas).

- La enzima responsable de la reaccidn. La enzima mds usada para llevar a cabo la reaccién es
la Tag ADN polimerasa, cuya funcion es la sintesis de las nuevas cadenas de ADN. Su alta
empleabilidad para esta técnica se debe a que es una enzima termoestable, capaz de sintetizar
a altas temperaturas, una caracteristica que supone una gran ventaja respecto a otras
enzimas.

- Oligosacaridos o dNTPs (adenina, timina, citosina y guanina) que son las bases de nitrogenadas

a partir de los cuales la Tag polimerasa construye las nuevas cadenas de ADN.



- Los primers o cebadores (directo y reverso), que son cadenas de oligonucledtidos de
aproximadamente 20-25 pares de bases y que determinan la secuencia que se quiere
amplificar y por lo tanto sintetizar.

- Magnesio (Mg +) es el cofactor enzimatico que influye en la especificidad de la reaccién, por
lo que es muy importante que la concentracion de este sea la adecuada que oscila entre 0,5y
2,5 mM.

- Solucién tampdn o buffer.

- Agua es el disolvente de la reaccién. Se utiliza agua destilada de grado Milli Q, libre de

nucleasas u otras enzimas que puedan degradar los acidos nucleicos.

Para la obtencién de moléculas aisladas de ADN con un alto grado de pureza y poderlas utilizar para
la investigacion cientifica, es necesario llevar a cabo solo el primer paso fijado en el método de
referencia para la deteccion de Salmonella (método EN/ISO 6579). Consiste en un
preenrequecimiento en medio no selectivo (Agua de peptona tamponada) a una temperatura de 37°C

durante 24 h.

En cuanto a los métodos de extraccidon, la mayoria de ellos se basan en la lisis o ruptura de la célula,
para posteriormente separar las moléculas de ADN del resto de componentes de la célula. A la hora
de seleccionar el método, se debe tener en cuenta varios factores tales como: la cantidad de muestra
de la que se dispone para extraer ADN, el tipo de muestra de la que se parte, el grado de pureza que

se desea conseguir, el tiempo y costo que requiere cada método previsto del ADN extraido.

Por otro lado, el equipo en el que tiene lugar esta reaccién PCR recibe el nombre de termociclador.
Las etapas del proceso de amplificacién son:

1. Desnaturalizacion.

2. Hibridacioén.

3. Elongacion.

Estas tres etapas se repiten en un nimero de ciclos comprendido entre 20-45.

La desnaturalizacidon consiste en la separacién de la doble hebra de ADN. Para ello, se aplica un
binomio de temperatura/tiempo de 94-96°C/ 0,5-1 minutos. Una vez desnaturalizada la molécula de
ADN, se produce una reduccion de la temperatura a aproximadamente 45-65°C de modo que se lleve
a cabo la hibridacidn o annealing, que consiste en la unién de los primers (directo y reverso) en el
extremo 3" del ADN molde. Por ultimo, la etapa de elongacidon en la que se produce la sintesis de una

nueva cadena de ADN complementaria a la molécula molde, a partir del extremo 3" de la hebra molde,



utilizando como sustratos los dNTP’s. Esta etapa tiene lugar a una temperatura de 60°C debido a que
es la temperatura éptima a la que la Taq polimerasa presenta una mayor actividad enzimatica (Serrato

et al, 2007).

Finalmente, los productos resultantes de la amplificacidon, denominados amplicones, se someten a un
proceso de electroforesis en gel de agarosa para visualizar el producto amplificado, obteniéndose un

resultado cualitativo del ensayo (Montalvo y Lugo, 2016).

Sin embargo, la técnica de PCR para la deteccidon de patdgenos en los alimentos presenta una serie de
limitaciones, debido a la presencia de inhibidores presentes en los medios de enriquecimiento o en
los propios alimentos, como proteinas o grasas, los cuales dificultan la amplificacién. Por otro lado,
esta técnica permite la amplificacién de ADN, presente tanto en células viables como en células
muertas, dando lugar a falsos positivos. Para solucionar este problema se debe realizar la transcripcion
inversa del ARN a ADN complementario (ADNc), y posteriormente, se realiza su amplificacion

mediante PCR.

La técnica PCR se ha mejorado, derivando en la técnica PCR a tiempo real, cuyo fundamento radica en
la existencia de una correlacion entre la seial de fluorescencia emitida durante el proceso de la PCRy
la cantidad de ADN molde (diana para esa PCR). Existen distintos métodos matematicos que
transforman esa sefial de fluorescencia en datos de cuantificacion absoluta o relativa del fragmento
de ADN amplificado. Con esta técnica es posible tanto la identificacion de un microorganismo como

su cuantificacion (Sanchez, 2012).

La deteccion de fluorescencia emitida por cada muestra puede realizarse mediante la utilizacidn de
agentes intercalantes o sondas de hibridacidon especificas. Dentro de los agentes intercalantes, el mas
habitual es el fluoréforo SYBR Green, el cual solo emite fluorescencia cuando se encuentra unido a
una molécula de ADN de doble cadena, llegando a multiplicar hasta 1000 veces su fluorescencia en
comparacion a cuando se encuentra libre ya que, estas moléculas, cuando no se encuentran ligadas a
una molécula de ADN, emiten fluorescencia basal (Tamay de Dios et al., 2016). Sin embargo, este tipo
de compuestos no son muy especificos, por lo que pueden unirse a otras moléculas de ADN no diana
y dar una intensidad de fluorescencia errdnea, lo que requiere una optimizacion de las condiciones de

amplificacion. Pese a ello, SBYR Green es uno de los fluoréforos mas utilizados debido a su bajo coste.

Por el contrario, las sondas de hibridacion son mas costosas que los anteriores, pero no presentan
problemas de especificidad, ya que son mas eficientes a la hora de garantizar la especificidad de la

reaccién, evitando la formacién de productos inespecificos. Esto es gracias a que la emisién de



fluorescencia se debe a un principio conocido como “transferencia de energia de resonancia
fluorescente”, el cual consiste en transferir la energia desde un donador a un aceptor o “quencher”
(Tamay de Dios et al., 2016). Entre estas, las mas utilizadas son las sondas TagMan. La emision de
fluorescencia de las sondas TagMan se basa en la actividad exonucleasa 5'- 3'del Taqg DNA polimerasa,
como se muestra en la figura 1, para escindir un oligonucledtido de ADN con doble marca, de modo
gue la sonda se une en una zona especifica que se encuentra en el amplicén de la PCR situado muy
préximo a la zona de unién de los cebadores. De este modo la escisién de la sonda da como resultado

un aumento de la fluorescencia proporcional a la cantidad de ADN molde presente. (Dooley et al,
2004).

Sondas de hibridaciéon : TagMan

o m

Hibridacién primers y sonda
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emisiéon de fluorescencia

w wa

Figura 1. Efecto de las sondas TagMan sobre la molécula de ADN.

Para poder detectar la fluorescencia emitida, los termocicladores empleados para llevar a cabo la PCR
en tiempo real incluyen un lector de fluorescencia, lo que permite la cuantificaciéon a tiempo real.
Ademas, el termociclador incorpora un software que registra la fluorescencia emitida en cada uno de
los viales y tras cada ciclo de hibridacidon/elongacion se genera una grafica donde se representa la

cinética de la reaccién de cada una de las muestras y controles empleados. (Costa, 2004).

El lector de fluorescencia es capaz de marcar el ciclo a partir del cual el nivel de emisiéon de
fluorescencia es significativo, con respecto a la sefial base. Este ciclo se denomina ciclo umbral (Ct,
Cycle threshold o Cq, Quantification cycle) y es inversamente proporcional a la concentracion de ADN
diana presente en la muestra analizada. El valor Ct equivale al nimero de ciclos necesarios para que

cada curva alcance un umbral en la sefial de fluorescencia (Martin et al., 2016).

Las graficas que representan la cinética de la reaccidn presentan tres fases (figura 2):

1) Fase inicial.
2) Fase exponencial.

3) Fase estacionaria.
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Figura 2. Curva de amplificacion donde se muestra la fluorescencia emitida en cada ciclo, y el
ciclo umbral.

La fase inicial comprende los primeros 10-15 ciclos donde la intensidad de la fluorescencia emitida no
es suficientemente para poder superar el ruido basal. En la fase exponencial, se duplican las moléculas
de ADN molde en cada uno de los ciclos, de manera exponencial. Y, por ultimo, la fase estacionaria,
en la que el numero de amplicones es constante a pesar de incrementar los ciclos, ya que los

componentes de la reaccidn se han agotado (Martin et al., 2016).

Por todo ello, la técnica de PCR a tiempo real nos aporta una serie de ventajas respecto a otras técnicas
de deteccidn y cuantificacién, tal como la rapidez con la que obtenemos resultados, pues la duracién
de la técnica oscila periodos de tiempo inferiores a los 90 minutos. Al ser un sistema cerrado y no
requerir tratamiento post amplificacién, reduce la posibilidad de contaminacién de las muestras,

reduciéndose los falsos positivos; ademas de ser una técnica sencilla y de elevada precision.

Tanto la PCR convencional como la PCR a tiempo real permiten detectar ARN mediante una
incorporacién de una etapa inicial denominada transcripcion inversa, donde la enzima transcriptasa

inversa, es capaz de convertir el ADN complementario en ARN.

Una de las limitaciones de la técnica PCR a tiempo real es la necesidad de patrones o estandares para

poder desarrollar las curvas estandar para la cuantificacion del ADN molde.

La utilizacion de esta técnica en la industria alimentaria como alternativa a los métodos de referencia
requiere de una validacidn previa por un organismo de certificacién. En la actualidad se comercializan
diferentes kits PCR a tiempo real para la deteccién de patdgenos alimentarios, concretamente el kit
1Q-Check Salmonella spp. Il (Bio-Rad), que ha sido acreditado por varios organismos, entre ellos AFNOR
(Asociacion Francesa de Normalizacién) aportando resultados en un menor periodo de tiempo que el
de referencia ISO (International Organization for Standardization). Otra alternativa comercial para la

deteccion de este patdgeno validada por AFNOR, es el sistema BAX DuPont Qualicon basado en la PCR.
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En este sentido, la empresa Certest Biotec estd impulsando la aplicacién de kits PCR a tiempo real
desarrollados para diagndstico humano de salmonelosis al campo de la alimentacion. Para ello, a

través de este Trabajo de Fin de Grado, se estudiara su potencial aplicacion y viabilidad en la deteccidn

de Salmonella spp. en matrices alimentarias.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La necesidad de la industria alimentaria de disponer métodos de analisis rapidos y fiables para
detectar Salmonella spp. en los alimentos, con el fin de garantizar la seguridad de los alimentos que
producen, junto el interés de una empresa de Biotecnologia dedicada al desarrollo de procedimientos
rapidos de deteccién de patdgenos de interés en salud publica, aplicados en muestras humanas, ha

impulsado la realizacion de este Trabajo Fin de Grado

El objetivo general de este trabajo es la evaluacién del kit Viasure Real Time PCR Detection Kit de
deteccion molecular de Salmonella spp., desarrollado para el diagndstico de salmonelosis en muestras

humanas, para su potencial aplicacidn en el sistema de autocontrol de la industria alimentaria.

Para ello se plantean los siguientes objetivos especificos:

- Comparar el kit comercial Viasure Real Time PCR Detection Kit para la deteccion de
Salmonella spp. en alimentos frente a un método molecular validado por AFNOR.

- Evaluar diferentes métodos de extraccién de acidos nucleicos a partir de una matriz
alimentaria contaminada experimentalmente con diferentes concentraciones de Salmonella
Enteriditis.

- Proponer un método de extraccién de acidos nucleicos eficaz para su posterior amplificacion
con el kit Viasure Real Time PCR Detection Kit para la deteccion de Salmonella spp. a partir de

derivados carnicos.
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3. METODOLOGIA
3.1. CONTAMINACION EXPERIMENTAL DE LAS MUESTRAS

3.1.1. Matriz alimentaria

Se partié de un envase de 500 g de burguer meat de pollo-pavo (figura 3), y se pesaron 2 muestras de
25 gramos de alimento en bolsas estériles de stomacher en condiciones asépticas. Posteriormente, se
anadieron a cada una de las muestras 225 mL de agua de peptona tamponada, se homogeneizaron en

un stomacher (STOMACHER ® 400 CIRCULATOR) e incubaron a 37°C /24h.

Una de las muestras de alimento pre-enriquecido se contamind experimental con Salmonella
Enteritidis CECT 4155 (detallado en el punto 3.1.3.). La otra muestra se utilizd6 como control, para

comprobar la no deteccién del patégeno en el alimento objeto de estudio.

FECHADE :
CADUCIDAD:

" oo~ 5009

Figura 3. Muestra de Burguer Meat pollo/pavo

3.1.2. Revivificacidn y concentracion bacteriana

La cepa Salmonella Enteritidis CECT 4155 se mantuvo en crioviales a -80°C y fue revivificada antes de
su utilizacién en el estudio. Del criovial se pasé un anillo poroso impregnado con el microorganismo a
caldo de cultivo TSB (Caldo Triptona-Soja) y se incubd a 37°C/24 horas. A partir del caldo de cultivo
TSB, se realizaron un total de 8 diluciones decimales en agua de peptona tamponada, partiendo de 2
mL del caldo de cultivo TSB a 18 mL de agua de peptona tamponada hasta obtener la dilucién -8. A
partir de las diluciones -6, -7 y -8, se realizd una siembra en masa utilizando el medio TSA (Agar
Triptona-Soja). Finalmente, estas tres placas se incubaron a 37°C/24h y se procedié a realizar el
recuento de colonias de cada una de ellas con el fin de conocer la concentracién inicial y en cada una
de las diluciones realizadas. Dichas concentraciones fueron: 7,4 x 108 ufc/mL, 7,4 x 107 ufc/mL, 7,4 x
10° ufc/mL. 7,4 x 10° ufc/mL, 7,4 x 10* ufc/mL, 7,4 x 10% ufc/mL, 7,4 x 10% ufc/mL, 7,4 x 10 ufc/mLy 7,4
ufc/mL
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3.1.3. Contaminacidn experimental

De cada una de estas concentraciones de S. Enteritidis se procedié a contaminar la matriz previamente

pre-enriquecida.

A partir del pre-enriquecimiento se prepararon alicuotas de 18 mL, cada una en tubos estériles
(sextuplicado) y se transfirieron 2 mL de las diluciones -1, -2, -3, -4, -5y -6, realizando la dilucion 1/10
de cada una de ellas. De este modo las concentraciones de estudio fueron las siguientes: 7,4 x 10°
ufc/mL, 7,4 x 10° ufc/mL, 7,4 x 10* ufc/mL, 7,4 x 10° ufc/mL, 7,4 x 10% ufc/mLy 7,4 x 10 ufc/mL, que

equivalen a un rango de 6,87 a 1,87 log ufc/mL.

3.1.3. Extraccion de ADN

Para llevar a cabo la comparacién de los dos métodos moleculares: VIASURE Salmonella Real Time PCR
Detection kit e IQ-Check Salmonella Il de Bio-rad, se llevd a cabo la extraccion de ADN con el método
de extraccién Viasure DNA/RNA Pathogen Extraction (método E) y método de extraccion del kit 1Q-
Check, respectivamente. Para ello se procedio a la extraccidon de acidos nucleicos desde la dilucién -1
(7,4 x 10° ufc/mL) hasta la dilucién -6 (7,4 x 10 ufc/mL) por duplicado, analizando un total de 24

muestras.

Posteriormente, para evaluar cada uno de los cinco métodos de extraccion (método A, método B,
método C, método D y método E), se analizaron los valores Ct para aquellas réplicas que amplificaron
en cada una de las concentraciones de estudio. Al igual que para la comparativa del método de
VIASURE frente al IQ-Check, se ensay6 desde la dilucidn -1 (7,4 x 10° ufc/mL) hasta la dilucién -6 (7,4

x 10 ufc/mL) por duplicado, obteniendo un total de 60 muestras.

3.1.4. Metodologia aplicada para comparar los kits PCR y los métodos de extraccion

Para comparar inicialmente cada una de las técnicas de PCR, asi como los métodos de extraccion, se
analizaron los valores Ct de cada una de las diluciones analizadas. Posteriormente, se establecié como
limite de deteccién (LOD) del método aquella concentracidn correspondiente a la muestra mas diluida

gue mostrase amplificacidn para las dos réplicas.

Dicha concentracién corresponde a 100 pL de material de partida empleado para la extraccion,

por lo que se aplico la siguiente formula para calcular la concentracion final:

Concentracion final = X ufc/mL x 10!
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Ademas, para cada uno de los métodos de extraccidn se calcularon las eficiencias de la reaccién de

amplificacidn y pendiente de la recta a partir de la curva estandar.

Para el calculo de la eficiencia se aplicd la siguiente férmula, a partir de la pendiente de la curva

estandar:

-1
E(%) = [(10pendiente) — 1] x 100

Se consideran aceptables los valores de eficiencia comprendidos entre el 80 y el 120% (Broeders et

al., 2014).

Por otro lado, se obtuvo el coeficiente de determinacién (R?), el cual es un pardmetro estadistico que
examina como las diferencias en una variable pueden explicarse por la diferencia en la segunda
variable, prediciendo el resultado de un evento en particular. Por lo tanto, un buen coeficiente de

determinacién es mejor cuanto mas préximo se encuentra a la unidad.

A continuacion, se detalla la metodologia y el fundamento de los métodos PCR a tiempo real (apartado

3.2) y de cada uno de los métodos de extraccion realizados en este estudio (apartado 3.3).

3.2. METODOS DE DETECCION DE SALMONELLA SPP.
3.2.1. METODO: Viasure Salmonella Real Time PCR Detection Kit
FUNDAMENTO

Viasure Salmonella Real Time PCR Detection Kit esta disefiado para llevar a cabo la identificacion de
Salmonella, una vez se ha producido el aislamiento del ADN, mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa utilizando oligonucledtidos especificos y una sonda marcada con fluorescencia que

hibridan con una regién diana conservada del gen /InvA.

El proceso de amplificacidon del ADN se lleva a cabo mediante la actividad 5'exonucleasa de la DNA-
polimerasa. Durante la amplificacion, esta enzima hidroliza la sonda unida a la secuencia de ADN
complementaria, separando el fluoréforo del quencher. Al producirse esta separaciéon, se genera un

incremento de la sefal fluorescente que es proporcional a la cantidad de ADN diana.

Este kit aporta en cada uno de los pocillos todos los componentes necesarios para que tenga lugar la
reaccion. Estos componentes son los cebadores/sondas especificas, los dNTPs, el tampdn y la DNA-
polimerasa. También incluye un control interno para descartar la inhibicidn de la actividad polimerasa.
Para llevar a cabo la lectura de la amplificacion, el control interno se detecta mediante el canal HEX y

Salmonella mediante el canal FAM.
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PROTOCOLO
Antes de comenzar con la amplificacion, se debe reconstituir el vial de Salmonella Positive Control
liofilizado afiadiendo 100 uL de agua libre de RNAsa/DNAsa suministrada en el kit. Se debe asegurar

gue se homogeneiza correctamente con la ayuda de un vortex.

Posteriormente se han de reconstituir el nimero de pocillos a utilizar (muestras, control positivo +
control negativo) afiadiendo 15 uL del Rehrydration Buffer en cada uno de ellos. En el caso de los
eluidos mediante el kit Viasure Resp. viruses quick lysis reagent y Viasure quick lysis reagent
optimizado, se empled un buffer especifico proporcionado con los reactivos de extraccién de cada uno

de los kits comerciales.

En el caso del Viasure Resp. viruses quick lysis reagent, se afiadiran 12 uL del Rehydration Buffer Lysis

Reagent.

En ultimo lugar, se deben de afiadir 5 plL de las muestras de ADN extraido con anterioridad de cada
uno de los métodos de extraccién, asi como 5 uL de Salmonella Positive Control reconstituido y

Negative Control en su pocillo correspondiente. Asegurarse de que todos los componentes se mezclan

de forma adecuada mediante una centrifugacion de 5 segundos.

En el caso del Viasure Resp. viruses quick lysis reagent, se anadiran 8 uL de muestra.

Por ultimo, hay que configurar el termociclador siguiendo las condiciones mostradas en la tabla 3.

Tabla 3. Parametros de tiempo y temperatura necesarios para llevar a cabo la amplificacion con el

método Viasure Salmonella Real Time PCR Detection.

CICLOS ETAPA TIEMPO TEMPERATURA
1 Activacion de la polimerasa 2 min 95°C
45 Desnaturalizaciéon 10 seg 95°C
45 Hibridacién/Elongacidn 50 seg 60°C

Para la interpretacion de los resultados, una muestra se considera positiva, si el valor Ct obtenido es
menor de 40, siendo este ciclo el limite del método. Por el contrario, una muestra se considera
negativa, si no se detecta una curva de amplificacidon por encima del valor umbral, y el control interno
si la presenta. Por ultimo, una muestra se considera invélida si se observa una grafica de amplificacién

en el control negativo o ausencia de sefial en el pocillo del control positivo.
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3.2.2. METODO: IQ-Check Salmonella Il
FUNDAMENTO

El kit /1Q-Check Salmonella spp. Il consiste en la amplificacidn y deteccidn de genes por PCR a tiempo
real. Para ello, las muestras se someten a varios ciclos de calentamiento y enfriamiento de modo que
se favorezca la desnaturalizacion de la doble hebra que conforman la molécula de ADN, seguido de
una hibridacién de los cebadores a la regidn diana. El kit aporta todos los compuestos necesarios para
que lleve a cabo la amplificacidn y deteccidn, aportando oligonucleétidos especificos para Salmonella

spp., asi como la enzima ADN polimerasa y nucleétidos.

Este método de deteccidn incorpora un método de extraccion de acidos nucleicos especifico basado

en una lisis rapida de la muestra alimentaria.

PROTOCOLO
El kit /Q-Check aporta los compuestos necesarios para llevar a cabo la lisis y amplificacion y deteccion
de ADN.
Para la extraccidn de los acidos nucleicos el procedimiento es el siguiente:
1) Afadir a 100 pL de muestra pre-enriquecida, 100 uL del reactivo de lisis. Asegurarse de que
se homogeneiza la mezcla correctamente aplicando durante 2 minutos agitacion.
2) Incubar a 95-100°C durante 10-15 minutos.

3) Centrifugar los eppendorf a 10000-12000 rpm durante al menos 2 minutos.

Una vez el ADN es lisado, el protocolo para la amplificacion y deteccidn es el siguiente:

1) Preparar la mix de PCR. Este mix contiene la solucidon de amplificacién que incluye todos los
componentes necesarios para que se lleve a cabo (reactivo B) y las sondas fluorescentes
(reactivo C). Para preparar la mix es necesario consultar los volimenes necesarios de cada
reactivo en base al nimero de muestras que se van a analizar. Esta informacion estd incluida
en el apéndice de las instrucciones de uso.

2) Una vez preparada la mix, transferir 45 ul a cada pocillo.

3) Afadir 5 pL de muestra a cada uno de los pocillos, asi como el control positivo y control
negativo a los pocillos correspondientes. Es importante centrifugar después de anadir la
muestra para evitar la formacién de burbujas en el fondo. Aplicar las tiras en el bloque térmico

del termociclador y comenzar la amplificacion.

18



3.3. METODOS DE EXTRACCION:
3.3.1. METODO A: Viasure RNA/DNA
FUNDAMENTO

El fundamento de este método de extraccidn consiste en aislar el ADN/ARN mediante la interaccion
de los acidos nucleicos con particulas de silica incluidas en la membrana de las columnas bajo unas

condiciones éptimas de pH y fuerza idnica.

La primera fase consiste en producir una lisis celular a través de un buffer de lisis y proteinase K, de
modo que se lleva a cabo la ruptura de la pared celular, liberando asi el ADN/ARN. La segunda fase se
basa en la incorporacién de isopropanol, cuyo objetivo es crear las condiciones dptimas necesarias
para que se produzca la unién de los acidos nucleicos a las columnas de silica. Para producir la
eliminacion de posibles contaminantes se aplican tres fases de lavado con diferentes buffers. Una vez
aplicados los buffers de lavado, se eluye de forma especifica, mediante un buffer de elucién, el ADN
gue se encuentra ligado a las columnas de silica, de forma que se separen de éstas, y se obtenga la
muestra que va a ser destinada a la amplificacion de forma directa. Si el andlisis mediante PCR no se
va a realizar en el momento, es necesario conservar la muestra en condiciones de congelacién a una

temperatura entre -20 °C/-80 °C.

PROTOCOLO
Antes de empezar se ha reconstituir el vial de Proteinase K afiadiendo 1.1 mL de RNAse free Water y
mezclarlo mediante agitacion. A su vez, también hay que reconstituir los buffers de lavado afiadiendo

20 mL de isopropanol a 99.7% al Wash |y 42 mL de etanol al 99.8% al Wash Il.

El proceso de extraccion se realiza siguiendo las instrucciones del fabricante (Certest Biotec):

1) Afadir a los 200 pL de muestra (constituida por 100 pL de la muestra de burguer meat
contaminada + 100 pL de agua de peptona tamponada) 200 pL del Lysis Buffer y 20 ulL de
Proteinase K, asegurando que se mezcla correctamente aplicando durante 5 segundos
agitaciéon mediante un vortex para posteriormente incubar las muestras a 65°C durante 10
minutos.

2) Anadir 260 uL del Binding Buffer y de nuevo se agita durante 5 segundos con ayuda de un
vortex y se incuba a temperatura ambiente durante 5 minutos.

3) Transferir toda la muestra al set de columnas denominado Mini Spin Column set. Una vez
transferido, centrifugar los viales 1 minuto a 11000 revoluciones por minuto (rpm), para

descartar seguidamente el eluido, conservando la columna.
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5)

6)
7)

Introducir la columna en un nuevo eppendorf y afiadir 600 uL del Wash Buffer | en el interior
de la columna. Volver a centrifugar 1 minuto a 11000 rpm y descartar el eluido de nuevo,
conservando la columna.

Introducir la columna en un nuevo eppendorf y afiadir 700 uL de Wash Buffer Il en el interior
de la columna. Centrifugar de nuevo 1 minuto a 11000 rpm y descartar el eluido, conservando
la columna.

Repetir el paso 5, pero esta vez centrifugando durante 5 minutos a 11000 rpm.

Por ultimo, afiadir 100 uL de Elution Buffer (previamente precalentado a 65°C), e incubar los
viales durante 1 minuto a temperatura ambiente. Tras la incubacidn, centrifugar durante 1
minuto a 11000 rpm y descartar la columna, conservando el eluido que se encuentra en el
eppendorf, ya que contiene el ADN extraido.

Finalmente, el ADN extraido se utiliza al momento o conservarlo en condiciones de

congelacion a una temperatura de -20°C/-80°C.

3.3.2. METODO B: Viasure Resp. Viruses Quick Lysis Reagent

FUNDAMENTO

Viasure Resp. viruses Quick Lysis Reagent es un kit de lisis disefiado para el tratamiento rapido de

muestras y su posterior analisis mediante los kits comerciales VIASURE Real Time PCR Detection

dirigidos a la deteccidn de virus respiratorios.

El método se basa en la lisis de particulas virales, con la ayuda de una enzima proteolitica y tratamiento

a alta temperatura, y en la separacién de compuestos que pueden interferir con la reaccién PCR a

tiempo real, utilizando resinas y sedimentacion.

PROTOCOLO

Este kit consta de las siguientes etapas:

1)

2)

Reconstituir el Resp. viruses Lysis Reagent liofilizado afiadiendo 185 uL del Rehydration Buffer
suministrado por el kit.

Afadir 200 pL de muestra (100 uL muestra de burguer meat contaminada + 100 yL de agua
de peptona tamponada) en el Resp. viruses Lysis Reagent previamente reconstituido.
Vortear la solucion durante 5 segundos.

Incubar la mezcla durante 10 minutos a 100°C.

Vortear de nuevo la muestra.
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6) Reposar durante 2 minutos a temperatura ambiente, para que se produzca la sedimentacién
de los sélidos que puedan interferir en la PCR a tiempo real.
7) Transferir 50 pL del sobrenadante a un nuevo eppendorf.

8) Finalmente, el ADN extraido se utiliza al momento o conservarlo en condiciones de

congelacion a una temperatura de -20°C/-80°C.

3.3.3. METODO C: Viasure Quick Lysis Reagent Optimizado
FUNDAMENTO

Este método de extraccidn es una optimizacién del método Viasure Resp. viruses Quick Lysis Reagent

para ser empleado con muestras alimentarias para la deteccidn de patégenos ADN.

PROTOCOLO
El procedimiento de Viasure quick lysis reagent optimizado consta de las siguientes etapas:
1) Reconstituir el Lysis Reagent optimizado liofilizado anadiendo 100 uL del Rehydration Buffer

suministrado por el kit.

2) Anadir 100 pL de muestra contaminada en el Lysis Reagent previamente reconstituido.

3) Vortear la solucién durante 5 segundos.

4) Incubar la mezcla durante 10 minutos a 100°C.

5) Volver a vortear durante un periodo de 5 segundos la muestra.

6) Dejar reposar durante 2 minutos a temperatura ambiente, para que se produzca la

sedimentacion de los sdélidos que puedan interferir en la PCR a tiempo real.

7) Transferir 50 pL del sobrenadante a un nuevo eppendorf.

3.3.4. METODO D: Nucleomag DX Pathogen Kit
FUNDAMENTO

El método de extraccidon NucleoMag Dx Pathogen Kit esta disefiado para el aislamiento de ADN/ARN
viral a partir de muestras respiratorias o saliva. El fundamento del kit se basa en un fendmeno de
absorcion reversible de los acidos nucleicos por parte de particulas magnéticas bajo unas condiciones

del medio apropiadas.

Las etapas que rigen este método son una primera fase de lisis, producida a partir de un Lysis Buffer,
junto con la adicion de Proteinase K, de modo que se produzca una ruptura de la pared celular que
permita la liberacién del material genético. Una segunda fase que consiste en la unién del ADN a las

particulas magnéticas. Para ello, se adiciona al material lisado, el Binding Buffer y las particulas
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magnéticas. En tercer lugar, se produce una separacién magnética empleando un imdn que facilita las

etapas de lavado, siendo éstas tres etapas, dos empleando los buffers de lavado y una tercera con

etanol al 80%, de modo que consiga eliminar los contaminantes presentes. Finalmente, el ADN viral

puro es eluido tras la adicién de un buffer de elucidn, por lo que los acidos nucleicos estdn preparados

para amplificar, o ser conservados en congelacién a -20°C/-80°C.

PROTOCOLO

El procedimiento de NucleoMag Dx Pathogen Kit consta de las siguientes etapas:

1)

Afadir a los 200 pL de muestra (100 pyL muestra de burguer meat contaminada + 100 ulL agua
de peptona tamponada) 180 pL de Lysis Buffer y 20 uL de Proteinase K para producir la lisis.
Mezclar todos los componentes de forma adecuada e incubar a temperatura ambiente
durante un periodo de tiempo de 15 minutos.

Tras la incubacion, adicionar 20 L de las particulas magnéticas y 600 ulL del Binding Buffer.
Homogeneizar correctamente y aplicar iman durante 2 minutos. Pasado este tiempo, eliminar
el sobrenadante y separar los eppendorf del iman.

Anadir 600 uL del Wash Buffer | para aplicar el primer lavado, asegurando que se homogeneiza
correctamente. Aplicar de nuevo el iman y dejar reposar durante 2 minutos. Eliminar el
sobrenadante y separar los eppendorf del iman.

Anadir 600 pL del Wash Buffer |l para aplicar el segundo lavado, asegurando que la mezcla se
homogeneiza de forma adecuada. Aplicar de nuevo el imany dejar reposar durante 2 minutos.
Eliminar el sobrenadante y separar los eppendorf del iman.

Anadir 600 pL de etanol 80% para aplicar el tercer lavado, asegurando que se homogeneiza
correctamente. Aplicar de nuevo el iman y dejar reposar durante 2 minutos. Pasado este
tiempo, eliminar el sobrenadante.

Dejar secar las particulas magnéticas durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, afiadir 100 uL del Elution Buffer, homogeneizando bien la mezcla con ayuda del
vortex. Volver a aplicar el iman y dejar que se separen durante 2 minutos. Pasado este tiempo,
transferir el sobrenadante de la muestra eluida a un nuevo eppendorf.

Una vez el DNA extraido, utilizar directamente o conservar en congelacion a una temperatura

de - 20°C/-80°C.
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3.3.5. METODO E: Viasure DNA/RNA Pathogen Extraction Kit
FUNDAMENTO

Este método esta basado en la absorcién espontanea y reversible de acidos nucleicos a la superficie

de particulas superparamagnéticas bajo una serie de condiciones del medio optimizadas.

En primer lugar, se produce una lisis y la absorcion de los acidos nucleicos a través de las particulas
paramagnéticas. Después, las particulas son atraidas por la fuerza de atraccién aplicada mediante un
iman de modo que se separen los dcidos nucleicos del resto de sustancias que pueda. Tras varios pasos
de lavado, cuyo objetivo es eliminar restos celulares y sales, las particulas son secadas al aire para
eliminar residuos solventes orgdnicos. Finalmente, el ADN es separado de las particulas magnéticas
mediante un buffer de elucién, de forma que se obtiene una solucién pura y concentrada de acidos

nucleicos.

PROTOCOLO
El procedimiento del Viasure DNA/RNA Pathogen Extraction Kit estd marcado por las siguientes
etapas:

1) Adadir 100 pL de muestra inicial mas 100 uL de agua de peptona tamponada en un tubo
Eppendorf.

2) Afadir 265 uL de Lysis Buffer y 15 plL de Proteinase K. Una vez afiadido, incubar los pocillos
durante 5/10 minutos a una temperatura de 70°C.

3) Tras la incubacidn, afiadir 200 uL de isopropanol y 15 L de particulas magnéticas. Aplicar el
iman para que las particulas magnéticas, las cuales se encuentran adheridas a los acidos
nucleicos, se separen. Dejar reposar durante 10 minutos y eliminar el sobrenadante.

4) Retirar los pocillos del iman y aplicar 500 uL del Wash Buffer |. Asegurar que se mezcle
correctamente con ayuda del vortex. Aplicar el iman y dejar reposar durante 10 minutos.
Eliminar el Wash Buffer |.

5) Retirar de nuevo los tubos Eppendorf del iman y aplicar 500 uL del Wash Buffer Il.
Homogeneizar la mezcla con ayuda del vortex. Aplicar el iman y dejar reposar durante 10
minutos. Eliminar el Wash Buffer .

6) Secar las particulas a una temperatura de 55°C 3-5 minutos.

7) Finalmente, afiadir 100 pL del Elution Buffer y dejar reposar durante 5 minutos a 45°C. A
continuacién, aplicar el iman y transferir el eluido a un nuevo tubo Eppendorf.

8) Utilizar el ADN extraido directamente o conservarlo en congelacién a una temperatura de -

20°C/-80°C.
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4-. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Comparacion del método Viasure Salmonella Real Time PCR Detection Kit frente al método
validado /Q- Check Salmonella Il en muestras de alimentos.

Para evaluar la sensibilidad, tanto del método /Q-Check Salmonella Il de Bio-rad, como del método
Viasure Real Time PCR Detection de Certest Biotec, se emplearon los acidos nucleicos obtenidos a
partir de las muestras de burguer meat que presentaban las siguientes concentraciones de Salmonella
Enteritidis: 7,4 x 10° ufc/mL, 7,4 x 10° ufc/mL, 7,4 x 10* ufc/mL, 7,4 x 10% ufc/mL, 7,4 x 102 ufc/mLy
7,4 x 10 ufc/mL, que equivalen a un rango de 6,87 a 1,87 log ufc/mL. Los resultados de ambos métodos

se muestran en la tabla 4.

Como se ha citado en el apartado 3.1.3. (metodologia), los resultados utilizados para el método
Viasure Real Time PCR Detection de Certest Biotec fueron los obtenidos mediante el empleo del

método de extraccion Viasure DNA/RNA Pathogen Extraction (método E).

En la tabla 4 se observa la concentracién de Salmonella en log ufc/mL, ufc sometidas a extraccion, el
numero de muestras positivas respecto a las evaluadas (ratio) y la media del valor Ct y su desviacion
estandar para cada una de las muestras objeto de estudio empleando los dos kits de amplificacidn,

1Q-Check Salmonella Il y Viasure Real Time PCR Detection.

Tabla 4. Valores medios de Ct y desviacion estandar (DS) para cada dilucion, nimero de muestras
positivas respecto a las evaluadas (ratio) y concentracion de Salmonella spp. expresada en log ufc
para el método IQ-Check Salmonella Il y Viasure Salmonella Real Time PCR Detection Kit, empleando
como método de extraccion el método Viasure DNA/RNA Pathogen Extraction (método E).

1Q-CHECK VIASURE REAL TIME PCR
CONCENTRACION DE Ct +DS (EXTRACCION METODO E)
SALMONELLA Ct £+ DS
(log ufc/mL)
(ufc/extraccion) RATIO RATIO
6,87 30,08 £ 0,26 27,48 £ 0,95
7,4 x 10° ufc 2/2 2/2
5,87 34,35+ 0,02 30,00+ 0,27
7,4 X 104 qu 2/2 2/2
4,87 38,48 + 1,69 33,23+ 0,69
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3,87 40,08 £ 0,48 36,89 £ 0,65
7,4 x 10?% ufc 2/2 2/2
2,87 40,89 39,11
7,4 x 10" ufc 1/2 1/2
1,87 N/A N/A
7,4 ufc 0/2 0/2

Método E: Viasure DNA/RNA Pathogen Extraction Kit; N/A= No Amplifica.

El método /Q-Check Salmonella Il fue capaz de amplificar todas las réplicas evaluadas hasta la
concentracién 3,87 log ufc/mL; sin embargo, para la concentracién de 2,87 log ufcmL, amplificé una
de las dos diluciones, lo cual puede indicar un fallo analitico en la preparacidn de la muestra, pero
siendo tan elevado el ciclo en el que se produjo la amplificacién, seguramente no habria suficiente
ADN para amplificar. Por el contrario, ninguna de las muestras con concentracién mas reducida (1,87

log ufc/mL) mostré amplificacion.

Teniendo en cuenta que la cantidad de ADN que se amplifica para todos los métodos es de 100 pL, el
LOD (Limit of Detection) para el método /Q-Check Salmonella Il se establece en una concentracién de

7,4 x 10? ufc; si bien, seria conveniente ampliar el nimero de muestras para un estudio de validacidn.

Se elabord la curva estdndar a partir de los valores medios de Ct + SD y las concentraciones de

Salmonella Entiritidis expresadas en log ufc (figura 4).
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Figura 4. Curva estandar de ADN obtenida de la burguer meat contaminada experimentalmente con
diferentes concentraciones de S. Enteritidis CECT 4155 empleando /Q-Check Salmonella Il. Ecuacion
de la recta: y=-3,413x + 54,075; R?= 0,966

Como se observa en la figura 4, se obtuvo un coeficiente de determinacidén muy préximo a la unidad
(0,996), y la eficiencia de la reaccidn fue de un 96,34%, por lo que la reaccién de amplificacién se

considera dptima, ya que se encuentra dentro de los porcentajes adecuados (80% - 120%).

Los resultados obtenidos mediante el workflow método de extraccién E + VIASURE Real Time PCR
Detection seleccionado para realizar la comparativa frente al método validado, se observé que a partir
del método Viasure DNA/RNA Pathogen Extraction, la concentracién mas baja (1,87 log ufc/mL) no
fue capaz de amplificar ningun replicado, al igual que sucede con el IQ-Check Salmonella 1l. Ademas,
para la concentracién de 2,87 log ufc/mL amplificd uno de las dos replicados, obteniéndose un valor
de Ct igual a 39,11. Para el resto de las concentraciones, se observdé amplificacién en todas las

muestras. Por ello, el LOD se fijé a una concentracién de 7,4 x 102 ufc.

De la curva estandar (figura 7) elaborada a partir de los valores medios de Ct y la concentracion de
Salmonella Entiritidis (expresada en log ufc/mL), se obtuvo el coeficiente de determinacién (R?) y la

ecuacion de la recta.
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Figura 5. Curva estandar de ADN obtenida de la burguer meat contaminada experimentalmente con
diferentes concentraciones de S. Enteritidis CECT 4155, empleando extraccién Viasure DNA/RNA
Pathogen Extraction Kit (método E). Ecuacién de la recta: y = -3,146x + 48,794; R?*=0,993

Como se observa, se obtuvo una buena linealidad, con un coeficiente de determinacién de 0,993. Por
otro lado, la eficiencia de la reaccion (E) obtenida fue del 107,9%, por lo que se considera dptima ya

gue se encuentra entre el 80%-120% establecido.
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Si nos fijamos en los resultados mostrados en la tabla 4, podemos observar que ambos métodos
presentan el mismo LOD, fijado a una concentraciéon de 7,4 x 102 ufc y que ambos métodos han sido
capaces de amplificar, al menos en una ocasidn, en una concentracion menor. Sin embargo, el kit
Viasure Real Time PCR Detection presentd valores de Ct inferiores para todas las concentraciones
ensayadas, lo que puede reflejar que hay una mayor cantidad de ADN diana en las muestras debido al
método de extraccidn empleado, una menor presencia de inhibidores o una mayor calidad del ADN
extraido que puede dar lugar a una mayor eficiencia de la reaccién de amplificacidon. Esto
probablemente sea debido a que el método E de extraccion incluye un paso de purificacion mediante
el uso de particulas paramagnéticas y buffer de lavado. El kit validado /Q-Check tan solo incluye un
paso inicial de lisis celular previo a la fase de amplificacidn, lo que se traduce en la obtencién de acido

nucleico menos purificado y en consecuencia mayor interferencia en la etapa de amplificacion.

Por ello, estos resultados muestran que el kit Viasure Real Time PCR Detection proporciona resultados
similares e incluso mejores al método validado, obteniendo valores de Ct mds tempranos y que por lo
tanto es una técnica fiable y rdpida para la deteccion de Salmonella spp. en productos carnicos. Si

bien, seria necesario ampliar el nUmero de réplicas para poder llevar a cabo un analisis mas completo.

En un estudio realizado en 2021, se analizaron 92 muestras de diferentes alimentos para la deteccion
de Salmonella spp. tanto por el método de PCR a tiempo real como por el método convencional. El
método PCR a tiempo real presentd una sensibilidad relativa, especificidad y precision relativas del
100% en comparacién al método convencional, demostrando que esta técnica permite obtener los
mismos resultados que el método convencional, con la ventaja de obtenerlos en un menor periodo de

tiempo (Damkerng et al, 2021).

4.2. Evaluacion de la sensibilidad del kit Viasure Real Time PCR Detection de deteccién de Salmonella
spp con diferentes métodos de extraccidn.

Para evaluar la sensibilidad del kit Viasure Real Time PCR Detection con cada uno de los métodos de
extraccién, se emplearon los acidos nucleicos obtenidos a partir de las muestras de burguer meat que
presentaban las siguientes concentraciones de Salmonella Enteritidis: 7,4 x 10° ufc/mL, 7,4 x 10°
ufe/mL, 7,4 x 10* ufe/mL, 7,4 x 103 ufc/mL, 7,4 x 102 ufc/mLy 7,4 x 10 ufc/mL, que equivalen a un rango
de 6,87 a 1,87 log ufc/mL.

En la tabla 5 se observa para cada uno de los métodos de extraccion evaluados, la concentracion de
Salmonella en log ufc/mL, ufc sometidas a extraccion, el nimero de muestras positivas respecto a las
evaluadas (ratio) y la media del valor Ct y su desviacidn estandar para cada una de las muestras objeto

de estudio:
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Tabla 5. Valores medios de Ct y desviacion estandar (DS) para cada concentraciéon de Salmonella
Entiritidis expresada en log ufc para el kit Viasure Real Time PCR Detection empleando cada uno de
los métodos de extraccion.

CONCENTRACION | METODOA | METODOB | METODOC | METODOD | METODOE
DE SALMONELLA Ct + DS Ct + DS Ct + DS Ct + DS Ct +DS
(log ufc/mL)
T TEEE) RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO
6,87 28,32+0,47 | 27,87+1,07 24,88 +0 26,580 | 27,48+0,95
7,4 x 10° ufc 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2
5,87 29,93+0,36 | 31,05+1,16 | 27,87+0,52 | 30,00+0,49 | 30,00+0,27
7,4 x 10 ufc 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2
4,87 31,90+0,61 | 36,36+2,78 | 31,39+0,23 | 33,77+1,10 | 33,23+0,69
7,4 x 10° ufc 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2
3,87 37,87 + 2,86 40,14 38,99+0,59 | 36,58+0,66 | 36,89 0,65
7,4 x 102 ufc 2/2 1/2 2/2 2/2 2/2
2,87 N/A N/A N/A N/A 39,11
7,4 x 10" ufc 0/2 0/2 0/2 0/2 1/2
1,87 N/A N/A N/A N/A N/A
7,4 ufc 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2

Método A: Viasure RNA-DNA; Método B: Viasure Resp. viruses Quick Lysis Reagent; Método C: Viasure
Quick Lysis Reagent Optimizado; Método D: NucleoMag Dx Pathogen Kit; Método E: Viasure
DNA/RNA Pathogen Extraction Kit; Nf/A= No Amplifica.

Como podemos observar en la tabla 5, para los 5 métodos empleados, las réplicas de las
concentraciones mas elevadas (6,87 log ufc/mL, 5,87 log ufc/mL, 4,87 log ufc/mLy 3,87 log ufc/mL)
muestran amplificacidn, con valores de Ct muy similares entre ellos. Sin embargo, se aprecia una
excepcion para el método B (Viasure Resp. viruses Quick Lysis Reagent), ya que para la concentracién
de 3,87 log ufc/mL, solo se observa amplificacién en una de las réplicas, ademas el valor Ct obtenido

es muy elevado, cercano al limite (Ct = 40).
Cabe destacar también que, para todos los métodos, se obtienen unos valores de desviacion estandar

bajos (inferiores a la unidad), lo cual refleja la precisién de la técnica. Sin embargo, para el método B

(Viasure Resp. viruses Quick Lysis Reagent), todas las concentraciones muestran desviaciones
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superiores a la unidad. Esto es debido al arrastre de inhibidores que afectan a la reaccién de

amplificacidn, lo que refleja que la extraccion no ha sido del todo eficiente.

Los resultados obtenidos por el método B, podria deberse a que es un método de extraccién disefiado
y optimizado para el anadlisis de virus respiratorios ARN a partir de muestras obtenidas de vias
respiratorias altas (torundas nasofaringeas y saliva), pero no para muestras alimentarias ni bacterias,
que, a diferencia de los virus, presentan ADN en su genoma. Ademas, la matriz alimentaria de este
estudio, una burguer meat, presenta un alto contenido de grasa, que podrian interferir en la

extraccion del ADN y por lo tanto dificultar la amplificacidn de este.

A la vista de los resultados obtenidos, para todos los métodos de extraccion a excepcion del Viasure

Resp. viruses Quick Lysis Reagent (método B), se establece el LOD de 7,4 x 102 ufc.

Las curvas estandar elaboradas con los métodos que han mostrados mejores resultados (A, Cy D) se
muestran en las figuras 6,7 y 8, respectivamente. Para ello, se han utilizado los valores medios de Ct +
DS y las diferentes concentraciones de Salmonella Entiritidis en burguer meat en las que ha habido

amplificacidn en las dos réplicas.
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Figura 6. Curva estandar de ADN obtenida de la burguer meat contaminada experimentalmente con
diferentes concentraciones de S. Enteritidis CECT 4155 para el método Viasure RNA-DNA (método A).
Ecuacion de la recta: y = -2,936x + 47,876; R*=0,873

La figura 6, muestra la curva estandar a partir de la cual se ha calculado la eficiencia (E) y el coeficiente
de determinacion (R?) para el método A. Se ha obtenido una eficiencia del 119%, siendo un valor
dentro de los parametros establecidos. Sin embargo, el coeficiente de determinacion es bajo, lo que

podria indicar una correlacidn lineal escasa.
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En segundo lugar, en la figura 7 representa la curva estandar para el método C.

Curva estandar Método C
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Figura 7. Curva estandar de ADN obtenida de la burguer meat contaminada experimentalmente con
diferentes concentraciones de S. Enteritidis CECT 4155 para el método Viasure Quick Lysis Reagent

Optimizado (método C). Ecuacién de la recta: y = -3,885x + 55,404; R*=0,947

Se obtuvo una adecuada linealidad, ya que se observé un coeficiente de determinacién (R%) de 0,947.
Ademds, la eficiencia de la reaccién (E) fue de un 81%, por lo que es valor aceptable ya que la eficiencia

de la reaccién debe encontrarse entre porcentajes del 80% al 120%.

Por ultimo, la figura 8 muestra la curva estandar para el método NucleoMag Dx Pathogen Kit (método
D).

Curva estandar Método D
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Figura 8. Curva estandar de ADN obtenida de la burguer meat contaminada experimentalmente con
diferentes concentraciones de S. enteritidis CECT 4155 empleando NucleoMag Dx Pathogen Kit
(método D). Ecuacién de la recta: y = -3,595x + 51,069; R?= 0,998
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En cuanto al coeficiente de determinacién (R?), se obtuvo una linealidad cercana a uno (0,998) y la
eficiencia de la reaccién, calculada a partir de la pendiente de la recta, es de 89%, encontrandose

dentro de los parametros aceptables.

Por lo tanto, los resultados del estudio sugieren que 4 de los 5 métodos de extracciéon permiten llevar
a cabo la amplificacion del ADN hasta la concentracién de 7,4 x 103 ufc, que corresponde con 7,4 x 10?
ufc, si bien, el método DNA/RNA Pathogen Extraction (método E) fue el Unico que mostrd
amplificacion en al menos una de las dos réplicas de la concentracion inferior (7,4 x 10* ufc), por lo
que seria necesario un estudio mas completo para poder obtener mads informacion. Por el contrario,
el kit Viasure Resp. viruses Quick Lysis Reagent resultd ser el método menos efectivo, ya que se
observé grandes variaciones en los resultados obtenidos para todas las concentraciones. Sin embargo,
ese mismo método optimizado para ser empleado con muestras alimentarias (método C) presenté
mejores resultados, mostrando amplificacion en aquellas muestras que presentaron las

concentraciones mas elevadas, con valores de Cq mas tempranos.

Por otro lado, si comparamos los diferentes métodos de extraccién (B, C, D y E) con el método A
basado en la purificacidn de acidos nucleicos en columnas, como método de referencia de extraccién,

podemos observar algunas diferencias.

En la figura 9, se representan las rectas obtenidas con los 5 métodos de extraccién y el método de
amplificacion PCR a tiempo real de Viasure y en la figura 10, se muestra la comparativa entre el

método Ay los métodos cuya extraccidn se basa en la purificacién con particulas magnéticas.
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Figura 9. Comparativa de los 5 métodos de extraccion
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Figura 10. Método A de referencia y los métodos cuya extraccion se basa en la purificacion con

particulas magnéticas.

El método D (NucleoMag) y el E (Viasure) presentan unas rectas solapadas. Estos flujos de deteccion
molecular muestran una eficiencia comparable en términos de purificacidon de acidos nucleicos y de
amplificacion PCR. Si bien es cierto que para bajas concentraciones (altos Ct) se obtienen mejores

resultados con el flujo de VIASURE.

En cuanto a los métodos VIASURE de lisis rapida, métodos B y C (figura 11) presentan una pendiente
comparable pero desplazada, probablemente por diferente influencia de la matriz alimentaria o lisis
de microorganismos entre ambos, ya que en este procedimiento no existen pasos en el protocolo de
purificacién de acidos nucleicos. Se puede observar como el método C (optimizado) presenta mejores

valores de Ct.
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Figura 11. Método A de referencia y los métodos cuya extraccidn se basa en lisis rapida.

Si comparamos estos métodos de lisis rapida con el método de purificacién con columnas (A),
podemos observar como el método C (mejorado) presenta, por lo general, mejores valores de Ct a
todas las concentraciones, excepto en el caso de la mas diluidas, donde los resultados son

comparables. Estos resultados son muy interesantes ya que es un procedimiento rapido y sencillo, en
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el que no se realiza en ningin momento lavado de restos celulares o compuestos procedentes del
alimento, es decir, no realiza purificacidon de acidos nucleicos. Seria de gran interés determinar la

funcionalidad y eficiencia de este kit con otras matrices alimentarias.

Con este analisis preliminar, podemos observar la eficiencia de diferentes métodos moleculares. Para
obtener una idea mds clara sobre el comportamiento de todos los flujos, seria interesante ampliar el

numero de réplicas en la linealidad, asi como en la determinaciéon del limite de deteccién.

Por otro lado, seria interesante comparar la eficiencia de amplificacion PCR de ambos kits con el flujo
completo de extraccion + PCR, y asi determinar cual de todos se ve mds influenciado por la matriz
alimentaria. Una adecuada purificacién permitiria, presumiblemente, la deteccién de los
microorganismos de interés de un abanico mayor de matrices alimentarias. También seria interesante
realizar contaminaciones experimentales sobre otras matrices alimentarias diferentes a la de este

trabajo.
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5-. CONCLUSIONES

1.- Los resultados obtenidos evidencian la ventaja del andlisis molecular por PCR a tiempo real para la
deteccion de Salmonella spp. en alimentos, obteniendo los resultados en un menor periodo de tiempo

gue el método convencional fijado en la legislacién.

2.- El Kit comercial Viasure Real Time PCR Detection de deteccion de Salmonella spp., ha mostrado que
presenta una sensibilidad similar al método validado con el que se ha comparado por lo que podria
optar a ser validado con el fin de poder ser aplicado como sistema de autocontrol dentro de la

industria alimentaria.

3.- El kit Viasure Real Time PCR Detection puede constituir un método alternativo rapido y eficaz para

la deteccién de Salmonella spp. en alimentos.

4.- La extraccién de acidos nucleicos se considera una etapa critica a la hora de emplear ensayos
moleculares basados en PCR a tiempo real para la deteccién de patégenos en matrices alimentarias.
Por ello, es necesario llevar a cabo una correcta optimizacion del método de extraccién que permita
recuperar una mayor cantidad de moléculas de ADN de calidad adecuada, aumentando asi la

sensibilidad de la técnica.

5.- Cuatro de los métodos de extraccidn de acidos nucleicos a partir de matriz alimentaria han
mostrado ser eficaces para la posterior amplificacién del ADN, por lo que podrian ser propuestos para
la deteccidn de Salmonella mediante el Kit Viasure Real Time PCR Detection. Sin embargo, podriamos
proponer el método Viasure Quick Lysis Reagent Optimizado (método C) por su sencillez y facilidad de

uso.
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CONCLUSIONS

1.- The results obtained show the advantage of real-time PCR molecular analysis for the detection of
Salmonella spp. in food, obtaining the results in a shorter time than the conventional method

established in the legislation.

2.- The commercial Viasure Real Time PCR Detection Kit for the detection of Salmonella spp., has
shown that it has a similar sensitivity to the validated method with which it has been compared, so it
could opt for its subsequent validation to be able to applied as a self-control system within the food

industry.

3.- The Viasure Real Time PCR Detection kit can be a fast and effective alternative method for the

detection of Salmonella spp. in food.

4.- Nucleic acid extraction is considered a critical stage when using real-time PCR-based molecular
assays for the detection of pathogens in food matrices. For this reason, it is necessary to carry out a
correct optimization of the extraction method that allows the recovery of a greater quantity of DNA

molecules of good quality, increasing the sensitivity of the technique.

5.- Four of the methods for extracting nucleic acids from the food matrix have shown to be effective
for the amplification of DNA, so they could be proposed for the detection of Salmonella using the
Viasure Real Time PCR Detection Kit. However, we could propose the Optimized Viasure Quick Lysis

Reagent method (method C) for its easiness and speed of the method.
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6-. VALORACION PERSONAL

En mi opinién, este TFG me ha parecido una eleccion muy acertada, ya que reine muchas de las
asignaturas que se explican en la carrera de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (CTA), como es la
Higiene Alimentaria, la gestidén de la Seguridad Alimentaria, legislacién y microbiologia alimentarias.
De hecho, la seguridad alimentaria, junto con la microbiologia alimentaria son dos de las asignaturas
gue me parecen mas interesantes e importantes dentro de la carrera y, que sobre todo se aplican
mucho en el dia a dia de nuestra vida, debido a la importancia que tiene garantizar que los productos
gue consumimos sean inocuos para la salud humana, a la par de nutritivos y apetecibles para los

consumidores.

Ademas, este TFG, me ha permitido conocer la rama de la biologia molecular mas a fondo; una ciencia
que en CTA no se explica tanto y solo se da de forma tedrica. Me ha ayudado a ampliar mis
conocimientos en esta ciencia, ademas de adquirir una mayor destreza en laboratorio. Encima, hoy en
dia, la técnica de la PCR, debido a la pandemia COVID-19, ha cobrado mucha importancia, y gracias a
este TFG he conocido a fondo en que se basa, como llevar a la practica este método molecular y saber

comprender los resultados.

Me ha ayudado a conocer de una manera mas extensa el campo de la Ciencia y Tecnologia de los

Alimentos y poder acercarme a una de las ramas de lo que puede que en un futuro sea mi vida laboral.
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