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RESUMEN






La deteccién y cuantificaciéon de microorganismos patégenos en alimentos es
uno de los grandes retos a los que se enfrenta la industria alimentatia
actualmente. Para ello, la aplicacién de controles microbiolégicos a lo largo de
toda la cadena de procesado es imprescindible para minimizar riesgos y
garantizar la calidad y seguridad de los productos. Los métodos tradicionales
para la detecciéon de patdgenos en alimentos se basan en el aislamiento e
identificacién de colonias en medios selectivos tras uno o varios pasos de
enriquecimiento lo que alarga el proceso y, en ocasiones, el resultado no es
concluyente. Como alternativa destacan los métodos inmunolégicos y los de
PCR. Entre los primeros, el VIDAS® es uno de los mis utilizados por las
empresas de alimentos por su facilidad de ensayo. Por otra parte, las técnicas
de PCR, constituyen una buena alternativa por su rapidez, sensibilidad y
precisién. La PCR a tiempo real (RTi-PCR), ademas, ofrece la posibilidad de
cuantificar los microorganismos presentes en la muestra automatizando el
proceso, lo que permite procesar un nimero elevado de muestras, reduciendo
los problemas de contaminaciones posteriores.

En este trabajo se ha aplicado la RTi-PCR, para la deteccién de E. ool
O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella spp. y Sta. anreus, evaluindose asimismo su
utilidad como prueba diagnéstica en el control microbiolégico de alimentos. La
comparacién de cuatro métodos comerciales de extraccion de DNA, realizada
en base a la sensibilidad en la deteccién por PCR, demostré que el método
DNeasy Tissue Kit es el mas eficiente para la extracciéon de DNA de los cuatro
patogenos, en las tres matrices vegetales ensayadas. La aplicacion directa de la
RTi-PCR en muestras de alimentos de contaminacién natural permitié la
cuantificacién de los patégenos presentes en el 67 % de las muestras que
habian resultado positivas por PCR convencional tras el enriquecimiento
correspondiente, revelando que Salmonella y E. coli O157:-H7 se encuentran

generalmente en niveles de 10° ufc/g, L. monacytogenes de 107 ufc/g 'y Sta. aureus
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de 10 ufc/g. Las muestras restantes (33%) presentaron niveles inferiores a 10
ufc/g. La comparacién de la RTi-PCR directa y el procedimiento mini-VIDAS
para la deteccién de E. col O157:H7, L. monocytogenes y Salmonella determiné que
ambas técnicas presentan una especificidad similar pero la RTi-PCR se
comporta mejor en cuanto a “sensibilidad” y “seguridad” ain asumiendo que
su aplicacién directa, sin enriquecimiento, estara ofreciendo un resultado
sesgado con posibles “falsos negativos”. En base a estos resultados, se
propone la utilizacién de la RTi-PCR como técnica para rastrear la presencia de
patégenos en el andlisis rutinario de alimentos ya que ha demostrado ser una
técnica rapida y sensible que permite completar el analisis en unas 5-6 horas, en
lugar de las 24-72 horas que requiere el mini-VIDAS. Sélo las muestras
negativas se analizarfan por PCR, tras enriquecimiento, para asegurar la
ausencia del patégeno.

Ademis, se disefié un nuevo sistema de cebadores y sonda TagqMan
para Salmonella spp. comprobandose su especificidad y sensibilidad en la
deteccién en alimentos por RTi-PCR. Combinando este sistema con los
ensayados para E. colf O157:H7 y Sta. aureus, se ha puesto a punto una reaccién
de RTi-PCR multiple para la deteccién simultinea y cuantitativa de los tres
patégenos. La aplicacién de la RTi-PCR muiltiple, tras un paso enriquecimiento
de tan sélo 6 horas permite la deteccién de hasta 1 célula de cada uno de los
patégenos en 25 g. Por lo tanto, queda demostrada su validez como técnica
analitica cuando la legislacion exige “ausencia” del patégeno en 25 g, como es

el caso de Salmonellay E. coli O157:H7 o de Sta. auress en algunos alimentos.



I. INTRODUCCION






1. Patégenos en alimentos: importancia en la salud publica

Las infecciones e intoxicaciones asociadas al consumo de alimentos
suponen una preocupacién creciente a nivel mundial y, tanto la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como las Agencias Europea y
Espafiola de Seguridad Alimentaria (European Food Safety Authority
EFSA y Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién
AESAN) informan cada afio sobre los agentes causantes de las
principales toxiinfecciones de origen alimentario. Los datos aportados
por estas agencias, sugieren que en los dltimos afios se ha producido un
ligero incremento en los casos de toxiinfecciones asociadas al consumo
de alimentos. Segin la OMS, (WHO, 1999 y 2002) uno de los principales
motivos de este incremento es el aumento de las resistencias y la
adquisicion de nuevos factores de virulencia por parte de
microorganismos que resultaban inocuos. Por otro lado, las mejoras en
las técnicas analiticas permiten detectar nuevos patégenos previamente
no considerados, lo que contribuye al aumento en la incidencia de
toxiinfecciones asociadas a alimentos. Ademas, el cambio de habitos
producido en la sociedad actual que incluye comer de forma regular fuera
de casa o la creciente demanda de comidas preparadas y alimentos
minimamente procesados, ha repercutido de forma notable en el

aumento del nimero de brotes de toxiinfecciones alimentatrias.

1.1 Contaminacion primaria y sus causas
La mayoria de los patégenos asociados a toxiinfecciones alimentarias
son zoondticos (de origen animal) y sus portadores son habitualmente

animales sanos desde los cuales se transmiten a una gran variedad de
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alimentos como es el caso de Salmonella spp., Escherichia coli o
Campylobacter pjuni. Otros patégenos como Listeria monocytogenes se
encuentran ampliamente distribuidos en el medio ambiente o forman
parte de la microbiota habitual del hombre como Staphylococcus anreus. En
estos casos, la contaminacién de los alimentos se produce durante su
procesado como resultado de defectos en las practicas higiénicas.

Los animales de granja habitualmente resultan contaminados debido
a la transmisién horizontal desde el ambiente en el que se encuentran
sobretodo a través de otros animales contaminados, el agua o animales
salvajes como pijaros o roedores. Esta transmisién horizontal se ve
favorecida por las condiciones de hacinamiento a las que se ven
sometidos los animales en muchas granjas (Berndtson ef @/, 1996, Davies
y Breslin, 2001). Tras su paso por la cadena de produccién, los productos
derivados de estos animales llegan al consumidor.

Generalmente, las toxiinfecciones alimentarias se asocian a alimentos
de origen animal o detivados como productos cirnicos, huevos,
productos licteos, etc. Sin embargo, la creciente demanda de productos
mas saludables por parte del consumidor, ha llevado, en los ultimos afios,
al aumento en el consumo de ensaladas preparadas, frutas y verduras
(Anon, 2007a). A pesar de que el nimero de brotes asociados a estos
productos es menor que los asociados a alimentos de origen animal, en
los ultimos afios han aumentado de forma considerable (Doyle y
Erickson, 2008). Este aumento se debe principalmente a las nuevas
pricticas agricolas que permiten disponer de todo tipo de productos
vegetales a lo largo del afio, y al riego masivo con aguas reutilizadas o

procedentes de depuradoras que, en ocasiones, presentan niveles de
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contaminacién fecal por encima de lo permitido causando la
contaminacién de los cultivos. Todos estos productos se consumen
habitualmente crudos y con poco o ningun procesado previo y muchos
de ellos llegan al mercado lavados, cortados y listos para el consumo.
Durante el cultivo, la recogida, el transporte y el procesado posterior,
pueden ser contaminados con patégenos de origen tanto animal como
humano. Por todo ello, la contaminacién de ensaladas, frutas y verduras
durante su produccién y procesado, puede desencadenar la apariciéon de
grandes brotes extendiéndose a lo largo de amplias areas geograficas
(Everis, 2004, Sivapalasingam et o/, 2004). Ademas, se prevé que estos
brotes sean cada vez mas comunes debido al aumento en la distribucién
global de los alimentos (Little y Gillespie, 2008).

Los trastornos causados por los patégenos asociados a alimentos son
principalmente de dos tipos:

i) Infeccién, se produce cuando el propio microorganismo viable
penetra en el organismo donde su crecimiento y los productos de su
metabolismo son los causantes de la enfermedad. Ejemplos de
patégenos que producen infecciones son Salmonella spp. y L.
monocytogenes.

i) Intoxicacién, se produce cuando la presencia del microorganismo
durante el almacenamiento de los alimentos genera la acumulacién de
una o varias toxinas que seran las causantes de la intoxicacién. Por
ejemplo, E. coli O157:H7, Shigella o Sta. anress.

La EFSA recoge cada afio, en un informe global, el nimero de brotes
de toxiinfecciones alimentarias asi como el nimero de personas afectadas

por estos brotes. Este sistema comunitario para monitotizat y recoger
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informacién sobte zoonosis, se basa en la directiva de 2003/99/EC1
(Anon., 2003), que obliga a los estados miembros de la Unién Europea a
recoger los datos de todos los brotes de zoonosis registrados. El ultimo
informe disponible, contiene los datos correspondientes a 2006. En ese
afio, se registraron de forma generalizada los datos referentes a 8 agentes
zoonoticos: Salmonella, Campylobacter resistentes al calor, L. monocytogenes,
E. coli verotoxigénica, Mycobacterium bovis, Brucella, Trichinella y Echinococcus.
Ademas, en funcién de la situacién epidemiolégica de cada pais, se
registraron también los datos referentes a Yersinia, Toxoplasma, Cysticerc,
Sarcocystis, fiebre Q, y otros contaminantes de origen microbiolégico
como histamina, toxinas estafilocécicas y Enterobacter sakagaki:.

Asi mismo, se informé de 5.705 brotes que afectaron a un total de
53.546 personas de las cuales 5.523 (10,3 %) fueron hospitalizadas y 50
resultaron muertas. En la Tabla 1 se detallan el nimero de brotes y
afectados en funcién del agente causante de los mismos. De ellos,
Salmonella es el patégeno que con mayor frecuencia se registra en la
Unién Europea aunque se ha observado un ligero descenso en los
ultimos afios. La campilobacteriosis es la segunda zoonosis mas comin
causante de 1.304 casos. Sta. anrens fue el agente causal del 4,1 % de los
brotes (236) y afect6 a 2.057 personas causando dos muertes. En cuanto
a E. coli verotoxigénica (patégena), fue la responsable del 0,8 % de los
brotes y, aunque es uno de los patégenos mas peligrosos, sélo causé una
muerte. El nimero de brotes de listeriosis registrados fue relativamente
bajo (9), pero se trata de una de las toxiinfecciones mas letales ya que el

14 % de los afectados murieron.



En cuanto al tipo de alimento origen de estas toxiinfecciones, los mas

comunes son los huevos y sus derivados, responsables del 17,8 % de los

brotes. La carne y sus derivados, asi como el pescado y sus derivados,

fueron los causantes del 10,3 y 4,6 % de los brotes, respectivamente.

Tabla 1. Agentes causantes de los brotes de toxiinfecciones alimentarias en la
Union Europea en 2006.

Agente
causante

Salmonella
Desconocido
Virus
Campylobacter
Stapbylococcus
Toxinas
Clostridium
Bacillus
Histamina
E. colipatégena
Shigella
Yersinia
Giardia
Trichinella
Listeria
Otros
Cryptosporidium
Brucella
Flavivirus
Klebsiella
Streptococcus
EU Total

Brotes
NO

3.131
952
587
400
236

5.705

% del
total
53,9
16,4
10,2
6,9
4,1
1,5
1,4
1,3
1,2
0.8
0,6
0,4
0,3
0,3
0,2
0,2
0,1
0,1
0,1
0,1
<0,1
98,2

General

1.520
610
373
116
157
20

55

66

62

3.000

Hogar

1.611
342
214
284

RO U 'S TR S T NG N

0
2.706

Sombreados los patdogenos objeto de esta tesis.

1.2 'Estrategias de vigilanciay control

Casos en humanos

NO

22.705
9.437
13.345
1.304
2.057
834
1.651
964
370
750
138
604

44

202
120

31

59

43

26

109
236
53.546

Ingresos
hospitalarios
3.185
947

553

65

277

261

44

34

41

103

22

15

113
&9

25

5.523

Muertes
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Para prevenir las intoxicaciones y/o infecciones causadas por

patéogenos asociados a alimentos es necesario controlar en qué punto de



la cadena de produccién se produce la contaminacién y el mecanismo
por el que el patégeno puede transmitirse al hombre. En este aspecto la
estrategia tradicional de analisis del producto final ha dado paso al
desarrollo del Sistema de Analisis de Peligros y de Puntos Criticos de
Control (APPCC) adoptado por la Comisién del “Codex Alimentatius”
(CCA). Este sistema permite identificar peligros especificos y desctibe
medidas para su control con el fin de garantizar la inocuidad de los
alimentos centrandose en la prevencién. La Unidon Europea establece los
criterios microbiolégicos para algunos de los patégenos mas habituales
en alimentos asi como las indicaciones para poner en practica estos
criterios, dirigidas a la industria alimentaria (Anon., 2005).

Entre los patégenos que habitualmente se investigan en alimentos
debido a su gran impacto en la salud publica estin E. /i O157:H7,
Salmonella spp., L. monocytogenes y Sta. aureus que seran objeto de estudio
de la presente Tesis Doctoral. En la Figura 1 se muestra la evolucién en
el nimero total de casos asociados humanos causados por estos cuatro
patégenos registrados en la Unién Europea en el periodo comprendido
entre 2002 y 2006. En ella se aprecia el aumento constante de los casos
asociados a L. monocytogenes aunque éste sigue siendo el patégeno con
menor incidencia. También se observa un ligero descenso en el nimero
de casos asociados a Salmonella y a Sta. aureus, debido a la mejora en las
pricticas higiénicas incorporadas en los ultimos afios. Por otro lado, a
pesar de que los casos de E. co/ verotoxigénica se han visto
incrementados en 2006, este aumento se debe a un brote puntual en la
Republica Checa y, en general, la tendencia observada por la EFSA en

los casos asociados a este patdgeno es de un ligero incremento.
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Figura 1. Evolucidon del numero de casos de toxiinfecciones registrados en la
Union Europea desde 2002 a 2006 para E. coli verotoxigénica (—4—), L.
monocytogenes, (—?—), Salmonella spp. (—0 ), Sta. aureus ¢+ A-).

1.3 Escherichia coli0157:H7

JE. coli es una especie dentro de la familia de bacterias Gram
negativas conocida como Enterobacteriaceae. Esta especie forma parte de la
microbiota intestinal de los humanos y de los animales de sangre caliente
por lo que normalmente es inofensiva. Sin embargo, desde principios del
siglo XX se conoce la naturaleza patogénica de determinados serodpos y
sus factores de virulencia se utilizan para la deteccion e identificacion de
estos serotipos. Por su localizacidon intestinal, esta especie se encuentra
en gran cantidad en las heces de muchos animales desde donde pueden
contaminar tanto el suelo como el agua que son los principales vehiculos

de transmision de la bacteria. Dentro de esta especie existen grupos de



cepas patégenas de las cuales la mas toxigénica es el serovar O157:H7,
que puede causar graves enfermedades alimentarias. E. cok O157:H7 fue
identificada por primera vez como patégeno en 1982 (Riley ef 4/, 1983) y
su patogenicidad se debe a varios factores:

- Capacidad de producir toxinas similares a las de Shige/ia (también
conocidas como verotoxinas). En este aspecto, E. w/ O157:H7 es capaz
de sintetizar las toxinas s#x1 y s#x2. Genéticamente, la secuencia de la
primera es similar a la de Shigella, mientras que la s#x2 presenta una
variabilidad muy amplia de secuencia entre ambos géneros asi como
aproximadamente un 56 % de similitud con la secuencia de la stx7
(Melton-Celsa y O’Brien, 1998). Ambas toxinas se encuentran
codificadas en un profago lamboide insertado en el genoma.

- Presencia de un plasmido de 60 MDa (pO157) que codifica para
unas 35 proteinas entre las que se encuentra la hemolisina. Esta proteina,
con la ayuda de sistemas de transporte especializados, es capaz de utilizar
las células sanguineas del hospedador como fuente de hierro (Law y
Kelly, 1995).

La infeccién se transmite al hombre principalmente a través del
consumo de alimentos contaminados como carne cruda o poco cocinada
y leche. La contaminacién fecal del agua y otros tipos de alimentos asi
como las contaminaciones cruzadas durante la manipulacién, son
también causas importantes de infeccién. Los principales sintomas que
se presentan tras la infeccién son dolores abdominales y diarrea que
puede progresar a diarrea hemorragica. La recuperacién suele llevarse a

cabo en unos 10 dias pero cuando afecta a ancianos o nifios, puede
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desencadenar el sindrome hemolitico urémico que se caracteriza por un
fallo renal agudo y anemia hemolitica (Donnenberg ef 4/, 2000).

Aunque la incidencia de las intoxicaciones causadas por este
microorganismo es baja, en los ultimos afios se ha visto ligeramente
incrementada. Los tdltimos datos disponibles en la Agencia Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) aportados por los paises de la Unién
Europea correspondientes al afio 2006, recogen un total de 4.916 casos
de toxiinfecciones asociadas a E. cwk O157:H7, de los cuales 13 se

produjeron en Espaiia.

1.3.1 Otros serotipos

La mayoria de los brotes de intoxicaciones causadas por E. co/i se
asocian al serotipo O157, sin embargo, se ha descrito que las cepas
causantes de gastroenteritis pueden pertenecer a mas de 100 serotipos
distintos (Posse e 4/, 20082). En el periodo comprendido entre 2002 y
20006, considerando los brotes en los cuales se establecié el serotipo
causante, el 66 % se asociaron al O157, el 20% a los serotipos O26,
0103, 091, 0145 y O111 y el resto (14 %) a otros serotipos (Anon.,
20072). La incidencia de estos serotipos depende en gran media de la
zona geografica. Asi, en el Reino Unido, la mayoria de los casos (83 %)
se deben al O157:H7 (Lynn ef 4/, 2005) mientras que en Alemania y
Austtia, este serotipo se asocia al 57 % de los brotes (Gerber ¢f 4/, 2002).
En la mayoria de los paises, no existen métodos normalizados para la
detecciéon de estos serotipos y al tratarse de cepas que fermentan el
sotbitol, no se recuperan del medio SMAC utilizado para el serotipo

O157:H7. Recientemente, se han desarrollado y evaluado medios de
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cultivo especificos que permiten el aislamiento e identificacién de estos
serotipos (Possé e/ al., 2008 a y b) lo que facilitara su inclusién en los
critetios microbiolégicos para los alimentos. Sin embargo, existen
evidencias de que la capacidad toxigénica es dependiente de cepa y en
muchos de estos serogrupos O, coexisten cepas toxigénicas y no
toxigénicas lo que dificulta ain mas su identificacién (Perelle ef 4/, 2007).
Por todo ello, la EFSA frecomienda la utilizacibn de métodos de
detecciéon molecular dirigidos a genes especificos de las verocitotoxinas y
de los serotipos, combinados con el aislamiento de las cepas para su

caracterizacion (Anon., 2007a).

1.4 Listeria monocytogenes

El género Listeria esta compuesto por seis especies actualmente
reconocidas: L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligers, 1. welshimeri
y L. grayii. (Buzéby, 2008, http://www.bactetio.cict.fr/). De entre todas
ellas, solo dos especies se consideran patégenas, L. monocytogenes en
humanos y L. ivanovii en otros mamiferos. L. monocytogenes es una bacteria
Gram positiva, anaerobia facultativa y que puede crecer entre 4 y 50 °C
(Farber y Peterkin, 1991). Aunque existen 13 serovares de esta especie
capaces de causar infecciones en humanos, (Farber y Peterkin, 1991;
Vazquez-Boland ef 4/, 2001; Wiedmann, 2002), la mayoria de los brotes
comunicados a las agencias oficiales se deben a los setovares 1/2a, 1/2b
y 4b. Presenta gran capacidad de adaptacién fisiolégica a distintas
condiciones por lo que L. monocytogenes se encuentra ampliamente
distribuida en la naturaleza y ha sido aislada de una gran variedad de

matrices incluyendo suelos, vegetacion, materia fecal y aguas. Sin
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embargo, los modelos descritos para este patégeno asumen que la
principal via de transmisién son los alimentos (Roucourt y Bille, 1997).
Por ello, los métodos de manipulacién, tratamiento y conservaciéon de
alimentos, pueden causar la selecciéon de determinados serotipos mejor
adaptados a esas condiciones (Tasara y Stephan, 2006). La
contaminacién de los alimentos se produce habitualmente durante su
procesado sobretodo en alimentos de origen animal como leche cruda,
carne y pescado. También se puede encontrar en alimentos precocinados
e incluso en frutas y verduras frescas. Aunque normalmente L.
monocytogenes se encuentra en muy bajo nimero en estos alimentos, su
capacidad para crecer a temperaturas de refrigeracién permite que se
multiplique durante el almacenamiento.

La ingestion de alimentos contaminados por L. monocytogenes
puede causar listeriosis, sobretodo en grupos de riesgo dentro de la
poblacién, al penetrar el microorganismo en el tracto intestinal
estableciendo infecciones en zonas normalmente estériles del organismo.
Desde alli es transportada por el propio sistema inmune del hospedador
hasta otras zonas del cuerpo lo que desencadena fiebre, dolores
musculares y en ocasiones, nauseas 6 diarrea. En recién nacidos y adultos
con el sistema inmune debilitado, la infeccién puede diseminarse al
sistema nervioso o a la circulacién sanguinea y causar fiebre repentina,
dolor de cabeza intenso, rigidez del cuello, confusién, meningitis y/o
encefalitis. En mujeres embarazadas, causa infecciones con sintomas
similares a la gripe que afectan al feto produciendo abortos. Aunque, se

trata de una enfermedad relativamente rara, la gravedad de esta infeccién
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hace necesario el control exhaustivo de este microorganismo (Kathariou,

2000).

1.5 Salmonella spp.

Dentro de las Enterobacterias, el genero Salmonella comprende
actualmente 2.463 serotipos de bacilos Gram negativos. La clasificacién
taxonémica de este género ha evolucionado a lo largo de los afios. En
primer lugar, basindose en el concepto “un serotipo-una especie”
propuesto por Kauffmann (1966), cada serotipo de Salmonella descrito
era considerado una especie independiente. Posteriormente, la
demostracién, mediante hibridacion DNA-DNA, de que todos los
serotipos estaban relacionados genéticamente a nivel de especie (Crosa ef
al., 1973), supuso el inicio del desarrollo de la nomenclatura del género.
La tnica excepcion descrita fue Salmonella bongori que demostré ser una
especie independiente (Reeves e @/, 1989). A partir de estos datos Le
Minor et al. (1982a y b) propusieron el nombre de Sabmonella cholerasuis
como nombre de la especie y establecieron 7 subespecies (arigonae,
diarigonae, bongori, cholerasuis, hountenae, indica y salamae). Postetiormente, se
determiné que esta nomenclatura resultaba confusa debido a que el
nombre “cholerasuis” se refiere tanto a una especie como a un serotipo.
Debido a esto, en 1987 Le Minor y Popoff, propusieron como nombre
de la especie Salmonella enterica y describieron siete subespecies
denominadas arigonae, diarigonae, bongori, enterica, houtenae, indica y salamae.
Mas tarde se propuso mantener esta nomenclatura pero considerando S.
enterica subsp. bongori como una especie independiente denominandola S.

bongori debido a sus diferencias genéticas con el resto de cepas. En la
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Tabla 2 se muestran las especies y subespecies de Sa/monella asi como el

nimero de serotipos que se han descrito hasta el momento para cada una

de ellas (Brenner e? 4/., 2000).

Tabla 2. Especies, subespecies y serotipos de Salmonella y sus habitats mas
frecuentes.

Especies y subespecies N° serotipos Habitat

S. enterica subsp. enterica 1.454 Animales de sangre caliente

S. enterica subsp. salamae 489 Animales de sangre fria y ambiente
S. enterica subsp. arigonae 94 Animales de sangre fria y ambiente
S. enterica subsp. diarizonae 324 Animales de sangre ftia y ambiente
S. enterica subsp. hontenae 70 Animales de sangre fria y ambiente
S. enterica subsp. indica 12 Animales de sangre fria y ambiente
S. bongors 20 Animales de sangre ftia y ambiente
Total 2.463

Esta clasificaciéon taxonémica del género no ha sido oficialmente
aceptada por la Comisién Judicial del Comité Internacional de
Sistematica de Procariotas pero esta siendo utilizada de manera
generalizada en los estudios publicados en los tltimos afios.

La infecciéon por Salmonella produce una gran variedad de
enfermedades conocidas como salmonelosis. En este aspecto, es uno de
los patégenos con mayor impacto en la salud publica y sus consecuencias
representan un coste significativo para muchos paises. La patogenicidad
de las bacterias de este género, varia en funcién del serovar, la cepa, la
dosis infectiva, la naturaleza del alimento contaminado y sobretodo del
estado del organismo hospedador. La salmonelosis en humanos se

contrae generalmente debido al consumo de alimentos de origen animal




aunque también puede estar presente en otros alimentos como frutas y
verduras debido al riego con aguas contaminadas. Los principales
sintomas de esta enfermedad son fiebres altas, dolor abdominal, diarrea,
nauseas y vomitos. En los casos en los que afecta a ancianos o a nifios, la
deshidratacién asociada, puede causar problemas graves e incluso la
muerte. Aunque la salmonelosis es de facil tratamiento mediante el uso
de antibidticos, se ha observado un incremento en las cepas que

presentan resistencias a los antibidticos, lo que dificulta su tratamiento

(Garcia del Portillo, 2000).

1.6 Staphylococcus anrens

Es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa con
requerimientos nutricionales moderados. Las células son esféricas y se
unen formando parejas o grupos similares a racimos de uva. Crece en un
amplio rango de temperaturas que va desde 7 a 48 °C, y son tolerantes a
altas concentraciones de NaCl (hasta el 20 %). La mayoria de las cepas
de Sta. aureus producen enterotoxinas termoestables. La intoxicacién
asociada a este patégeno resulta de la ingestion de estas enterotoxinas
que se forman y acumulan en los alimentos.

Los alimentos mas frecuentemente asociados a intoxicaciones
estafilocécicas son carnes, ensaladas, productos de pasteleria y, en
general, cualquier producto que sufra un proceso de manipulacién ya que
gran parte de la poblacién es portadora asintomatica de esta bacteria. La
intoxicacion estafilocécica genera un cuadro de vémitos y diarrea que se
desarrolla entre 30 min y 8 h después del consumo del alimento

contaminado. No se trata de una intoxicacién letal y suele remitir en unas
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horas o dias. Sin embargo, cuando afecta a grupos de riesgo como
ancianos, nifios o adultos inmuno-deprimidos, la sintomatologia puede

resultar mas grave.

2. Deteccion de patégenos en alimentos
2.1 Métodos tradicionales

Los microorganismos patégenos se encuentran en los alimentos
habitualmente en bajo nimero y en condiciones no siempre favorables,
debido a su caricter al6ctono en los mismos y a los tratamientos de
conservacién a que han sido sometidos. Tradicionalmente, su deteccién
se lleva a cabo mediante métodos basados en el cultivo que requieren de
la utlizacién de wvarios pasos de enriquecimiento, seguidos del
aislamiento en medios sélidos selectivos especificos de cada patégeno,
con tiempos que oscilan entre 24-48 h en cada paso. Ademas, una vez
aislado el patégeno, ha de confirmarse su identidad mediante pruebas
bioquimicas lo cual alarga el analisis 24-48 h mis y, en muchas ocasiones,
la identificacion queda como incierta, resultando el analisis no
concluyente. Las normas europeas (EN) e internacionales (ISO)
desctiben los métodos de deteccion y aislamiento para cada uno de los
patégenos, ademas de determinar los limites maximos permitidos en los
distintos tipos de alimentos. En la Tabla 3 se muestran dichos limites
para los patégenos en estudio segun el tipo de alimento asi como la

norma EN/ISO que los regula (Anon, 2007b).
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Tabla 3. Limites permitidos para E. coli 0157:H7, E monocytogenes, Salmonella spp., y Sta. aureus en disdntos dpos de

alimentos y método analidco de referencia segun las normas EN/ISO.

Patogeno

E. coli0157.-H7
E  monocytogenes

Salmonella

Sta. aureus

aVer Anexo I

Categoria alimento

Alimentos listos para el consumo. Carnes de
consumo crudo. Especias y condimentos.
Frutas y hortalizas troceadas, zumos no
pasterizados. Pescados ahumados. Todos ellos
que pueden favorecer el crecimiento de E

monocytogenes

Alimentos listos para el consumo que no
pueden favorecer el crecimiento de £

monocytogenes

Carnes para consumo crudo o cocinado
Gelatina, colageno, quesos, mantequillas
Cremas, leche en polvo y sueros

Helados, huevos y derivados

Alimentos precocinados con huevo crudo
Moluscos, crustaceos, bivalvos crudos
Frutas y verduras precortadas, zumos no

pasterizados
Condimentos y especias

Carne picada y/o separada mecanicamente
Queso fresco, leche en polvo y derivados
Mariscos con concha, carne picada

Frutas, verduras y hortalizas congeladas

Leche cruda para consumo directo y derivados
Leche cruda que se procesara

Quesos hechos a partir de leche cruda

Semiconservas

Limites

Sin determinar
Ausenciaen 25 g
100 ufc/g

100 ufc/g

Ausencia en 25 g

Ausenciaen 10 g
100 ufc/g

100 ufe/ml
2000 ufc/ml
10000 ufc/g
Ausencia/g

Fase de analisis

Tras la produccion

Vida util en el mercado

Vida util en el mercado

Vida qutil en el mercado

Vida uiil en el mercado
Vida util en el mercado

Vida util en el mercado
Vida 1til en el mercado
Vida ttil en el mercado
Vida Ttil en el mercado

Método analitico de
referencial
EN/ISO 16654:2001
EN/ISO 11290-1
EN/ISO 11290-2

EN/ISO 11290-2

EN/ISO 6579

EN/ISO 6579
EN/ISO 6888-3:2003/
AC:2005

EN/ISO 6888-3:2003
EN/ISO 6888-3:2003
EN/ISO 6888-3:2003
EN/ISO 6888-3:2003



Se describe a continuacién brevemente el proceso de
enriquecimiento y deteccion recogido en el método analitico de

referencia (EN/ISO) para E. ki O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella

Spp., Y Sta. aureus:

2.1.1 E. ¢coli O157:H7

Para la deteccién de E. cok O157:H7 segun la norma EN/ISO
16654:2001, se realiza un enriquecimiento selectivo en caldo triptona soja
suplementado con novobiocina a 41,5 °C durante 6 h. Se siembra en
medio agar TC-SMAC selectivo para este serotipo (Agar MacConkey con
Sorbitol, Telurito potisico y Cefixima). Las placas se incuban a 37 °C
durante 18-24 h. Se seleccionan las colonias rojas (que no fermentan el

sorbitol) y se confirman serolégicamente.

2.1.2 L. monocytogenes

Para la deteccion de L. monocytogenes siguiendo las indicaciones de
la norma EN/ISO 11290, se realiza un preentiquecimiento selectivo en
medio Fraser semi-concentrado y se incuba a 30 °C durante 48 h, y un
enriquecimiento en medio Fraser completo a 37 °C durante 24 h. A
continuacién se realiza el aislamiento en medio Aloa (Ottaviani e 4/,
1997) incorporado recientemente (ISO 11290-1:1996/AM1:2004, Anexo I)
para mejorar el aislamiento selectivo diferencial de L. monocytogenes con
respecto a los medios Palcam y Oxford recomendados en la primera
norma aprobada. En agar Aloa la identificacién se basa en la actividad §-
glucosidasa que atrapa al cromégeno que aporta a la colonia un color

azul verdoso. Estudios recientes han concluido que este medio mejora
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notablemente la sensibilidad para la deteccién de L. wmwonocytogenes
(Vlaemynck et a4/, 2000, Sacchetti ¢t 4/., 2003, Greenwood ez 4/, 2005).
Las colonias tipicas se seleccionan para confirmar su identificacién
mediante las tiras API-Listeria. Este proceso requiere de al menos 7 dias.
Existen, ademas, otros medios cromogénicos como el RAPID L. mono
que se basa en la actividad PI-PLC que genera colonias azuladas para L.
monocytogenes y L ivanoviz. Estas dos especies se diferencian posteriormente
por la capacidad de fermentar la xilosa que presenta L. zvanovii. Aunque
se ha recomendado la sustitucién de los tradicionales Palcam y Oxford
por estos nuevos medios cromogénicos, y se han incluido modificaciones
en la norma ISO correspondiente, estudios recientes indican que la
sensibilidad de estos medios estdi muy condicionada por el tipo de
muestra de partida por lo que serd necesario escoger el medio mas

adecuado en cada caso (Becker et 4/, 2000).

2.1.3 Salmonella spp.

Su deteccién por métodos de cultivo se describe en la norma
EN/ISO 6579:2002. Consiste en un preenriquecimiento no selectivo en
Agua de Peptona Tamponada (APT), durante 20 horas, a 37 °C. A
continuacién se realiza un enriquecimiento selectivo, en paralelo, en dos
medios de cultivo (Rappaport-Vasiliadis y Muller-Kauffmann
tetrationato) durante 24 horas a 37 °C. Finalmente, se siembra en medio
selectivo y diferencial XLD (agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato). Existen
medios cromogénicos como el agar Miller-Mallison (MM) (Miller y
Mallinson, 2000), el agar AES Salmonella y el agar cromogénico de

Oxoid que han demostrado tener una sensibilidad wvariable y que
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requieren de un mayor estudio para su posible inclusién en futuras

normas ISO (Schénenbriicher ez 4/, 2008).

2.1.4 Sta. aureus

La deteccién y cuantificacion de S#a. aurens queda recogida en los
métodos descritos en la norma EN/ISO 6888:1999 Parte 1 y Parte 2.
Tras la homogenizaciéon del alimento en agua de peptona tamponada
(APT), se siembran diluciones decimales seriadas de la mezcla en medio
Baird-Parker (parte 1) o en agar con Fibrinégeno de Plasma de Conejo
(parte 2). Tras incubar las placas a 37 °C durante 48 h se realizan
recuentos de las colonias coagulasa positivas en el agar Baird-Parker y
calcula el nimero de unidades formadoras de colonia (ufc) por g de
alimento. Posteriormente, en la norma ISO 6888-3:2003, se incluy6 el
protocolo para la deteccién de concentraciones bajas de S#a. aureus por el
método del nimero mas probable (MPN). En este caso, se incluye un
paso de enriquecimiento en medio Giolitti-Cantoni en el que el
crecimiento de los estafilococos se ve favorecido por la presencia de
piruvato y glicina causando un ennegrecimiento del medio debido a la
reducciéon del telurito a teluro. Tras el enriquecimiento, se siembran
placas en agar Baird Parker a partir de los tubos positivos, para su
confirmacién.

Para todos los patdgenos, tras el aislamiento de las colonias
sospechosas, éstas se someten a pruebas bioquimicas y seroldgicas para
confirmar su identidad con lo que el proceso global se alarga entre 5y 7

dias.
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2.2 Técnicas moleculares como alternativa para la deteccion de patdgenos en alimentos
Los métodos basados en el cultivo, se consideran el “gold
standard” para la deteccién de patégenos en alimentos (Gracias y
McKillip, 2004). Son sensibles, econémicos y dan informacién cualitativa
y cuantitativa de los microorganismos presentes en una muestra de
alimento. Sin embargo, requieren de varios dias para la obtencién de
resultados y, ademas, resultan muy laboriosos (de Boer y Beumer, 1999).
En los tdltimos afios, se han desarrollado y mejorado nuevos métodos
para la deteccién de patdégenos en alimentos utilizando, en ocasiones, los
métodos convencionales como base. Muchos de estos métodos
modernos combinan una fase de enriquecimiento con una fase
automatizada o semi-automatizada para la deteccién, basada en
anticuerpos o en la utilizacién de determinados sustratos (Bhunia, 2008).
Todos ellos tienen en comun la utilizacién de biosensores que detectan la
formacién de complejos ya sea antigeno-anticuerpo, enzima-sustrato o
receptor-ligando. Se trata de técnicas que se han desarrollado
ampliamente en los ultimos afios (Anderson y Taitt, 2005; Rasooly y
Herold, 2006; Geng y Bhunia, 2007) pero presentan como principal
inconveniente las interferencias ocasionadas por los componentes de la
matriz del alimento asi como el hecho de que las poblaciones de
patégenos se encuentran en una proporcién muy baja respecto a la
microbiota endégena del alimento. Entre estos métodos cabe destacar:
- Bioluminiscencia, basada en la utilizacién de la enzima luciferasa
para medir la cantidad de ATP que esta directamente relacionada con el
namero de células presentes. Aunque no resulta especifico, este método

es util para valorar la carga microbiana presente.
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* Recuento de células, ya sea por citometria de flujo, midiendo la
dispersiéon de la luz causada por los microorganismos o mediante
microscopia epifluorescente basada en la unién del fluorocromo naranja
de acridina a los microorganismos. Al igual que la bioluminiscencia, este
método no identifica especificamente al patégeno pero permite valorar el
grado de contaminacién de una muestra.

- Impedimetria, basada en los cambios de conductancia de un medio
donde los microorganismos crecen y su metabolismo modifica las
condiciones del medio.

* Métodos inmunolégicos, basados en la unién especifica de un
anticuerpo a un antigeno. Uno de los mas utilizados en las empresas de
alimentos, por su facilidad de ensayo, es el método inmunolégico
VIDAS® (Vitek Inmuno Diagnostic Assay System, Biomerieux). Este
método requiere en primer lugar, de un paso de enriquecimiento en el
medio selectivo adecuado para cada patégeno, con una duracién de entre
24 y 48 h. A partir del enriquecimiento, se lleva a cabo un ensayo
inmunoenzimatico en el que intervienen anticuerpos que reconocen al
patégeno correspondiente. Dichos anticuerpos van unidos a un enzima
con una molécula fluorescente que mediara la emisién de fluorescencia
(Enzyme Linked Fluorescent Assay, ELFA). La medida de la
fluorescencia mediante un biosensor o inmunoanalizador determinara la
presencia del correspondiente patégeno. Actualmente existe en el
mercado una gran variedad de sistemas VIDAS para la deteccién de
patégenos asociados a alimentos como son: E. /i OI157:H7,
Campylobacter spp., L. monocytogenes, Salmonella spp., Shigella, Yersinia y las

toxinas de Sta. aureus.
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* Métodos basados en los acidos nucleicos y en la hibridacién
especifica de cebadores y/o sondas con determinadas secuencias del
DNA o RNA. Dentro de estos métodos los mias utilizados y

desarrollados son los que utilizan la Reaccién en Cadena de la Polimerasa

(PCR).

3. Técnicas de PCR
3.1 PCR convencional

El desarrollo e introduccién de nuevas técnicas moleculares para
la deteccién y cuantificacién de microorganismos han desplazado en los
ultimos afios a los métodos tradicionales basados en el cultivo. Entre
estas técnicas, destaca la “Reaccion en Cadena de la Polimerasa” (PCR)
por su rapidez y la precisién en la deteccién de microorganismos (Hill,
1996). Se basa en la amplificacién especifica de fragmentos de acidos
nucleicos utilizando un par de oligonucleétidos sintéticos (cebadores)
disefiados para hibridar en orientacién 5-3’ en cada una de las cadenas
de DNA. Cada cebador determina el punto de inicio para la sintesis de
una cadena complementaria de DNA afadiendo desoxinucleétidos
gracias a la accién de una enzima DNA polimerasa termoestable.
Durante el desarrollo de la reaccién, este fragmento de DNA se
multiplica de forma exponencial generando multiples copias
denominadas amplicones. El proceso consta de tres fases: i)
desnaturalizacién del DNA a temperaturas por encima de 90 °C, ii)
unién de los cebadores al DNA molde a la temperatura 6ptima para ello
(normalmente entre 50 °C y 60 °C) y iii) extensioén de la cadena mediante

la actuacién de la DNA polimerasa (Park ef 4/, 1993). La visualizacién
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del resultado se lleva a cabo por electroforesis en gel de agarosa, en

presencia de bromuro de etidio y durante la irradiacién con luz

ultravioleta (Kidd ez 4/, 2000).

3.2 RT:-PCR

Los avances tecnolégicos de la dltima década han llevado al
desarrollo de equipos de PCR a tiempo real (RTi-PCR) que permiten la
deteccién cuantitativa y automatizada de la diana elegida. El fundamento
de esta técnica es la deteccién de una sefial fluorescente emitida durante
la amplificacién, con lo que se dispone del resultado en tiempo real. La
deteccién automatizada de la sefial fluorescente evita la electroforesis
posterior y los tubos de PCR se desechan sin abrir con lo que se reduce
notablemente el riesgo de contaminaciones asi como el tiempo de
analisis.

La fluorescencia se puede obtener de dos formas: i) utilizando
fluorocromos que interaccionan de forma inespecifica con el DNA de
doble cadena y ii) utilizando sondas de secuencia especifica marcadas con

fluorocromos.

3.2.1 Sistemas inespecificos

Son fluorocromos no especificos que se unen al surco menor de
la doble cadena del DNA. Cuando se encuentran libres en solucién
emiten poca fluorescencia sin embargo, cuando se unen al DNA
modifican su conformacién y emiten fluorescencia al ser iluminados con
una longitud de onda determinada. Se han descrito numerosos

fluorocromos que presentan estas propiedades como son: Bromuro de
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Etidio (Higuchi et 4/ 1992), YO-PRO (Tseng et al, 1997), BEBO
(Bengtsson et al., 2003), BOXTO (Lind e# 4/, 2006), LCGreen (Herrman
et al., 2006), SYTO9 (Monis ¢# 4/, 2005). Los mis utilizados son el SYBR
Green I (Wittwer ef al,, 1997) y el SYBR Gold (Tuma e 4/, 1999) ya que
la 6ptica de la mayoria de los instrumentos de RTi-PCR es adecuada para
detectar a la longitud de onda de emisién del SYBR (520 nm). Ademis,
al ser uno de los mas utilizados, las casas comerciales lo suministran en
cantidades optimizadas simplificando el proceso de puesta a punto.

El uso de estos fluorocromos presenta como principal desventaja
que pueden emitir fluorescencia de forma inespecifica, ya sea al unirse a
los dimeros, que pueden formar los cebadores (primer-dimer), o a
amplicones inespecificos generados a lo largo de la reaccién. Para
determinar el origen de la florescencia observada, se afiade un tltimo
paso a la reaccién en el que se realiza un barrido de temperaturas desde
60 a 95 °C. Durante este periodo, el amplicén se desnaturaliza dando un
descenso en la fluorescencia. La curva de disociacién se obtiene al hacer
la derivada del valor de fluorescencia para cada temperatura. El punto
mas alto de esta curva nos indica la temperatura de fusiéon (Tm) del
amplicén, temperatura a la que, al menos el 50 % de los amplicones se
encuentran desnaturalizados. Esta Tm es especifica del amplicén y viene
determinada por el nimero de bases y el porcentaje en G+C, lo que
permite diferenciarlo de productos de amplificaciéon inespecificos

(Simpson et al., 2000).
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3.2.2 Sistemnas especificos: Sondas marcadas

Otra forma de obtener la sefial se basa en la transferencia de
energfa por resonancia de fluorescencia (FRET). Este método requiere
de la presencia de dos fluorocromos. Al incidir la luz sobre uno de ellos
(donador), éste se excita y emite en una longitud de onda mayor que
coincide con la longitud de onda de excitacién del segundo fluorocromo
(silenciador o “quencher”). Mientras ambos fluorocromos se encuentran
cercanos, el aceptor impide que se emita fluorescencia. Durante la
amplificacién de un fragmento especifico se altera la posicién relativa de
dichas moléculas alejando el fluorocromo del silenciador por lo que se
produce un incremento en la fluorescencia. En estos sistemas se
distingue entre destructivos y no destructivos:

3.2.2.1 Sistema destructivo o de hidrdlisis

Las sondas de hidrdlisis o sondas TagMan son oligonucleétidos
marcados con dos fluorocromos (donador y silenciador). En la reaccién
de PCR, durante el paso de hibridacién, se unen al segmento de DNA
situado entre los dos cebadores (Figura 2). El tamafio de la sonda
favorece que el silenciador actie sobre el aceptor impidiendo que se
emita fluorescencia. A lo largo de la amplificacion, la actividad 5-3’
exonucleasa de la DNA polimerasa hidroliza la sonda separando el
silenciador del fluorocromo y, como resultado, este ultimo emite
fluorescencia (Mackay, 2004). Dentro de este tipo de sondas, estan las
llamadas sondas MGB (“Minor Group Binding”) que llevan un
oligopéptido MGB en el extremo 3’ con gran afinidad por el surco
menor del DNA de doble cadena, lo que estabiliza la unién entre la

sonda y el DNA molde. Esta mayor estabilidad permite la deteccién de
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dianas con un unico desapareamiento en la secuencia (SNPs, Single
Nucleotide Polymorphism) en PCR a tiempo real (Kutyavin ef ali, 2000).
Por otro lado, la molécula MGB al reforzar la unién aumenta la
temperatura de hibridacion de la sonda lo que permite el disefio de
sondas mas cortas. Estas sondas estdn marcadas en el extremo 5’ con un
fluorocromo y en el 3’ con un silenciador o quencher oscuro que no
emite fluorescencia (“Dark quencher”) reduciendo el ruido de fondo y

mejorando la eficiencia en la deteccidn.

Fluorescencia absorbida

cebador” o\
111 1 (Taq)

Emision de fluorescencia
o

Zfcrr©

cebador». /X

111 h 11111111 Taq) [1F
M 11111111111 1 'y

Figura 2. Esquema de funcionamiento de las sondas de hidrolisis o sondas
TagMan durante la reaccion de PCR. F, Fluorocromo, Q, Quencher o
silenciador.

3.2.2.2 Sistemas no destructivos o de hibridacion

En estos sistemas, las sondas no se destruyen a lo largo de Ia
reaccion por lo que pueden ser utilizadas para determinar la naturaleza
del amplicon tras la reaccién, generando curvas de disociacion de modo
similar al SYBR Green. Existen numerosos tipos de sondas de

hibridacién como son: sondas “Ying Yang”, sondas “Fight Up”, sondas
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“PNA”, etc. Pero las mas utilizadas son las “Molecular Beacons” y las
“Hyb-Probes”. Las primeras (Figura 3A) forman un lazo cuando se
encuentran libres, de modo que el donador y el aceptor de fotones se
encuentran cercanos y no se emite fluorescencia. Al hibridar con el DN A
diana, ambas moléculas se separan y tiene lugar la emision de
fluorescencia. Las Hyb-Probes consisten en una pareja de
oligonucle6tidos marcados uno con el donador y otro con el aceptor. A
diferencia de los casos anteriores, el donador no emite fotones de forma
libre. Ambos oligonucledtidos hibridan en el amplicon, a no mas de 5
nucledtidos de distancia, de forma que el donador cede protones al

aceptor que en este caso es el que genera la fluorescencia (Figura 3B).

A
Emisién de
fluorescencia
D*nvn n niTnrn n rn@
IT1111I110I0111IMNIN
DNA
Fluorescencia absorbida
B
Emisién de
c/ ~ fluorescencia
4 5 —
Frrrrrrrrn
11111111 i ni
® s w1 111..cuneeeee IITLYYL v vt
DNA

Figura 3. Esquema de funcionamiento de las sondas de hibridacion durante la
reaccion de PCR. A) Molecular Beacons y B) HybProbe. D, Donador, A,
Aceptor o “Quencher”.
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En todos los casos, tanto utilizando sistemas especificos como
inespecificos, la cuantificacion es posible ya que la variacién en
intensidad de la fluorescencia a lo largo de la reaccidén estd directamente
relacionada con la cantidad de DN A molde inicial. La monitorizacion de
la reaccion tiene lugar mediante lectura continua de la fluorescencia,
emitida tras iluminacién con luz ultravioleta, y permite determinar el
ciclo en el cual se inicia la fase exponencial de la amplificacion (ciclo
umbral, Gr), pardmetro que esta directamente relacionado con la
cantidad de DNA molde inicial y que se utiliza en la cuantificacion
(Figura 4A). Para la cuantificacion es necesario construir previamente
una recta patrén con concentraciones conocidas de DNA. La recta se
obtiene al representar el valor de Gr, en funcidon del logaritmo de la

concentracion (Figura 4A y B).

100 ng
10 ng

0.1 ng T

0.01 ng
Umbral

Log Concentracion

Nimero de ciclos

Figura 4. A) Ejemplo de curva de amplificacion obtenida para distintas
concentraciones de DNA. B) Recta patron resultado de representar el valor de
CT frente al logaritmo de la concentraciéon de DN A correspondiente.
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3.3 PCR miiltiple

Entre las ventajas de la PCR esta la capacidad de amplificar mas
de un DNA molde simultineamente lo que se conoce como PCR
multiple (Chamberlain ez 4/, 1988). Para ello intervienen varios pares de
cebadores dirigidos a distintos genes dentro de un mismo genoma, o
especificos de distintos microorganismos, combinados en un tnico
ensayo de PCR. Gracias a esta caracteristica, ]a PCR multiple permite
detectar mas de un patégeno a partir de una misma muestra con lo que
disminuye el volumen de reactivos empleados y, por tanto, los costes
(Petry et al., 2007). Esta aproximacién ha sido utilizada en diversos
campos de la microbiologia para la diferenciacién rapida de distintas
especies y, concretamente en relaciéon con los alimentos, existen trabajos
en los que se aborda la deteccién simultanea de dos patégenos como E.
coli O157:H7 y L. monocytogenes (Mukhopadhyay e 4/, 2007), para tres C.
Jejuni, Salmonella spp., y E. coli O157:H7 (Gilbert e al, 2003) e incluso
cinco, E. coli O157:H7, Salmonella, Sta. aureus, L. monocytogenes, y Vibrio
parahaemolyticus (Kim et al, 2007) utilizando PCR convencional. En
cuanto al desarrollo de reacciones de RTi-PCR multiples, las
publicaciones son escasas y se centran sobretodo en el andlisis de
muestras clinicas para la deteccion de patégenos asociados a la
meningitis (Corless ef /., 2001), a la mastitis (Gillespie y Oliver, 2005) o a
la neumonia (Welti ¢z a/., 2003), asi como a la deteccién de enterotoxinas
y genotipado (Ibekwe ez a/, 2002; Jothikumar y Griffiths, 2002; Grant ef
al., 2006). En cuanto a patégenos asociados a alimentos, Sharma y
Carlson (2000) describieron una PCR fluorigénica (utilizando sondas

marcadas) para la deteccién simultinea de Salmonella y E. coli O157:H7,
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tras un paso de enriquecimiento, en carnes inoculadas artificialmente.
Mais recientemente, se han descrito reacciones de RTi-PCR multiple con
SYBR Green I para la deteccién simultinea de Sabmwonella y L.
monocytogenes, tras un paso de enriquecimiento, en muestras inoculadas de
agua y leche (Jothikumar ef 2/, 2003) y en muestras de salchichas (Wang
et al., 2004).

En la PCR convencional, la diferenciacién de los amplicones por
electroforesis se realiza en funcién de su tamafio, por lo que es esencial
que los distintos amplicones tengan tamafios lo suficientemente
diferentes. En el caso de la RTi-PCR multiple con fluorocromos
inespecificos del tipo SYBR Green, la discriminacién entre los distintos
amplicones se lleva acabo mediante analisis de las curvas de disociacién
obtenidas tras la reaccién. Para ello, es necesario que la Tm de cada
amplicén difiera de las demis en al menos 1 °C (Ritie ¢f @/, 1997; Lipsky
¢t al., 2001). Si se trata de una RTi-PCR multiple de sistema especifico, la
discriminacién de los amplicones esta ligada al fluorocromo con el que
estin marcadas las sondas. El desarrollo de una RTi-PCR multiple
utilizando sondas marcadas, presenta la ventaja de una mayor
especificidad pero estd limitada por el nimero de fluorocromos
existentes capaces de emitir a una longitud de onda lo suficientemente
diferente como para evitar solapamiento de los espectros de emisién
(Tabla 4). Esta limitacién también viene determinada por las

caracteristicas del equipo utilizado.
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Tabla 4. Longitud méixima de excitacién y emisién para los flurocromos
habitualmente utilizados en RTi-PCR.

Fluorocromo Maximo de Miaximo de emision
excitacion (nm) (nhm)
FAM 494 518
TET 521 538
JOE 520 548
VIC 538 552
Yakima Yellow 526 552
HEX 535 553
NED . 546 575
Cy3 552 570
TAMRA 560 582
Cy3.5 588 604
ROX 587 607
Texas Red 596 615
Cy5 643 667

Los ensayos de RTi-PCR multiple requieren de una optimizacién
exhaustiva para garantizar el correcto funcionamiento tanto de los
cebadores como de las sondas. A diferencia de las reacciones simples,
donde sélo entran en juego un par de cebadores y una sonda, en la
reaccién maltiple la presencia de diversos cebadores y sondas favorece la
formacién de dimeros entre ellos, lo que reducitia la eficiencia de la
reaccién. Ademas, en el caso de utilizar fluoroforos no especificos del
tipo del SYBR Green, estos se pueden unir a los dimeros formados por
los cebadores produciendo fluorescencia inespecifica. Por todo esto, el
disefio de los cebadores para las reacciones de PCR muiltiple ha de ser

muy preciso (Cirino ez 4/, 2004).
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4. Aplicacion de la PCR para la deteccion de patégenos en
alimentos

Los métodos tradicionales para la deteccién de patégenos en
alimentos basados en el cultivo, han sido los mas utilizados desde que
Robert Koch y posteriormente sus discipulos, comenzaron a utilizar
medios de cultivo sélido para el aislamiento y la purificacién de
microoganismos (Stanier ¢f a/, 1963). El desarrollo de la PCR a finales de
los afios 80 (Mullis ¢z @/, 1986), supuso una revolucién para la deteccioén,
identificacién y tipificacién de microorganismos. Su potencial aplicacién
para la deteccién de patégenos se puso de manifiesto a principios de los
90, con el desarrollo de los primeros cebadores especificos para la
deteccion de Salmonella, Campylobacter, E. coli y Shigella (Hofstra y Huis,
1990). Dichos cebadores se utilizaron para la deteccién de los patégenos
en muestras inoculadas como por ejemplo: Salmonella en aves de corral
(Fluit ez al, 1993) o E. coli en aguas y quesos (Meyer ¢f 4/, 1991), y L.
monocytogenes en muestras de alimentos de contaminacién natural (Rossen
et al, 1991). Posteriormente, el desarrollo de las nuevas tecnologias de
PCR a tiempo real ha potenciado el interés en la aplicacion de la PCR en
alimentos ya que el sistema de detecciéon de los amplicones permite la
automatizacién del proceso, ademas de aumentar el nivel de deteccién e
incluso facilitar la cuantificacién del patégeno (Batt, 1997).

Por todo ello, a lo largo de los dltimos afios, la aplicacién de la
RTi-PCR para la deteccion de patégenos en alimentos ha ido en
aumento y se han descrito sistemas especificos para los principales
patégenos de origen alimentario. No obstante, la mayoria de

publicaciones recoge ensayos a partir de cultivos puros o de alimentos
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inoculados, mientras que, al igual que en el caso de la PCR convencional,

la informacién respecto a su aplicacién en diferentes alimentos de

contaminacién natural es todavia muy limitada. En la Tabla 5 se

muestran algunos de los sistemas de RTi-PCR publicados en los ultimos

afios para la deteccion de E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella, y

Sta. anrens tanto en matrices alimentarias como a partir de cultivos puros.

Tabla 5. Sistemas de RTi-PCR publicados en los ultimos afios para la
deteccién de E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella spp. y Sta anreus.

Patogeno  Diana Sistema Matriz Referencia
skl Mol.beac. Leche Mckillip y Drake, 2000
stxt stx2 SYBR G. Cultivos puros Jothikumar y Griffiths, 2002
stxcl stx2 eae TaqMan Aguas residuales Ibekwe et al., 2002
stx1 stx2 eae TagMan Ternera y heces Sharma, 2002
widA Sonda MGB  Cultivos puros Yoshitomi e @/, 2003
stx1 stx2 eae  TagMan Suelo y agua Ibekwe y Grieve 2003
vl /2 TagMan Cultivos puros Fitzmaurice ¢f 2/, 2004
T gA/B
N stxl/2 widA  TaqMan Cultivos puros Jinneman ef al, 2003
s stxl stx2 eae  Kit Cultivos puros y Bono ez 4/, 2004
3 comercial heces
i PE TaqMan Ternera Nguyen ¢f 4/, 2004
per SGyT™M Ternera picada O’Hanlon e? &/, 2004
sfmD TaqMan Cultivos puros Kaclikova ez 4/, 2005
stxl stx2 eae TagMan Aguas residuales Spano e a/., 2005
stxl stx2 TaqMan Ternera picada Fitzmaurice ez 4/, 2006
widA SYBR G. Cultivos puros Yoshitomi e /., 2006
uidA TaqMan Ternera Wang et al., 2007
stx TaqMan Carne picada* Stefan et al.,, 2007
hhA TaqMan Leche y agua Nogva et af, 2000
bly SYBR G Carne, longaniza Wang et al.,, 2004
bhAigp Lin  TaqMan Cultivos puros Rodriguez-Lazaro et al.,
§ 2004a
& hhA 238 TagMan Carne Rodriguez-Lazaro ez 4l.,
g rRNA 2004b
8 hhA TagMan Salmén Rodriguez-Lazaro et /., 2005
| prA TaqMan Leche, salmon* Rossmanith ez 4/, 2006
Kit comercial  FRET Ensaladas* Berrada ef 4/, 2006a
actA TagMan Varios* Oravcova et al., 2007
ssrA Hyb probe Varios* O’Grady ez 4/, 2008

*Muestras de contaminacion natural
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Tabla 5. (Continuacién)

Patégeno  Diana Sistema Matriz Referencia
ImA TaqMan Cultivo puro Hoorfar ¢ al, 2000
InvA SYBR G. Carne de ave* Eyigor ¢# al., 2002
InvA TaqMan Varios* Daum ez 4/, 2002
InvA TaqMan Catne de ave* Eyigor y Carli 2003
InvA TagMan Cultivo puro Rodriguez-Lazaro et al., 2003
SipB-SipC SYBR G. Catne de ave* De Medici ¢# 4/, 2003
SipB, SipC FRET Precocinados Ellingson ¢ 4/, 2004
. tr TagMan Varios* Malorny ez al. 2004

§ sefA TagqMan Huevos Seo et al, 2004

§ InvA TagqMan Leche y carne* Perelle e al.,, 2004

3 BAX-PCR Mol. beac. Fruta y verdura Liming e 4/, 2004

S ImA SYBR G. Carne Wang et al.,, 2004
InnA SYBR G. Leche, ternera Mercanoglu y Griffiths, 2005
InvA SYBR G. Leche, pienso* Nam ez 4/, 2005
InvA SYBR G. Agua Wolffs et al., 2006
sefA TagqMan Helado Seo et al.,, 2006
iag Mol beac. Pollo Patel ez 4/, 2006
InA TaqMan ICamc, salmon, Hein et al, 2006

eche cruda

InyA FRET Carne, lechuga* Bohaychuk ez 2/. 2007
nuc TagMan Queso Hein ¢t 4/., 2001
nuc SGyT™M Carne picada Alarcon et al., 2006

§ nuc TagMan Leche* Hein et al,, 2005

3 Kit comercial FRET Restaurantes* Berrada ez 4/, 2006b

“ Sa0836 TagMan Leche Goto et al., 2007
nucA SYBR G Queso italiano* Poli ez 4/, 2007
btr Leche y carne Chiang ef al,, 2007

*Muestras de contaminacién natural

5. Limitaciones de las técnicas de PCR

Las técnicas de PCR se han convertido en herramientas habituales

para la deteccién de patégenos, pero su aplicacién en alimentos presenta

una serie de limitaciones que deben ser consideradas:
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5.1 Tamario de la muestra y niveles de deteccion
A pesar de ser considerada una técnica muy sensible, la PCR
presenta limitaciones en los niveles de deteccién debido al volumen de

muestra con el que se trabaja. Para disponer de entre 1-10 células en los

5 pl que habitualmente se utilizan para la PCR, es necesaria la presencia
de al menos 20-200 céls/ml antes de la extraccién (Mautrer, 2006). Esto
implica que en el alimento antes de la homogenizacién, la carga del
patégeno deberia ser de al menos 103 céls/g, sin tener en cuenta la
distribucién desigual, que pueden presentar las células en el alimento, y

las posibles pérdidas durante el proceso de extraccion de DNA.

5.2 Preparacion de la muestra para PCR

Para la cotrecta aplicaciéon de la PCR y/o la RTi-PCR en el
analisis de alimentos, es necesario preparar previamente la muestra ya
que las matrices alimentarias son muy variadas tanto en composicion
como en microbiota autéctona. El principal inconveniente que presenta
la aplicacién de la PCR convencional y la RTi-PCR para el anilisis de
alimentos es hacer accesible el DNA con una calidad suficiente para el
correcto funcionamiento de la reaccién. La calidad del DNA extraido a
partir de muestras de alimentos se ve condicionada por la presencia de
inhibidores de la reaccién en la matriz del alimento, el grado de
degradacién sufrida durante la manipulacién y la longitud de los
fragmentos de DNA obtenidos (Di Bernardo e 4/, 2007). Los
inhibidores pueden interferir, por un lado, en el proceso de lisis celular,

imprescindible para la extraccién de DNA, y por otro, degradando los
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acidos nucleicos e incluso afectando directamente a la actividad de la
DNA polimerasa (Wilson, 1997). Por ello, el primer paso para establecer
un procedimiento de PCR como técnica de anilisis rutinatio en la
deteccién de patégenos en alimentos, es la seleccién de un método de
extracciéon 6ptimo, a ser posible para multiples matrices y patégenos.
Actualmente existen en el mercado una amplia gama de “kits”
comerciales que cumplen estos requisitos y que estan siendo
introducidos progresivamente para la deteccién por PCR. Los estudios
comparativos de la eficiencia de estos métodos se han centrado en
matrices vegetales como maiz (Di Pinto ef 4/, 2007; Di Bernardo ef 4/,
2007), animales (Ivanova e 4/, 20006) y, generalmente, se centran en un
solo patégeno como Salmonella subsp. enterica en pollo (De Medici ef a4/,
2003), en heces (Freschi e 4/., 2005) y en muestras ambientales (Klerks ez
al, 2000); Y. enterocolitica en carnes (Lucero Estrada e 4/, 2007); L.
monocytogenes en carnes y otros tipos de alimentos (Aznar y Alarcén, 2003;
Amagliani et al, 2007); E. coli O157:H7 en alimentos para el ganado
(Trochimchuk ez @/, 2003); Sta. auress en carnes crudas y productos
carnicos (Alarcén ef al., 2006). Sin embargo, en el anilisis de alimentos
normalmente se investiga mas de un patégeno y la sensibilidad de
deteccién de los distintos métodos de extraccién varfa en funcién de la
especie en estudio (Steffan y Atlas, 1988; Tebbe y Vahjen, 1993). Por eso
el método seleccionado ha de asegurar tanto la liberaciéon de los acidos
nucleicos celulares como la eliminaciéon de los inhibidores, en un rango
amplio de matrices alimentarias, y ser eficiente para los distintos
microorganismos que se pretende detectar. En la Tabla 6 se describen

brevemente algunos de los métodos comerciales de purificacion de DNA
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frecuentemente utilizados en el analisis de muestras de alimentos. Estos
métodos se basan principalmente en tres tipos de aproximaciones: i) el
calentamiento de la muestra en presencia de una matriz que protege los
acidos nucleicos, y una posterior purificacién opcional para eliminar
restos de la matriz; ii) la utilizacién de bolas magnéticas que atraen a los
patégenos y permiten su separacién de los restos de la matriz del
alimento y iii) la utilizacién de columnas de intercambio iénico que
mantienen retenido el DNA mientras se lleva a cabo una purificacién a
fondo para eliminar posibles inhibidores. Estos udltimos, generalmente
requieren de una mayor manipulacién y un proceso mis largo peto, se

obtiene un DNA de mayor pureza.
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Tabla 6. Métodos comerciales para la extraccion de DN A de bacterias.

Casa comercial

Applied
Biosystems
BioRad

NucleoSpin
food kit

Dynal Biotech

Epicentre
Technologies

GenPoint

Invitrogen

Kit

PrepMan Ultra

AquaPure Genomic DNA
isolation kit

InstaGene Matrix

QuantumPrep AquaPure

Clontech

Dynabeds DN A direct

MasterPure DNA
purification kit

MasterPure Complete DNA
and RNA purification kit

MasterPure DNA
purification kit

Bugs and Beads

ChargeSwitch gDNA mini
kit bacterial kit

Tiempo

10 min (+ 30 min
purificacion opcional)
30 min

20 min (+ 30 min
purificacidon opcional)
1 hora 30 min

10 min tras lisis

45 min

46 min

2 horas

40 min Gram -
2 horas Gram+

Método

Calentamiento con
matriz protectora

Calentamiento con
matriz protectora

Calentamiento con
matriz protectora

Columnas de purificacion

Separacion con matriz
magnética

Basado en sales y
enzimas

Centrifugacion

Precipitacion de DNA

Matriz magnética

Matriz magnética

Tipo de muestra o
material de partida

Gram -

Tejidos, bacterias y
levaduras

Tejidos, bacterias y
levaduras

Bacterias Gram +

Gram —y Gram +



Tabla 6. (Continuacion)

Casa comercial Kit

MoBio UltraClean Microbial DN A
isolation kit

Norgen Biotek Bacterial genomic DNA

isolation

Promega Wizard Genomic DNA
purification kit

Qiagen QIAmp DNA mini kit
DNeasyTissue Kit

Roche DNA Isolation kit for cells
and tissue
MagNA Puré LC isolation
kit 11

Sigma GenElute Bacterial genomic
DNA kit

Takara Dr GenTLE

Trevigen Genomic DNA isolation kit

Tiempo

2 horas

1 hora

1 hora

1 hora 30 min

1 hora 30 min

2 horas 30 min
(+ resuspension)

1 hora 30 min
75 min (Gram -)

120 min (Gram +)

40 min

Método

Lisis mecanica y
columnas purificacion
Columnas de
purificacién

Solucion de
precipitacion
Columna de
purificacion
Columnas de gel de
silice

Eliminacion de
proteinas y
precipitacion de DN A

Particulas magnéticas
de cristal

Uniodn a silice

Precipitacion

Extraccién bifasica

Tipo de muestra o
material de partida

Hongos, levaduras y
bacterias

Bacterias

Tejidos, levaduras
bacterias

Bacterias, levaduras,
parasitos y virus
Tejidos animales,
cultivos celulares,
insectos, bacterias y
levaduras

Tejidos, cultivos
celulares, bacterias
Gram-, levaduras

Bacterias y Hongos

Sangre y bacterias

Tejidos, cultivos
celulares y bacterias



5.3 Deteccion de células vivas y muertas

Una de las principales desventajas que presentan las técnicas de
PCR, es la incapacidad para diferenciar entre células vivas y muertas
(Rudi e al, 2005). Aunque, se ha descrito que el DNA de las células
muertas es ripidamente metabolizado por otros microorganismos en
ambientes metabdlicamente activos (Lebhun ef @/, 2004), este hecho
depende en gran medida del tipo de matriz. Por ello, para asegurar la
deteccién de microorganismos viables, la PCR se puede combinar con
un paso de enriquecimiento (Schaad et 4/, 1995). De este modo se
favorece que las células vivas crezcan y se multipliquen aumentando su
poblacién relativa con respecto a las células muertas y, por lo tanto, se
reduce la posibilidad de falsos positivos. Sin embargo, este paso de
enriquecimiento impide la cuantificacién del patégeno en la muestra.

Como alternativa, se ha introducido la utilizacion de etidio
monoicido (EMA), un colorante con afinidad por el DNA que penetra
en las células muertas o con la pared comprometida y se une al DNA tras
un proceso de foto-activacién (Nocker ef al, 2006a). Esta unién
insolubiliza al DNA de modo que éste se elimina en el proceso de
extraccién junto con los restos celulares. Sin embargo, la utilizacién del
EMA puede llevar a la pérdida de hasta el 60 % del DNA procedente de
células vivas (Nocker y Camper, 2006b). Estudios mas recientes han
descrito que el EMA es téxico para las células viables lo que ha llevado a
introducir la utilizacién del propidio monoicido (PMA) que no es capaz
de atravesar las membranas de las células vivas (Pan y Breidt, 2007).

Otra opcién para detectar células viables es la amplificacién del

RNA ya que este es menos estable que el DNA y se degrada raipidamente
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en las células muertas y por tanto, su vida media en los alimentos es mas
corta. Para esta aproximacion, el RNA ribosomal no es el mas adecuado
ya que permanece estable hasta 48 horas tras la muerte de la célula
(McKillip ef 4., 1998). En ese aspecto, el RNA mensajero (RNAm) es
mas adecuado como indicador del estado metabélico de la célula. Para la
deteccion del RNAm se requiere de una reaccion de PCR con
transcripcién inversa (RT-PCR) que transforma el RNA en DNA
complementario (DNAC), a partir del cual se lleva a cabo la reaccién de
PCR habitual. Para ello es esencial disponer de una muestra de RNA
purificado en la que se elimine completamente el DNA para evitar
interferencias, lo que implica un proceso muy laborioso (McKillip y
Drake, 2004). Como alternativa, dentro de las técnicas de deteccién a
partir de RNA, destaca la amplificacién de secuencias de 4cidos
nucleicos, conocida como NASBA (“Nucleic Acid Sequence Based
Amplification”) que amplifica de forma selectiva el RNAm incluso en
presencia del DNA genémico (Simpkins ez 4/, 2000). Esta técnica tiene la
capacidad de detectar microorganismos viables a partir de distintas
matrices incluyendo muestras ambientales y de alimentos (Cook, 2003).
Sin embargo, la detecciéon del RNAm de las células viables depende del
estado fisiologico de éstas (Barer y Harewood, 1999). Asi, las células
estresadas o las que se encuentran en estado viable no-cultivable,
contienen cantidades demasiado bajas de RNAm para su deteccién. Por
este motivo, para la aplicacién de esta técnica, es necesatio abordar el
disefio de cebadores dirigidos a un gen constitutivo que se exprese de
igual modo con independencia del estado fisiol6gico del microorganismo

(Deiman ¢f al, 2002).
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5.4 Validacion de la PCR como técnica de andlisis para la deteccion de patdgenos en
alimentos.

La aplicacién de la PCR para la deteccién rutinaria de patégenos
en alimentos, carece de protocolos estandarizados y validados en
distintas matrices (Malorny ez 2/, 2003), por lo que su aplicacién es aun
escasa en la industria alimentaria. Entre los factores a considerar en la
incorporaciéon de un nuevo método para la deteccion de
microorganismos en alimentos estin: (Van der Zee y Huis in’t Veld,
1997)

- Exactitud, comprende tanto la sensibilidad como la especificidad del
método.

- Rapidez, los nuevos métodos deben ser capaces de dar un resultado
correcto en un maximo de 24-48 horas.

- Automatizacién y computacién, con el objetivo de procesar el mayor
numero posible de muestras simultaneamente.

- Costes, en general la inversioén inicial para la aplicacién de nuevos
métodos es considerablemente alta.

- Simplicidad, debe ser de facil manejo.

- Validacién, los métodos alternativos deben ser validados con los
métodos estindar y evaluados en estudios colaborativos entre varios
laboratorios con el fin de garantizar la exactitud y reproducibilidad de los
resultados. En este aspecto se debe dar prioridad al estudio de muestras
naturales, ya que de este modo las pruebas se realizaran en las mismas
condiciones en las que los usuarios las aplicaran posteriormente.

En cuanto a la validacién, en 2003, se aprob6 la norma ISO

16140:2003, que define el protocolo para la validacién de métodos
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alternativos para el analisis microbiolégico de alimentos y muestras
ambientales. Esta norma facilité la introduccién de nuevas técnicas como
la PCR para el analisis de alimentos y abri6 el camino a nuevos proyectos

entre los que destaca el (FOOD-PCR. http://www.foodpcr.com). Este

proyecto se centré en la validacién de protocolos de PCR para la
deteccién de 5 patdgenos frecuentes en alimentos, Campylobacter spp., E.
coli O157T:H7, Y. enterocolitica, 1. monocytogenes, y Salmonella spp.
Posteriormente, se aprobé la norma ISO 22174:2005 que detalla los
requerimientos generales para la amplificacién de acidos nucleicos
aislados de patégenos en alimentos de modo que el proceso sea
comparable y reproducible en distintos laboratorios. También en 2005,
se aprobé la norma ISO 20836:2005 que establece los requisitos para el
funcionamiento y mantenimiento de los termocicladores. Mas
recientemente, se han detallado los criterios para la preparaciéon de la
muestra (ISO 20837:2006) y los requerimientos para la amplificacién
especifica de los 4cidos nucleicos asi como la confirmaciéon del
amplificado (ISO 20838:2006). Ademas, en los dltimos afios se han
definido los borradores para dos nuevas normas ISO, que aun no han
sido aprobadas, y que describen las caracteristicas de funcionamiento de
los métodos moleculares para la deteccién de patégenos en alimentos
dSO/DIS 22118) asi como los requisitos generales y definiciones
dSO/DIS 22119).

5.5 Controles analiticos
Entre los inconvenientes de la aplicaciéon de las técnicas de PCR

para la deteccién de patégenos en alimentos estd la posibilidad de
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producir falsos negativos. Por ello, es esencial incluir una estrategia de
control para una correcta interpretaciéon de los resultados (Murphy ef 4.
2007). En este aspecto, Hootfar ¢ al, (2004) sugieren la implementacién
de un control interno de amplificacién (IAC) para pruebas de PCR y
RTi-PCR. La funcién primordial de este control es asegurar que los
resultados negativos de la prueba no se deban a la presencia de
inhibidores de la reaccién, mal funcionamiento de reactivos, errores en
las temperaturas del equipo u otros factores externos que llevarian a un
falso negativo. El Comité Europeo de Estandarizacion (CEN), en
colaboracién con la Organizacién de Estindares Internacionales (ISO)
ha propuesto una pauta para la aplicacién de la PCR que requiere el IAC
como pretrequisito para la estandarizacién de las técnicas de PCR. Una
alternativa es la utilizacién de control externo de amplificacién (EAC)
afiadiendo DNA diana purificado al extracto obtenido a partir de la
muestra del alimento. La amplificacién de este control, indica que la

reaccidon se desarrolla correctamente asi como la ausencia de inhibidores.
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II. OBJETIVOS






OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo de
procedimientos de PCR a tiempo real para la deteccién y/o
cuantificacién automatizada de Escherichia coli O15T:H7, Listeria
monocytogenes, Salmonella spp. y Staphylococcus aureus en el anlisis rutinario

de alimentos. Para ello se abordaran los siguientes objetivos concretos:

1.- Seleccién de un método de extraccion de DNA adecuado para
distintas matrices alimentarias y para la deteccion de los cuatro
patégenos por PCR.

1.1 Extraccion de DNA con 4 métodos comerciales, utilizando
tres matrices vegetales inoculadas con distintas concentraciones de cada
uno de los cuatro patégenos en estudio.

1.2 Comparacién de los métodos en base a los niveles de
deteccién, determinados por PCR especifica, partit de los DNAs

recuperados.

2. Evaluacion de la RTi-PCR para la deteccion directa de
patégenos, sin enriquecimiento previo, mediante su aplicacién en
alimentos de contaminacién natural.

2.1 Seleccién de cebadores especificos y obtencién de las rectas
patrén de cuantificacion, a partir de DNA purificado y de suspensiones

celulares calibradas, de cada patégeno.
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2.2 Determinacién de la sensibilidad de las RTi-PCRs a partir de
muestras de alimentos inoculadas con niveles conocidos de cada
patogeno.

2.3 Aplicacién de la RTi-PCR para la deteccién de los cuatro
patégenos en muestras de alimentos de contaminacién natural, sin
enriquecimiento previo, y comparacién con procedimientos de deteccién

tras enriquecimiento.

3. Desarrollo de sistemas de RTi-PCR multiple para la detecciéon
simultinea y automatizada de varios de estos patégenos.

3.1 Disefio y puesta a punto de la reaccién de RTi-PCR muiltiple,
para la amplificacién equilibrada de las distintas dianas.

3.2 Evaluacién de la eficiencia de la RTi-PCR multiple
desarrollada respecto a las reacciones individuales y en su aplicacién en

alimentos.
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III. MATERIAL Y METODOS






1. Cepas utilizadas

Para el desarrollo de este trabajo se han utlizado cepas
representantes de los patégenos en estudio asi como pertenecientes a
géneros cercanos o a géneros que se pueden encontrar en los mismos
habitats que dichos patégenos. Se han incluido en total 198 cepas (103
cepas de referencia y 95 aislados) de los siguientes géneros: Salmonella
(114), Staphylococens (21), Listeria (19), Bacillus (16), Escherichia (7),
Aeromonas (6), Pseudomonas (5), Vibrio (4), Plesiomonas (1) Carnobacterinm (1),
Lactococcus (1), Pediococcus (1), Lactobacillus (1) y Leuconostoc (1). Todas las
cepas utilizadas en este trabajo asi como su origen se muestran en la
Tabla 7. Las cepas de referencia fueron suministradas por la Coleccién
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT). Los aislados de Salmonella spp. y los

de Psendomonas, proceden de trabajos previos realizados en el laboratorio.

1.1 Condiciones de cnltivo

Para las cepas de los géneros Salmonella, Listeria, Staphylococcus y
Escherichia se utilizé6 Caldo Triptona Soja (TSB, Pronadisa, Madrid) y
Agar Triptona Soja (TSA, Pronadisa, Madrid) para el cultivo en placa.
Los cultivos se incubaron a 37 °C durante 18 horas.

Las cepas de bacterias lacticas correspondientes a los géneros
Leuconostoc, Pediococcus y Lactobacillus se cultivaron en medio MRS (Man
Rogosa Sharpe, Oxoid, Madrid) liquido y, adicionado con 1,5 % de agar
industrial (Pronadisa, Madrid) para el cultivo en placa, incubiandose a 30
°C durante 24-48 h, segun especie.

Para el género Carnobacterium se utilizé6 Caldo Cerebro Corazén (BHI,

Pronadisa, Madrid) y se incubé a 30 °C durante 48 h.
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Las cepas de los géneros Vbrio, Psendomonas, Aeromonas y Bacillus se

cultivaron en Caldo y Agar Nutritivo (NA, Pronadisa, Madrid) durante

24 h a 37°C.

Tabla 7. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio

Especie Serotipo N° Origen

Aeromonas caviae CECT 838 T Cerdo de Guinea
Aeromonas enteropelogenes CECT 4255 Heces humanas
Aeromonas hydrophila ssp. hydrophila CECT 8397 Lata de leche
Aeromonas hydrophila ssp. anaerogenes CECT Emulsién de aceite
42217

Aeromonas media CECT 4232T Piscifactoria
Aeromonas veronii CECT 42577 Humano

Bacillus cerens CECT 131 Termo

CECT 1487, CECT 193, CECT 4014, CECT nd

4094, CECT4387

CECT 495, CECT 496 Abono de aves
Bacillus thuringiensis CECT 1977 Polilla mediterranea
Bacillus mycoides CECT 4128T Suelo

CECT 495, CECT 496 Abono de aves
CECT 4014, CECT 4094, CECT4387 nd

Bacillus weibenstephanensis CECT 5894T Leche pasteurizada
Carnobacterium maltaromaticum Leche cruda
CECT 41347

Escherichia coli CECT 515T*, CECT 516, Orina humana
CECT 678, CECT 4456*

CECT 533* O103:K=H- nd

CECT 471 O79:K?:H- nd

CECT 4267* O157:H7 Heces

Lactobacillus salivarins CECT 4063T nd

Lactococcus garvieae CECT 45317 nd

Lenconostoc mesenteroides ssp. dextranicum CECT nd

9121
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Tabla 7. (Continuacién)

Especie Serotipo Origen
Listeria grayi CECT 931T Heces chinchilla
Listeria innocua CECT 9107 6a Cerebro de vaca
Listeria ivanovii ssp. ivanovii CECT 913T 5 Oveja

Listeria monocytogenes CECT 4031T* nd

CECT 4939 4c nd

CECT 940* 4d Oveja

CECT 4032 4d Queso fresco
CECT 911* 1/2¢ Fluido espinal
CECT 932 1a Cerdo de Guinea
CECT 934 4a Oveja

CECT 935 4b Fluido espinal
CECT 936 1/2b nd

CECT 937 3b Nifio

CECT 938 3c nd

CECT 941 6 nd

Listeria seeligeri CECT 9177 1/2b Suelo

Listeria welshimeri CECT 919T 6a Vegetacion
CECT 938 3c nd

CECT 941 6 nd

Salmonella enterica ssp. enterica cholerasuis nd

CECT 915™, CECT 724

CECT 409*, CECT 725 typhi nd

CECT 443* typhimurium Comida envenenada
CECT 554, CECT 4139, CECT 699 paratyphi Agua residual
CECT 456* minnesota nd

CECT 545 abony nd

CECT 921 braenderup Heces humanas
CECT 4141 stanley Alimento
CECT 4151 urbana nd

CECT 4152 dublin Bovino

CECT 4153 saint-paul nd

CECT 4154 virchow nd

CECT 4155 enterica nd

CECT 4182 gallinarum nd

CECT 4374 infantis Alimento

55



Tabla 7. (Continuacién)

Especie Serotipo N° Origen
CECT 4565 senftenberg nd

S. enterica ssp. arigonae CECT 4395 arizonae Huevo en polvo
S. enterica ssp. salamae CECT 4000 T daressalaam nd

Salmonella enterica ssp. enterica S20, S29 enteriditis 2 Agua de mar
S21 senftenberg Agua de mar
S22 branderburg Agua de mar
523,832 newport 2 Aguade mar
S24 give Agua de mar
S25, S26 poona 2 Aguade mar
S27 typhimurium Agua de mar
S28 hadar Agua de mar
S31 goettingen Agua de mar
S33 anatum Agua de mar
Salmonella spp. 7 Agua

S30, S34, $35, S63, S71, S72, S80

S$37, S38, S39, S40, S70 5 Desconocido
S41, 560, S65 3 Humano

S42, 543, S50, 851, S52, S54, S56, S57, S58, 11 Pollo

S62, S68

S44, 561, S64, 573, S74, §75, S106, S107 8 Alimentos
S45, 546, S47 3 Harina animal
S48, 849, S53, S55, S66, S69, $92, 93, $94, 10 Carne

5108

S59, 567, S81, S82, S83, S84, S85, S86, S88, 22 Cerdo

S89, §95, §96, S99, S100, S101, S102, S103,

S105, S109, 8110, S111, 8112

§76, S77,S79 3 Heces

S87, 890, S91, §97, S98, S113 S104

Pediococcus pentosacens CECT 4695T

Plesiomonas shigeloides CECT 42627
Psendomonas aernginosa CECT 1107, CECT 116
P3, P5, P7

Staphylococcus anrens CECT B6T*

CECT 976

CECT 4013*

7 Pulmén/higado
nd
Heces de perro
nd
Aislado clinico
Fluido pleural
Jamén
Glandula mamaria
bovina
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Tabla 7. (Continuacién)

Especie Serotipo N° Origen
CECT 435 Aislado clinico
CECT 438 1 Artritis séptica
CECT 826, CECT 827*, CECT 828, CECT 4 nd

4459

CECT 4465 Absceso en pierna
Staphylococcus anricalaris CECT 40527 Oreja humana
Staphylococcus carnosus CECT 44917 Salchicha seca
Staphylococcus epidermidis CECT 2327 Hisopo nasal
Staphylococcus hominis CECT 234T Piel humana
Staphylococcus kloosii CECT 5328T Piel de ardilla
Staphylococcns pastenri CECT 53297 Vémito humano
Staphylococcus saprophyticas subsp. saprophyticus, Orina

CECT 2357

Staphylococcus simulans CECT 4538T Piel humana
Staphylococcus vitwlinus CECT 53307 Infeccién de cadera
Staphylococcus warneri CECT 236T Piel humana
Staphylococcus sylosus CECT 2377 Piel humana
Vibrio cholerae CECT 512 01 nd

CECT 5147 Heces humanas
Viibrio mimicus CECT 4218T Oreja humana
V'ibrio parabaemolyticus CECT 5117 O1:K1 Alimento

CECT, Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo; T, Cepa tipo
*Cepas utilizadas para los ensayos de especificidad de los cebadores.

nd, no hay datos
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2. Anailisis de alimentos

2.1 Ensayos de inoculacion

2.1.1 Preparaciin de muestras de alimentos

Se pesaron y cortaron en condiciones estériles 40 gramos de cada
una de las muestras y se mezclaron con 360 ml de Agua de Peptona
Tamponada, (APT, Pronadisa, Madrid) y se homogeneizaron durante 2
min en una bolsa de plastico estéril con filtro lateral (BagPage S 400,
BagSystem, Interscience, St-Nom-la-Breteche) utilizando un Stomacher
(Stomacher Lab-Blender 400, Seward, Londres). El homogeneizado
resultante se tomoé de la parte filtrada de la bolsa y se distribuyé en

alicuotas de 30 ml.

2.1.2 Preparacion de cultivos para la inoculacion

Se parti6 en todos los casos de cultivos liquidos de 18 horas de
cada uno de los patégenos (E. e/ O157:H7 CECT 4267, L. monocytogenes
CECT 40317, S. enterica ssp. enterica CECT 915Ty Sta. aurens CECT 867).
Se realizaron diluciones decimales seriadas en solucién salina estéril (0.8
% NaCl) cubriendo el rango entre 102-10° ufc/ml. A continuacién se
sembraron 100 pl de cada dilucién, por triplicado, en placas de TSA.
Finalmente, se realizé el recuento de colonias en placa tras 24 h de

incubacion a 37 °C.
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2.1.3 Inoculacion de las muestras

Ensayos de sensibilidad de los métodos de exctraccion. Se utilizaron como
matrices Vegetéles brocoli, cebolla y pimiento verde. Una vez
homogeneizadas se tomaron alicuotas de 30 ml, se inoculé cada una de
estas alicuotas con 30 pl de las diluciones de cada patégeno por separado
cubriendo el rango entre 1 a 107 ufc/g. Se tomaron alicuotas de 1 ml de
cada una de las muestras inoculadas y se utilizaron para extraccién de
DNA mediante los cuatro métodos seleccionados. En todos los casos se
mantuvo una alicuota sin inocular, como control negativo, para
garantizar la ausencia de los cuatro patégenos y evitar asi posibles
interferencias.

Ensayos de sensibilidad de la RTi-PCR en alimentos. Se realizaron
inoculando pimiento verde con diluciones decimales de cada uno de los
cuatro patégenos independientemente. Se analizaron 5 pl del DNA
purificado mediante el DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) a
partit de las alicuotas correspondientes a 0,1-102 ufc/reaccién (10-104
ufc/g). R

Ensayos de sensibilidad de la RTi-PCR miiltiple. Para determinar la
sensibilidad de la RTi-PCR maultiple, se utilizaron como matrices
vegetales muestras que resultaron negativas para la presencia de los tres
patdgenos siguiendo los procedimientos de enriquecimiento y deteccion
por PCR (espinacas, lechuga “litle gem” y redina). Tras Ia
homogenizacién, se inocularon las alicuotas a partir de diluciones de E.
coli O157:H7 CECT 4267, S. enterica ssp enterica CECT 915T y Sta. anreus
CECT 86T, cubriendo el rango entre 1 a 107 ufc/g para cada patégeno,
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en las mismas proporciones o en combinaciones de 10 y 104 (ensayo A) y
10 y 102 (ensayo B) ufc/reaccion de los distintos patégenos (Tabla 8). Se
incluyé en todos los casos un control negativo sin inocular. Las muestras
inoculadas con los tres patégenos en concentraciones similares se

consideraron como control positivo para la reaccién de amplificacién.

Tabla 8. Cantidades inoculadas (ufc/reaccion) en los ensayos de sensibilidad
de la RTi-PCR multiple.

A B
Inéculo Inéculo
E. cols Salmonella  Sta. E. coli Salmonella  Sta.
O157:H7  spp. aureys O157:H7 _ spp. auress
1 10 10 10 1 10 10 10
2 104 10 10 2 102 10 10
3 10 10 104 3 10 10 102
4 10 104 10 4 10 102 10
5 104 10 104 5 102 10 102
6 10 104 104 6 10 102 102
7 104 104 10 7 102 102 10
8 104 104 104 8 102 102 102
9 103 103 103
10 104 104 104

2.1.4 Ensayos con enriguecimiento

Para determinar la utilidad de la RTi-PCR mudltiple en pruebas de
ausencia en 25 g, tal y como exige la legislacién en patégenos como E.
coii O15T:H7 y Salmonella, se pesaron y cortaron 25 g de brécoli,
espinacas y lechuga “little gem” por cuadruplicado. Estas muestras se
homogeneizaron en 225 ml de APT, como se ha indicado previamente,

con ayuda de un Stomacher. Tras la homogenizacién, se inoculé cada
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bolsa con cantidades iguales de los tres patégenos en estudio de modo
que la bolsa 1 contenia 1 ufc/25 g de cada uno, la bolsa 2, 10 ufc/25 g, la
bolsa 3, 100 ufc/25 g y la bolsa 4 se dej6 sin inocular como control
negativo. Los homogeneizados se incubaron a 30 °C y se tomaron

muestras a las 6 y a las 24 h, para la extracciéon de DNA.

2.2. Andlzsis de muestras de contaminacion natural.

En total se recogieron 316 alimentos directamente de industrias
de la regién de Murcia, durante un periodo de dos afios, y fueron
analizados en paralelo en el Centro Tecnolégico Nacional de la Conserva
(CTC, Labl) y en nuestro laboratorio (IATA, Lab2) como se muestra en
la Figura 5. Todas las muestras fueron inmediatamente procesadas en el
Labl del siguiente modo: se pesaron y cortaron 25 gramos de cada
muestra en condiciones estériles y se mezclaron con 225 ml del medio de
enriquecimiento correspondiente homogeneizandose en Stomacher. El
homogeneizado resultante se distribuy6 en alicuotas para su andlisis: i)
alicuotas de 10 ml se congelaron para el posterior anlisis por RTi-PCR
en ambos laboratorios, ii) el resto del homogeneizado se incubé en las
condiciones adecuadas para el enriquecimiento de cada patégeno (Figura
6) y la postetior deteccién por mini-VIDAS (Biometieux, Vitek, Madrid),
en el caso de E. coli O157:H7, L. monocytogenes y Salmonella spp., y por el

método tradicional de cultivo en el caso de Sta. aureus.
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25 g de alimento
+

225 mi caldo de

enriquecimiento J
[]

1 Extraccion de DNA y

HOMOGENEIZACION PCR a Tiempo Real
(Labl y Lab2)

ir Extraccion de DNA y
y PCR convencional
Pre-enriquecimiento y (Labl y Lab2)
Enriquecimiento
(24-48 horas)
% J Mini-VIDAS

(E. coli0157:H7, Salmonella
y L. monocytogems)

Método cultural {Sta. aureus)
(Labl)

Figura 5. Esquema del procedimiento de analisis de las muestras de
alimentos de contaminacioén natural en el Labl y el Lab2.

Se describen a continuacion brevemente los procedimientos de
enriquecimiento:

- Para E. coli 0157:H7, la homogeneizacion se llevo a cabo en caldo
TSB con novobiocina (20 mg/1) incubandose durante 6-7 h a 41 °C
como pre-enriquecimiento. A continuacién se realizdO un paso de
enriquecimiento transfiriendo 1 mi del caldo pre-enriquecido a 9 mi de
caldo MacConkey con cefixima (0,05 mg/1) y telurito potasico (2,5 mg/1)
e incubando 18 h a 35-37 °C.
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- En el caso de Salmonellz spp. 1a homogeneizacién y el paso de pre-
enriquecimiento se llevaron a cabo en APT, durante 18 h a 37 °C. A
continuacién, el enriquecimiento se realizé en paralelo en dos medios de
cultivo: Rappaport-Vasiliadis (Biomérieux, Marcy I’Etoile, France) y
Selenite—Cystine (Biomérieux, Marcy I’Etoile, France) durante 6-8 h a 41
y 37 °C, respectivamente. Posteriormente, se transfirié 1 ml de cada uno
de estos medios pre-enriquecidos al caldo M (Biomérieux, Marcy ’Etoile,
France) y se incubaron 18 h a 41-42 °C. La mezcla de 1 ml de cada uno
de estos enriquecimientos se utilizé para la deteccién por mini-VIDAS.

- Para L. monocytogenes, la homogeneizacién y el paso de pre-
enriquecimiento se realizaron en medio Fraser (Biomérieux, Marcy
I’Etoile, France) semiconcentrado durante 24 h a 30 °C. A continuacién,
se transfiri6 1 ml de este pre-enriquecimiento a 9 ml de caldo Fraser
completo y se incub6 24 h a 30 °C.

- Enel caso de S7a. auress la comparacion se hizo en base al método
de cultivo convencional adaptado de la norma ISO 6888. La
homogeneizacién se llevé a cabo en medio Giolitti-Cantoni (Sigma
Aldrich, Madrid) que se incubé a 37 °C durante 24 h. A continuacién, se
sembraron placas de agar Baird-Parker con emulsién de yema de huevo
y telurito potasico (Pronadisa, Madrid). Las placas se incubaron a 37 °C
durante 48 h y se tomaron colonias tipicas de S#a. auress (colonias de
color negro debido a la reduccién del telurito sédico a teluro y presencia
de un halo claro alrededor de las colonias debido a la lipélisis de la yema
de huevo presente en el medio. Alrededor de las colonias se forma
también una zona opaca como consecuencia de la formacién de un

precipitado de sales de calcio y magnesio) realizindose la confirmacién
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de las colonias mediante la prueba de la coagulasa. Para ello se utilizé el
Kit comercial de aglutinacién M-IDENT STAPH LATEX (Microkit,
Madrid): se sembraron tres colonias tipicas en Caldo Cerebro-Corazon
(BHI) y tras la incubaciéon a 37 °C durante 18-24 h, se tomaron 0,1 mi del
cultivo, se mezclaron con 0,3 mi de plasma de conejo y se incubaron a 37
°C durante 6 h. El resultado fue considerado positivo cuando se observo

la presencia de un coagulo firme.

E. coli

01577 L. monocytogenes Salmonella spyp . Sta. aureus
TSB + Fraser 1/2 APT Giolitti-
é Novobiocina 24 h 30°C 18 h37°C Cantoni
R 6-7 h 41 °C 24 h 37 °C
Caldo McConkey Fraser Rappaport- Selenite-
cefixima y telurito completo Vasiliadis Cystine
potasico 24 h 30°C 6-8 h 41 °C 6-8 h 37 °C
18 h 35-37 °C
Caldo M Caldo M
18 h 41-42 °C 18 h 41-42 °C

Figura 6. Esquema de los pasos de enriquecimiento realizados para cada
patogeno.

Finalizado el enriquecimiento, se separaron alicuotas de 10 mi: i) para

el analisis inmediato por mini-VIDAS o método cultural {Sta. aureus) en
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el Labl, ii) para congelacién y posterior anilisis por PCR convencional
en Labl y Lab2.

Las muestras fueron enviadas por mensajero en menos de 24 horas al
Lab2 donde se mantuvieron congeladas no mas de una semana hasta su
analisis por PCR. Cada laboratorio recibié 10 ml de muestra congelada
antes y después del enriquecimiento. Se utiliz6 1 ml de estas alicuotas
para la extraccion de DNA mediante el método DNeasy Tissue Kit
(Qiagen, Hiden, Alemania) segin las instrucciones del fabricante. El

DNA se resuspendié en todos los casos en 100 pl de agua ultra pura
(Sigma-Aldrich, Madrid). Cinco pl del DNA purificado se utilizaron para

la deteccién directa mediante RTi-PCR o, tras el enriquecimiento,
mediante PCR convencional. La cuantificaciéon del patégeno se realizé en
funcién de la recta patrén obtenida a partir del DNA purificado y

cuantificado (apartado 7.3).

3. Extraccion de DNA
3.1 A partir de cultivos puros

Para obtener DNA a partir de cultivos puros se utilizé el método
descrito por Pitcher ¢f 4/, (1989). Partiendo del crecimiento en placa, se
toma una cantidad de células del tamafio de un grano de arroz. Las
células Gram positivas se resuspenden en una solucién de lisozima
(Aplichem, Darmstadt, Alemania) 50 mg/ml en TE (Ttis HCI, 10 mM;
EDTA 1 mM, pH 8) manteniéndolas durante 30 minutos a 37 °C. En el
caso de S7a. aureus se utiliza lisostafina (Sigma-Aldrich, Madrid) 5 mg/ul

en TE. Para las bacterias Gram negativas, este paso previo a la lisis
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celular no es necesatio. A continuacién las células se lisan con 500 pul de
reactivo GES (5 mM tiocianato de guanidinio, 100 mM EDTA y 0,5%
v/v sarcosil) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras la lisis, se
afiaden 250 pl de acetato de amonio 7,5 M y se mantiene en hielo al
menos 10 minutos. Este paso estabiliza los acidos nucleicos y permite la
formacién de una capa de proteinas insolubles. A continuacién se
afiaden 500 pl de cloroformo isoamilico (triclorometano y alcohol
isoamilico 24:1) para eliminar proteinas y restos de membranas. Tras
agitar intensamente, se centrifuga a 13.000 rpm durante 10 minutos. Esta
centrifugacién permite la separacion de las dos fases quedando el
cloroformo isoamilico en la parte inferior y el DNA en la superior,
separados por una fina capa que contiene los restos de proteinas y
membranas. Se separa cuidadosamente la fase superior, evitando la capa
intermedia de proteinas y membranas, y se mezcla con 0,54 volimenes
de isopropanol a -20 °C. Se mezcla cuidadosamente, por inversiéon
durante un minuto, tras lo que se observa el precipitado fibroso del
DNA. A continuacién se elimina todo el sobrenadante y se lava la fibra
de DNA, entre tres y cinco veces, con etanol del 70 % a -20 °C. En el
ultimo lavado, se elimina el etanol completamente mediante secado al
aire y se resuspende el DNA en 100 pl de agua ultra pura (Sigma-Aldrich,
Madrid) durante toda la noche a 4 °C.

3.2 A partir de muestras de alimentos.
En todos los casos, previamente a la extracciéon del DNA, las
alicuotas de 1 ml procedentes de muestras inoculadas y de

contaminacién natural, se centrifugaron 3 minutos a 13.000 rpm. Tras
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eliminar el sobrenadante, el sedimento se resuspendié en 500 pl de
tampo6n TE para su lavado con el fin de eliminar los restos de la matriz
del alimento y del medio de cultivo, centrifugindose de nuevo para
eliminar completamente el sobrenadante. A continuacién se llevé a cabo
la extraccion de DNA de las células sedimentadas. En el caso de las
muestras de contaminacién natural se utilizé el método DNeasy Tissue
Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). Para la extracciéon de DNA a partir de
las muestras de alimentos inoculadas artificialmente se compararon
cuatro métodos comerciales. En dos de ellos la extraccién se basa en un
tratamiento térmico por calor en presencia de una matriz que protege los
acidos nucleicos y en los otros dos, tras una extraccion fisica o
enzimatica, se emplean columnas de purificacién para la recuperacién del

DNA favoreciendo la eliminacién de posibles inhibidores.

3.2.1 Meétodos basados en tratamiento por calor

“PrepMan” Ultra (Applied Biosystems, Norwalk, CT, USA) e
“InstaGene Matrix” (BioRad, Hercules, California, USA). En ambos
casos la extraccién comienza con un calentamiento de la muestra hasta
100 °C en presencia de una matriz que protege los acidos nucleicos. Tras
el tratamiento a 100 °C, opcionalmente, se realiza una purificacién de los
acidos nucleicos mediante precipitacién con acetato de sodio 3 M e
isopropanol y un lavado posterior con etanol al 70 %. A continuacién se
deja secar al aire para eliminar los restos de etanol. Finalmente se
resuspende el DNA en 100 ul de agua ultra pura (Sigma-Aldrich, Madrid)
y se mantiene a 4 °C durante 24 horas para permitir la disolucién del

DNA.
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3.2.2 Métodos basados en columnas de parificacion

“DNeasy Tissue Kit” (Qiagen, Hilden, Alemania) comienza con
dos tratamientos enzimaticos consecutivos para la rotura de las
membranas y la eliminacién de proteinas (lisozima o lisostafina y
proteinasa K). A continuacién, el lisado obtenido se introduce en la
columna de purificacién en presencia de etanol lo que facilita la unién
selectiva del DNA a la columna de intercambio i6nico.

“UltraClean Microbial DNA isolation kit” (MoBio, Catlsbad,
California, US) comienza con un tratamiento mecanico para la rotura de
las paredes y membranas celulares en presencia de particulas de silice y
tampo6n de lisis. Al lisado obtenido se le afiade un tampén con alta
concentracién de etanol y se introduce la mezcla en la columna lo que
permite la unién selectiva del DNA a la membrana de la columna.

En ambos casos, una vez que el DNA se encuentra ligado a la
columna, se procede al lavado de éste para la eliminacién de restos
celulares y restos de la matriz del alimento. Se realizan dos lavados con
tampones de elevada concentracién de etanol para evitar la elucién del
DNA. Tras los lavados, el DNA se eluye de la membrana con 100 pl de
agua ultra pura.

4.- Cuantificacion de acidos nucleicos
4.1 Espectrofotometria

Para estimar la concentracién y la pureza del DNA extraido, se
utiliz6 un espectrofotémetro (GeneQuant RNA/DNA calculador,

Pharmacia Biotech, Barcelona) y una cubeta de cuarzo Suprasil® de 500
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pl (Hellma, Badalona). Se realizaron diluciones 1:100 en agua bidestilada
MilliQ) midiéndose la absorbancia a 230, 260 y 280 nm. Se estimé la
concentracion de DNA, asumiendo que una unidad de absorbancia a 260

nm, en una cubeta de paso de luz de 1 cm, equivale a una concentracién

aproximada de 50 pg/ml. La pureza de la muestra viene dada por el
cociente de las absorbancias a 260 y 280 nm, siendo éptima cuando
dichos valores son mayores o iguales a 1,8. Las desviaciones de este valor
son indicativas de la presencia de impurezas proteinicas. Asi mismo, una
elevada absorbancia a 230 nm puede indicar la presencia de impurezas ya
que esta longitud de onda esta cerca del maximo de absorbancia de las
uniones peptidicas y también puede indicar la contaminacién con Tris-
HCIl, EDTA u otras sales presentes en los tampones utilizados para la

extraccion.

4.2 Espectrofluorimetria

Con el fin de aumentar la precisiéon en la cuantificacién de DNA,
se utiliz6 el método fluorimétrico comercial “Fluorescent DNA
Quantitation Kit” y el espectrofluotimetro VersaFluor® (Bio-Rad). En
este caso, la cuantificacién se basa en la utilizacién del fluorocromo
bisBenzimida (Hoechst 33258) que presenta la capacidad de unirse
especificamente al surco menor del DNA de doble cadena,
preferentemente a las secuencias AT. Al unirse al DNA, el fluorocromo
cambia su conformacién y emite fluorescencia. La variacién de
fluorescencia se mide utilizando una longitud de onda de excitaciéon de

360 nm y una de emisiéon de 460 nm. Para la cuantificacién, en primer
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lugar se construye una recta patrén utilizando concentraciones conocidas
de DNA de timo de ternera. Dicha recta patrén se utilizarda para
interpolar los valores de fluorescencia obtenidos para las muestras
problema de DNA. Este sistema permite la cuantificacién del DNA de
doble cadena entre 10 ng/mly 5 pg/ml.

5. Cebadores y sondas
5.1 Seleccion de cebadores y sondas

Para la deteccién de los cuatro patégenos por PCR especifica se
realiz6 en primer lugar una busqueda bibliogrifica exhaustiva de los
cebadores previamente utilizados y como resultado:

a) Para Salmonella spp., se seleccionaron como primera
aproximacién los cebadores ttr4/ttr6 disefiados por Malotny e 4/,
(2004), dirigidos a la region #RSBCA del genoma de Salmonella spp.
localizada cerca de la isla de patogenicidad 2 y que codifica para los genes
necesarios para la respiracién con tetrationato. Como segunda
aproximacién se ensayaron los cebadores descritos por Hootfar et a4/,
(2000) que amplifican un fragmento de 119 pb del gen .4 de Salmonella.

b) En el caso de L. monocytogenes, se seleccionaron los cebadores
descritos por Rodriguez-Lazaro et al, (2004) que amplifican un
fragmento de 64 pb del gen bl de L. monocytogenes.

c) Para E. c/i O157 se seleccionaron los cebadores y la sonda
dirigidos al gen #dA que codifica para la f-glucuronidasa disefiados por
Jinneman ez al., (2003). Este gen es comun a todos los serotipos de E.
coli, pero se ha descrito una mutacién en la posiciéon +93 en el serotipo

O157:H7. Para su uso en PCR convencional, asi como en RTi-PCR en
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modo SYBR Green se utilizé el cebador PT2 que cubre esta mutacién
(Yoshitomi e# 4/, 2006). Para la deteccion por RTi-PCR en modo
TaqMan, esta mutacién es reconocida por una sonda MGB que cubre la
posiciéon +93.

d) Para la deteccién especifica de S7a. auress se utilizaron los
cebadores y la sonda previamente descritos por nuestro grupo (Alarcén
et al., 2006). Estos cebadores delimitan un fragmento de 124 pb del gen
nue que codifica para una nucleasa termoestable.

Tras la seleccién bibliogrifica de los cebadores (Tabla 9), se
comprobd su especificidad mediante PCR convencional utilizando 14
cepas de referencia entre las que se incluyeron representantes de los
cuatro patégenos en estudio (Tabla 7). Posteriormente, la especificidad
de los cebadores se comprobé mediante RTi-PCR tanto en modo SYBR
Green, comprobando la Tm de los amplicones, como en modo
TagMan.

Todos los cebadores fueron sintetizados por Metabion

(Martinsried, Germany) y las sondas sintetizadas y marcadas por

AppliedBiosystems (Norwalk, CT, USA).

71



Tabla 9. Cebadores y sondas utilizados en este trabajo.

Microorganismo Cebador Secuencia del oligonucledéddo (5> V) Tamafio Posicion T3hibridacion Referencia
amplicon  en el gen (°O)
E. coli0157:H7 PT2  GCG AAA ACT GTG GAA TTG GG 132 230-250 63 Y oshitomi etal, 2006
uidAF  CAG TCT GGA TCG CGA AAA CTG 121 241-261 63 Jinneman ezal., 2003
uidAR  ACC AGA CGT TGC CCA CAT AAT T 383-362
uidAP  NED-ATT GAG CAG CGT TGG-NFQ3 266-286
E  monocytogenes hlyF CAT GGC ACC ACC AGC ATCT 64 113-131 63 Rodriguez-Lazaro et al.
hlyR  ATC CGC GTG TTT CTT TTC GA 157-177 2004a
hlyP  FAM-CGC CTG CAA GTC CTA AGA CGC CA-NFQ3 133-155
Salmonella spp. ttro CTC ACC AGG AGA TTA CAA CAT GG 94 4287-4309 65 Malorny et al., 2004
ttrd AGC TCA GAC CAA AAG TGA CCA TC 4359-4381
ttrP5  FAM-CAC CGA CGG CGA GAC CGA CTT T-NFQa 4336-4356
JHOL TCG TCA TTC CAT TAC CTA CC 119 167-186 55 Hoorfar etal, 2000
JHOR AAA CGT TGA AAA ACT GAG GA 234-285
JHOP FAM-TCT GGT TGA TTT CCT GAT CGC A-TAMRA 189-210
P1 TTA TTA GGA TCG CGC CAG GC 100 164-184 63 Este estudio
P3 GGA CCA CGA TCA CCG ATC A 245-264
OriP214 VIC-TCA ATG CGT TGG AAA GGA TCA CTA GCT GT- 213-242
NFQa
Sta. aureus F5 CGC TAC TAG TTG CTT AGT GTT AAC TTT AGT TG 124 342-373 60 Alarcon et al., 2006
R465 TGC ACT ATA TAC TGT TGG ATC TTC AGA A 438-465
NucP402 FAM-TGC ATC ACA AAC AGA TAA CGG CGT AAA 402-434

TAG AAG-NFQa

eNFQ: non-fluorecent quencher, silenciador oscuro



5.2 Diserio y especificidad de nuevos cebadores para Salmonella spp.

Para el desarrollo de la RTi-PCR muiltiple, se disefiaron nuevos
cebadores especificos de Salmonella spp. Para ello, se utiliz6 la secuencia
del origen de replicacion de Salmonella spp. procedente de Salmonella
typhimurium disponible en GeneBank (nimero de acceso J01808, Zyskind
y Smith, 1980). Partiendo de uno de los cebadores disefiados por
Widjojoatmodjo e a/ (1991), se utilizé el programa informatico Primer
Express, version 2.0, (Applied Biosystems Division, Perkin-Elmer Corp.,
California, USA) para disefiar una nueva combinacién de cebadores y
sonda TagMan que cumpliera las condiciones adecuadas para RTi-PCR.
El analisis de la especificidad de los nuevos cebadores y de la sonda, se
llevé a cabo en primer lugar ‘i silico” utlizando la base de datos del
NCBI y la herramienta de comparacién de secuencias BLAST
(bttp:www.nchi.nlm.nib.gov) e “in vitro” mediante amplificaciéon por PCR
convencional y por RTi-PCR en modo SYBR Green y TagMan. En

todos los casos, las reacciones se realizaron por triplicado para cada cepa.

6. PCR convencional

Las reacciones de PCR convencional se llevaron a cabo en 50 pl
de una solucién que contenia: tampén de PCR 1X (67 mM Tris-HCL,
pH 8,8; 16 mM (INH4)2SO4; 0,1% Tween-20), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
de una mezcla de dATP, dGTP, dCTP y dUTP, 5 uM de cada cebador,
0,5 U de Taq polimerasa (Bioron, Ludwigshafen, Alemania), 1 U de
UDG-glicosilasa (BioLabs, Ipswich, EUA) y 5 ul de la solucién de DNA.
En todos los casos se incluyé un control negativo de reaccién en las

mismas condiciones, pero sin DNA molde, y un control positivo con
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200 ng de DNA purificado del patégeno correspondiente. La reaccién de
amplificacién se llevé a cabo en un termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (PE Applied Biosystems, Norwalk, US) con el siguiente
programa térmico: un ciclo inicial de desnaturalizacién de 5 min a 94 °C,
seguido por 35 ciclos de 30 s a 94 °C (desnaturalizacién del DNA), 45 s a
la temperatura de hibridacién correspondiente para cada cebador (Tabla
9) y 45 s a 72 °C (extensién), y un ltimo ciclo de extensién de 5 min a
72 °C.

Tras la amplificacién, 15 pl de los productos de PCR se separaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,8 % en tampén TAE 0,5X
(40 mM Tris-acetato, pH 7,6 y 1 mM Na;EDTA) durante 30 minutos a
100 V. Se incluyé como marcador de peso molecular una escalera de 100
pb (Invitrogen, Carlsbad, California) para comprobar el tamafio del
amplicén. Los resultados se visualizaron mediante la tincién del DNA
por inmersién del gel en una solucién de bromuro de etidio en agua
destilada (5 mg/ml) durante 20 minutos y posterior iluminacién con luz
ultravioleta (UV) en un transiluminador (Spectroline, Westbury, USA).
La imagen se digitaliz6 mediante el sistema de captacién de imagen

GelPrinter Plus, (TDI, Madrid).

7. PCR a tiempo real
7.1 SYBR Green 1

La amplificacién por RTi-PCR en modo SYBR Green se realizé
utilizando “SYBR® Green Core Reagents Kit” (Applied Biosystems,
Norwalk), que permite modificar la concentracién de los componentes.

Se utilizaron 200 uM de cada dATP, dCTP, dGTP, 400 uM de dUTPs,
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1X de tampén SYBR Green, 1 U de AmpliTaq Gold y 0,2 U de
Amperasa en un volumen final de 20 pl. Se ensayaron diferentes
concentraciones de MgCl, para E. co/i O157:H7 (3; 3,5; 4 y 4,5 mM) y
para Salmonella (2,5; 3,5 y 4,5 mM) y se mantuvieron las descritas para L.
monocytogenes y Sta anreus.

La reaccién de RTi-PCR se llevé a cabo en un equipo GeneAmp
5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems), formado por un
termociclador con bloque térmico peltier de 96 pocillos (GeneAmp®
PCR System 9600) junto a un sistema de deteccién fluorimétrica y
captacién de imagen CCD (GeneAmp® 5700 Electronics® y GeneAmp®
5700 Sequence Detector). Se utilizé el siguiente programa térmico: Un
ciclo inicial de 2 min a 50 °C para activar la Amperasa, un ciclo de
desnaturalizacién de 10 min a 95 °C (se activa la Taq Polimerasa) y 40
ciclos de 15 s de desnaturalizacién a 95 °C y 1 min a la temperatura de
hibridacién correspondiente a cada cebador (Tabla 9).

Se afiadi6 un programa térmico para el analisis de las curvas de
disociacién (T'm) de los amplicones que consiste en: un ciclo inicial de 15
s 2 95 °C, un segundo ciclo de 20 s a 60 °C, y un tercer ciclo en el que
tiene lugar un incremento paulatino de temperatura desde 60 a 95 °C, en
20 min. Este incremento de temperatura modifica la unién del
fluorocromo al DNA debido a la desnaturalizacién progresiva del DNA
de doble cadena. La temperatura a la cual la mitad de las moléculas de
DNA estin disociadas se conoce como Tm o temperatura de
disociacion. Esta temperatura es caracteristica de cada amplicén y nos
permite detectar la presencia de posibles amplicones inespecificos asi

como la formacién de dimeros de cebadores.
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7.2 TagMan

La amplificacién por RTi-PCR en modo TagMan se realiz6 en un
volumen final de 20 pl, utilizando el “TagMan® Core Reagents Kit”, y
las concentraciones de los distintos componentes previamente
establecidas para la RTi-PCR en modo SYBR Green junto con las
sondas correspondientes en las siguientes concentraciones: para E. cok
O157:H7, 25 nM de la sonda uidAP; para L. monocytogenes, 50 nM de la
sonda hlyP y para Stz auress, 100 nM de la sonda nucP402. Para
Salmonella se utilizaron las sondas ttrP a 250 nM y, la sonda JHOP que se
ensay6 a distintas concentraciones (100, 200 y 300 nM) con el fin de

optimizar las condiciones de reaccién.

7.3 Rectas patron para cuantificacion

Para cuantificar los patégenos en las muestras de alimentos, se
construyeron curvas patrén partiendo de: a) DNA total cuantificado
fluorimétricamente y b) suspensiones de células de cada uno de los

patégenos, cuantificadas por recuento en placa.

7.3.1 A partir de DNA

Se realizé la extraccion de DNA mediante DNeasy tissue kit
(Qiagen, Hilden, Alemania) a partir de 1 ml de un cultivo de 18 h de cada
uno de los patégenos. Tras cuantificar espectrofluorimétricamente, se
prepararon diluciones decimales seriadas para cubrir el rango entre 1y

106 equivalentes genémicos por reaccién. Las correspondencias entre
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DNA vy equivalentes genémicos se calcularon en base al tamafio

molecular del genoma publicado para cada una de las cepas (Tabla 10)

Tabla 10. Tamafio del genoma publicado para los patégenos en estudio.

Patégeno Tamafio genoma Referencia
E. /i O157:H7 5,6 fg Hayashi e 4/, (2001)
L. monocytogenes 24 fg Glaser et al., (2001)
Salmonella spp. 5fg McClelland e? 4/, (2001)
Sta. anrens 1,6 fg Hein ez 4/., (2001)

7.3.2 A partir de células

Partiendo de cultivos en fase logaritmica de cada uno de los
patégenos, se prepararon diluciones decimales seriadas en solucién salina
estéril. Se tomé 1 ml de cada dilucién y se centrifugé 3 minutos a 13.000
rpm. Tras eliminar el sobrenadante, se lavé el sedimento con tampén TE
para eliminar los restos del medio y se extrajo el DNA con el método
DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) eluyendo en 100 pl de
agua ultra pura (Sigma Aldrich, Madrid). Se tomaron 5 pl de este DNA
como molde para la reaccién de amplificacién. Paralelamente, se
realizaron recuentos en placas de TSA para estimar el numero de células
de partida.

Las rectas patrén para la cuantificacién se obtuvieron, en los dos
casos, representando grificamente los valores medios de Cr obtenidos
de tres replicados de cada dilucién en tres ensayos independientes, frente

a la cantidad de células o equivalentes genémicos utilizados en cada

reaccién de RTi-PCR.




7.4 PCR y RTi-PCR de muestras de alimentos

Para el analisis de alimentos por PCR y RTi-PCR se utilizaron 5
pl del DNA recuperado como se indica en al apartado 3.2 realizindose
las reacciones por triplicado. En cada andlisis se incluyé un control
positivo, con DNA purificado por el método de Pitcher ef o/, (1989) a
partir de un cultivo puro de las cepas E. wk O157:H7 CECT 4267, L.
monocytogenes CECT 40317, S. enterica ssp. enterica CECT 915Ty Sta. anreus
CECT 86T y un control negativo sin DNA. Como control externo de
amplificacién, se utilizé6 1 ng de DNA purificado del patégeno
correspondiente, afiadido al extracto de DNA obtenido a partir de la
muestra de alimento para asegurar la ausencia falsos negativos por

inhibicidén de la reaccidn.

8. Mini-VIDAS

El mini-VIDAS es la versién miniaturizada del sistema VIDAS.
Se trata de un inmunoensayo enzimatico que utiliza el método ELFA
(Enzyme Linked Fluorescent Assay) y se realiza de forma automatizada
en el inmuno-analizador VIDAS (Biomerieux, Vitek, Madrid). En este
trabajo se utilizaron los siguientes “kits” disponibles para los patégenos
en estudio: mini-VIDAS ECO (E. w/i O157:H7), mini-VIDAS LMO (L.
monocytogenes) y mini-VIDAS SLM (Salmonella spp).

En todos los casos se parte del homogeneizado enriquecido,
como se indica en el apartado 2.2, y se lleva a cabo el ensayo
inmunoenzimatico que consiste en una fase solida, similar a una punta de

pipeta, que contiene los anticuerpos. En ella se van mezclando los
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reactivos que se encuentran sellados en tiras de pocillos a las que se
afiade secuencialmente una alicuota del medio de cultivo enriquecido. El
patégeno correspondiente actia como antigeno y, cuando esta presente
en la muestra, se une a los anticuerpos de la fase sélida. A continuacién,
se toman en la pipeta los reactivos necesarios para la deteccién, que
incluyen un segundo anticuerpo unido al enzima fosfatasa alcalina que
también se une al antigeno. Durante el proceso, la fosfatasa alcalina
cataliza la hidrolisis del sustrato 4-metil-umbeliferol-fosfato emitiendo
fluorescencia al liberar fosfato 4-metil-umbelilferona. La muestra se
introduce en el inmunoanalizador VIDAS que mide la fluorescencia a
450 nm lo que constituye el resultado de la deteccién. Si el resultado de
la inmunodeteccién es positivo, se debe confirmar la presencia del
patégeno mediante aislamiento en medios selectivos, a partir del caldo de
enriquecimiento, y la identificacién de las colonias para dar el analisis
como positivo. Para E. o/ O157:H7 se utilizaron los medios CT-SMAC
y SMAC (Biokar, Madrid) donde las colonias tipicas presentan color
rojizo indicador de que no fermentan el sorbitol; para L. monocytogenes el
agar Palcam, agar Oxford o agar ALOA; para Salmonella spp. el agar XL.D
(Biolife, Milan, Italia) y el agar Enterico Hecktoen (Schatrlau, Barcelona).

9. Anilisis estadistico
9.1 Comparacion de los métodos de extraccion

Para la comparacién de los métodos de extraccion se realizé un
analisis de varianza de medidas repetitivas (ANOVA) considerando el
logaritmo neperiano del limite de deteccién establecido para cada

método. Ademas, se realiz6 el ajuste de Bonferroni para comparaciones
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multiples con el fin de determinar el efecto del patégeno y de la mattiz
vegetal en el método de extraccién, tanto independientemente como de
forma combinada. El nivel de significacién de establecié para P = 0,05.

Se utiliz6 el programa informatico SAS 9.1.

9.2. Comparacion de los resultados de PCR, RTi-PCR y mini-VIDAS

Los resultados obtenidos en los dos laboratorios se analizaron
estadisticamente para comprobar el grado de concordancia entre ellos.
Para ello, se utilizé el indice de concordancia kappa que determina hasta
que punto la concordancia observada es superior a la esperable por puro

azar. El indice de concordancia kappa se define como:

Po-Pe
1-Pe

k=

donde P, es la proporcién de concordancia observada (en tanto por 1) y
P. es la proporcién de concordancia esperada por puro azar. De este
modo, k = 1 indica una concordancia perfecta, k = 0 indica que la
concordancia obtenida es igual a la esperada por azar y si k<O el acuerdo
observado es menor al esperado. En funcién del valor del indice kappa
obtenido a partir de las comparaciones de los métodos, los resultados se

interpretan como se indica en la Tabla 11.
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Tabla 11. Grado de acuerdo en funcién del valor obtenido para el indice

kappa.

kappa grado de acuerdo

<0 sin acuerdo
0-0,2 insignificante
0,2-0,4 bajo
0,4-0,6 moderado
0,6-0,8 bueno
0,8-1 muy bueno

Una vez determinado el grado de acuerdo entre los laboratorios,
se establecié la validez de las pruebas diagnésticas comparadas. Para ello
se determind la validez de cada una de ellas, lo que engloba sensibilidad y
especificidad definiéndose “sensibilidad” como la proporcién de
verdaderos positivos que se detectan correctamente y “especificidad”
como la proporcién de verdaderos negativos detectados correctamente
(Altman y Bland, 1994a). Ademas, para valorar una prueba diagnéstica,
es necesario establecer la probabilidad de que cada metodologia ofrezca
el diagnéstico correcto. Para ello se calculan los valores predictivos
positivos y negativos (VPP y VPN). Estos valores indican la proporciéon
de muestras contaminadas y no contaminadas, respectivamente, que se

diagnostican correctamente (Altman y Bland, 1994b).

9.3 Comparacion de los valores de cuantificacion
Los valores de cuantificacién por RTi-PCR obtenidos en ambos
laboratorios respecto a la curva patron de DNA, se compararon

estadisticamente mediante el contraste no paramétrico de Wilcoxon para
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muestras apareadas. El nivel de significacién se establecié en P = 0,05

utilizando el programa informatico SPSS 17.0.
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IV. RESULTADOS






1. Comparacion de los métodos de extraccion

1.1 Sensibilidad de los métodos ensayados

La comparaciéon de los cuatro métodos de extraccion de DNA
ensayados en este estudio se realizd6 en base a su eficiencia en la
recuperacion de DNA, a partir de las muestras de vegetales inoculadas,
asi como en la adecuacion de este DN A para su posterior amplificacién
por PCR. Para ello, se llevd a cabo la extraccidon a partir de tres matrices
(brocoli, cebolla y pimiento verde) previamente inoculadas con
diluciones decimales seriadas de cultivos puros de E. coli 0157:H7
CECT 4267, L. monocytogenes CECT 4031T, S. entérica ssp. entérica CECT
915Ty Sta. aureus CECT 86T, por separado, cubriendo el rango entre 1y
108 ufe/g. Para facilitar la comparacion, el DNA se recuperd en todos
los casos en un volumen final de 100 pl de agua ultra pura y se analizaron
5 pl en la reaccion de PCR. Los productos de amplificacion por PCR
convencional especifica con los cebadores PT2/uidAR para E. coli
0157:H7; R465/F5 para Sta. aureus\ JHOL/JHOR para S. entérica ssp.
entérica' y hlyF/hlyR para E. monocytogenes se detectaron por electroforesis
(Figura 7).

io6 io5 io4 103 102 10 i

Figura 7. Productos de PCR correspondientes a las distintas concentraciones
de Salmonella (en ufe/g), inoculada en brocoli, tras la extraccion con DNeasy
Tissue Kit.
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El nivel de sensibilidad se establecié considerando la dilucién mas
alta para la que se obtenia un resultado positivo por PCR. El anilisis se
comenzé a partir de la alicuota mas concentrada y se continud con las
menos concentradas hasta obtener resultado negativo en la
amplificacién. A partir del primer resultado negativo, se analizaron al
menos tres alicuotas mas, en orden descendente de concentracién para
asegurar el resultado. En la Tabla 12 se muestran los resultados de los
ensayos de sensibilidad realizados en las tres matrices, por PCR

convencional, para cada uno de los cuatro patégenos.

Tabla 12. Valores de sensibilidad (ufc/g) obtenidos por PCR especifica en
vegetales inoculados artificialmente tras la extracciéon de DNA por los cuatro
métodos

Salmonella L. E. coli Sta.

spp. monocytogenes 0157:H7 aureus

s U 10° 10° 10° 10’
g,D 10 10° 10° 108
EEP 10° 10° 10° -
S 10° 10° 10* 10°
U 10° 10° 10° 10

2 D 10° 10° 10° 10*
S P 10° 10° 10° -
! 108 10° 10° 10°
U 10° 107 10* 10°

5 D 10° 10° 10* 10*
4 P 108 10° 10° 10°
O 1 10° 10 10° 10°

U, UltraClean Microbial DNA isolation kit (MoBio); D, DNeasy Tissue Kit (Qiagen); P,
PrepMan Ultra (Applied Biosystems); I, InstaGene Matrix (BioRad).

Para E. o/ 0157:H7, con DNeasy Tissue Kit se consiguié la

mejor sensibilidad detectindose hasta 102, 103 y 104 ufc/g en pimiento
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verde, brécoli y cebolla, respectivamente. Sélo UltraClean Microbial
DNA igualé el resultado, en el caso de la cebolla, mientras que los otros
dos métodos rindieron niveles de detecciéon mas altos (104 y 109).

En el caso de L. monocytogenes, los valores de detecciéon fueron
ligeramente mas altos que los obtenidos para E. w/i O157:H7 con todos
los métodos ensayados. Los cuatro métodos se comportaron igual en
pimiento verde y brdcoli, siendo DNeasy Tissue Kit y PrepMan Ultra los
que rindieron mejores resultados permitiendo la deteccién como minimo
de 105 ufc/g. En cebolla, el DNeasy Tissue Kit presenté mayor
rendimiento, detectindose desde 105 ufc/g mientras que con los otros
tres métodos se detectaron 106 6 107 ufc/g.

Para §. enterica ssp. enterica, el mejor nivel de sensibilidad se obtuvo
también utilizando DNeasy Tissue Kit, en las tres matrices ensayadas,
con valores de deteccién de 10 ufc/g en pimiento verde y de 103 ufc/g,
tanto en cebolla como en brécoli. El PrepMan Ultra permitié la
amplificacién de hasta 103 ufc/g en pimiento verde, pero el nivel de
deteccién en cebolla y brécoli fue de 106 ufc/g, igualando al resto de
métodos ensayados en las diferentes matrices siendo, al menos tres
6rdenes logaritmicos menos sensibles que el DNeasy Tissue Kit.

Pata Sta. aureus, l]a mayor sensibilidad fue de 10* ufc/g utilizando
DNeasy Tissue Kit, en brécoli y cebolla. Este valor se igualé con
UltraClean Microbial DNA en brécoli. Con PrepMan Ultra a partir de
pimiento verde y brécoli, no se obtuvo amplificacién para ninguna de las
concentraciones ensayadas mientras que si lo hizo en cebolla con una
sensibilidad de 106 ufc/g. Para confirmar este resultado, se repitié el

proceso de inoculacién de S7a. aurens en pimiento verde y cebolla. Tras
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realizar una nueva extraccién, mediante los cuatro métodos, se
observaron resultados idénticos a los obtenidos en la primera
inoculacién. El control externo de amplificacién, al que se le afiadié 1 ng
de DNA purificado, presentaba el amplicon esperado por lo que se
descartd la presencia de inhibidores de la reaccién. Asi pues, mediante
PrepMan Ultra a partir de brécoli y pimiento verde no se obtuvo DNA o

éste no era adecuado para la PCR.

1.2 Andlisis estadistico

La comparacién de los cuatro métodos de extracciéon ensayados se
realiz6 en base a sus limites de deteccién. Para garantizar la validez del
andlisis estadistico, no se tuvieron en cuenta los resultados de Sta. aureus
ya que no se obtuvo amplificacién, para este patgeno, con uno de los
métodos ensayados (PrepMan). Para el anilisis estadistico, se expresaron
los limites de deteccién como el logaritmo neperiano de la concentracién
y se calculé la media de estos logaritmos, en primer lugar, teniendo en
cuenta los limites de deteccién para cada patégeno en todas las matrices
¥, en segundo lugar, considerando los limites para los tres patégenos en
cada matriz vegetal ensayada. Los resultados se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Valores medios del logatitmo nepetiano del limite de deteccién
mostrado por los cuatro métodos de extraccién en funcién de I) patégeno y II)
matriz vegetal.

1) Patégenob: ¢

Métodos Salmonella L. E. coli O157:H7
monocytogenes
3] 14.6699 14.8078 10,2325
D 6,2271 11,8277 71624
P 12,3673 12,5952 11,0000
I 13.9023 14.8978 11,7675
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Tabla 13. (continuacién)

IT) Matriz vegetald
Método? Pimiento verde Brécoli Cebolla
U 13,5226 12,7550 13,5226
D 6,6148 8,9174 9,6849
P 8,9174 13,5226 13,5226
I 12,7550 13,5226 14,2901

a U, UltraClean Microbial DNA isolation kit (MoBio); D, DNeasy Tissue Kit (Qiagen); P,
PrepMan Ultra (Applied Biosystems); I, InstaGene Mattix (BioRad).

bCepas utilizadas en los ensayos de inoculacién: E. coi O157:H7 CECT 4267, S. enterica
ssp. enterica CECT 915Ty L. monocytogenes CECT 4031T.

“Media de los valores del limite de deteccion pata cada patégeno, en todas las matrices.
dMedia de los valores del limite de deteccién para cada matriz, en todos los patégenos.

El analisis de varianza de medidas repetitivas (ANOVA), realizado
sobre las medias, revel6 diferencias significativas entre los cuatro
métodos con un valor de P = 0,002. Para profundizar en el anilisis, se
estudiaron independientemente los efectos del patégeno y de la matriz
vegetal sobre el método de extracciéon. En el primer caso, el valor de P =
0,0157 indica que el patégeno tiene un efecto significativo sobre la
eficiencia mostrada por el método de extracciéon. En el caso de la matriz
el valor de P = 0,0554, podtia también considerarse significativo
(cercano a 0,05). Cuando se analiza la combinacién de los efectos del
método de extraccién y la matriz vegetal no se observan diferencias
significativas entre los patégenos (P = 0,2489). Cuando se combinan el
método de extraccién y el patégeno, no hay diferencias significativas en
cuanto a la matriz vegetal (P = 0,1083). Al comparar los métodos entre
s1, considerando los efectos de las matrices y los patégenos combinados
(Tabla 14), se observa que los métodos Ultra Clean e InstaGene no
mostraron diferencias significativas; InstaGene mostré los mismos

resultados que PrepMan y las diferencias entre este tltimo y Ultra Clean
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tampoco fueron significativas. Sin embargo, DNeasy Tissue Kit muestra
diferencias significativas con cada uno de los otros tres métodos. El valor
mas bajo de las medias de los logaritmos neperianos de los limites de
detecciéon en todos los casos, corresponde a DNeasy Tissue kit (Tabla
13), es decir, es el método que permite niveles de deteccién
significativamente mas bajos. Ademas, aunque no se incluyé en el analisis
estadistico, el DNeasy Tissue Kit fue el que rindi6 un mejor nivel de
detecciéon para S7a. aureus, en dos de las tres matrices ensayadas. Por lo
tanto, se consideré el mejor método para la extraccién de DNA de los

cuatro patégenos en las tres matrices ensayadas.

Tabla 14. Valores de P para la comparacién de los cuatro métodos
considerando los efectos de la matriz y de los patégenos de forma conjunta.

U- D P I
U -

D 0004 -

P 0594 005> -

I 1 0026 0915 -

aU, UltraClean Microbial DNA isolation kit (MoBio); D, DNeasy Tissue Kit (Qiagen); P,
PrepMan Ultra (Applied Biosystems); I, InstaGene Matrix (BioRad).bValores significativos

1.3 Tiempo y coste del andlisis

Considerando el tiempo y la manipulacién necesatia para la
preparaciéon de la muestra de DNA, los dos métodos basados en calor
ensayados en este trabajo (PrepMan Ultra e InstaGene Matrix) son los
que resultan mas sencillos de manipular y el proceso requiere menos de

una hora en ambos casos, incluyendo el paso opcional de purificacién de
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los acidos nucleicos. En cuanto a los otros dos, el DNeasy Tissue Kit
consta de varios pasos de lisis y lavado por lo que requiere mas
manipulacién alargandose el proéeso altededor de 1 hora y 30 minutos.
Respecto al UltraClean Microbial DNA extraction kit consta de un
mayor nimero de pasos de lisis y lavado del DNA, completindose en 2
horas. Ademas, este método requiere agitacién horizontal para el paso
inicial de lisis mecanica siendo necesario disponer de un vortex
horizontal o en su defecto, adaptar el vortex para mantener los tubos
horizontales lo que dificulta ligeramente el proceso.

En cuanto al coste econémico, InstaGene Matrix es el mas barato
seguido de PrepMan Ultra, Ultra Clean y finalmente, el DNeasy Tissue

Kit que aproximadamente duplica en precio a los anteriores.
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2. Aplicacion de la RTi-PCR para la deteccion de patogenos en
alimentos

2.1 Especificidad de los cebadores

Mediante PCR  convencional los cebadores seleccionados
amplificaron Unicamente en las cepas de la especie para la que fueron
disefiados, excepto en el caso de los cebadores ttr4/ttré de Salmonella
spp. que también amplificaron en las cuatro cepas de E. coli ensayadas.
Esta falta de especificidad también se manifestaba al ensayarlos por RTi-
PCR en modo SYBR Green.

Para E. coli 0157:H7 se mantuvieron las condiciones descritas para
RTi-PCR por Jinneman ef al., (2003), 250 nM de cada cebador y 3,5 mM
de MgCh. En modo SYBR Green, el andlisis de disociacion mostraba un
unico pico para E. coli0157:H7 con una Tm de 83,5 °C. Pero también se
observd amplificacion para Salmonella spp. con una Tm de 82,5 °C
(Figura 8) por lo que en estas condiciones la reaccion no permitia la

deteccion especifica ni la cuantificacién de E. coli OIbI\E .
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Figura 8. Analisis de disociacion de los amplicones generados por RTi-PCR
en modo SYBR Green, con los cebadores uidAF/uidAR correspondiente a
Salmonella y E. coli OI 57:H7.
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Para garantizar la especificidad de la RTi-PCR en modo SYBR Green
se utilizé la aproximacién descrita posteriormente por el mismo grupo
(Yoshitomi ef 4., 2006). Consiste en mantener el cebador uidAR
(reverso) y sustituir el directo (uidAF) por un nuevo cebador (PT2)
desplazado ligeramente en la secuencia del gen cubriendo la posicién
+93 que es especifica del serotipo O157:H7. Utilizando estos cebadores,
con las mismas condiciones de PCR descritas para la combinacién
uidAF/R, se obtuvo una reaccién especifica para la que el Gnico pico de
amplificacién fue el de E. co/s O157:H7 con una Tm = 83,3 °C.

La especificidad se ensayé6 a continuacién en modo TagMan,
utilizando la sonda y las condiciones de reaccién descritas por Jinneman
et al., (2003). En este caso la sonda cubre la posicién +93 y la reaccion
demostré ser especifica ya que sélo la cepa de E. /i del serotipo
O157:H7 presentd sefial de fluorescencia. Sin embargo, los valores de Cr
obtenidos en estas condiciones fueron muy altos (C1=37) en todas los
cepas, lo que indicaba una baja eficiencia de reaccién y un nivel de
deteccion de unas 100 céls/reaccion. Para tratar de mejorar el
rendimiento de la reaccién se ensayaron concentraciones crecientes de
MgCl,, manteniendo la concentracién de la sonda en 25 nM y utilizando
10 ng de DNA de todas las cepas de E. coli y Salmonella. Se incluyeron
distintos serotipos para asegurar que el incremento en MgClz no causaba

una pérdida en la especificidad de la reaccién (Tabla 15).
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Tabla 15. Valores de CTobtenidos por RTi-PCR en modo TagMan con los
cebadores uidAF/uidAR y la sonda uidAP especificos para E. coli0157:H7, en
presencia de distintas concentraciones de MgCI2

Especie 3 mM 3,5 mM 4mM 4,5 mM

E. coli0157:H7 CECT 4267 20,67 19 18,6 17,9
CECT 515T 40 40 36,8 26
CECT 4456 40 40 40 40
CECT 533 40 40 40 40

S. enterica spp. entéerica CECT 915T 39,9 39,5 26,6 18,3
CECT 409 40 40 40 40
CECT 443 40 40 40 40
CECT 456 40 40 40 40

CT = 40 indica resultado negativo

A la vista de los resultados, se consider6 que 3,5 mM era la
concentracién Optima de MgCh para esta reacciéon, dado que no se
obtiene sefial en el caso de E. coli CECT 515T (no enterotoxigénico). Se
observo, un valor de Ct de 39,5 (cercano a 40, considerado como
negativo) para Salmonella correspondiente a 10 ng de DNA. Para
garantizar que la amplificaciéon obtenida para Salmonella, no interferiria
con la deteccion y cuantificacion de E. coli 0157:H7, se ensayaron
cantidades inferiores de DNA (I ng, 100 pg y 10 pg) asi como un
numero mayor de cepas de Salmonella (Tabla 7) y se observé que no se
obtenia senal para ninguna de las cepas de Salmonella ni para las cepas de
E. colide otros serotipos.

En el caso de Salmonella, utilizando los cebadores ttr4/ttr6, mediante
RTi-PCR con SYBR Green, se observé un unico pico en la curva de
disociacién de las cepas ensayadas cuya Tm era de 81 °C confirmando lo
descrito por los autores, lo que indica la presencia de un solo amplicon.
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Sin embargo, en las tres cepas de E. coli ensayadas, aparecia un amplicon
con una Tm de 74 °C y otro mas pequefio una Tm de 81 °C

correspondiente a Salmonella (81 °C) (Figura 9).

Curva de disociacion

E.coh OI57:11 N —Salmonell rspp.

60 65 70 75 80 85 20 95
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Figura 9. Analisis de la curva de disociacion de los amplicones generados por
RTi-PCR en modo SYBR Green correspondiente a Salmonella spp. y E. coli
0157:H7 con los cebadores ttr4/ttro.

A continuacion se abordd la deteccion mediante RTi-PCR en modo
TagMan (combinando los cebadores y la sonda TagqMan). Esta
combinacion tampoco permitid diferenciar Salmonella spp. de E. coli ya
que para 100 pg de DNA molde, el valor medio de Ct era de 34 en las
tres cepas de E. coli ensayadas, frente a 28, en el caso de las cepas de
Salmonella spp. Esta diferencia en los Ct no es suficiente para garantizar
la especificidad de la reaccién y podria causar interferencias en la
cuantificacion de Salmonella spp. en las muestras de alimentos. Por todo
ello, se ensayd un nuevo par de cebadores, descritos por Hoorfar et al,
(2000), dirigidos al gen invA. Estos cebadores resultaron especificos por

PCR convencional y por RTi-PCR en modo SYBR Green,
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confirmandose mediante el analisis de la curva de disociaciéon la
presencia de un unico amplicén con Tm 79,5 °C para Salmonella spp. La
reaccién en modo TaqMan, utilizando las condiciones descritas por
Hootfar et 4/, (2000) de 2,5 mM MgClz, 300 nM cebadores y 100 nM
sonda, no rindié ninguna sefial de amplificacién por lo que para la
optimizacién se ensayaron nuevas combinaciones de concentracién de

sonda y de MgCl> que se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Valores de C; obtenidos pata S. enterica spp. enterica CECT 9157 por

RTi-PCR en modo TagMan con los cebadores JHOL/JHOR y la sonda JHOP,
a las distintas concentraciones de sonda y MgCl, ensayadas.

MgCl,
2,5mM 3,5 mM 4,5 mM
100nM 40 40 28,1
Sonda 200nM 40 40 27,7
300nM 40 nt nt

Cr = 40 indica resultado negativo, nt, combinacién no testada

Las combinaciones para las que se obtuvo sefial fueron las
correspondientes a 100 y 200 nM de sonda y 4,5 mM de MgCl, por lo
que se seleccionaron 100 nM de sonda para los posteriores analisis. Se
comprobé de nuevo la especificidad de los cebadotes y la sonda
utilizando 10 ng de DNA por reaccién (unas 106 células) de cada una de
las cepas de la Tabla 7. Se observé que para las distintas cepas de
Salmonella spp. los valores de Creran de 17,2 £ 0,2 y no presentaba sefial
para ninguna de las cepas de otros géneros. Por tanto, estas condiciones
permitirfan la deteccion especifica de Salmonella spp. asi como su

cuantificacion.
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En el caso de L. monocytegenes, se utilizaron 6 mM de MgClz, 50 nM de
cada cebador y 50 nM de la sonda hlyP siguiendo las condiciones
descritas por Rodriguez-Lazaro ef al., (2003). En modo SYBR Green la
curva de disociacién present6 un unico pico de Tm en 80,5 °C, para L.
monocytogenes que corresponde exactamente con el amplicon esperado, y
no aparecia ningun tipo de sefial en el resto de cepas. Se comprobé
también la especificidad y la eficiencia de la reaccién en modo TagMan,
con las cepas de referencia que aparecen en la Tabla 7, y sélo se observé
sefial en las pertenecientes a la especie L. monocytogenes, confirmandose la
especificidad del sistema.

Para Sta. anress se utilizaron las condiciones descritas previamente
(Alarcén ez al., 2006) que son: 4 mM de MgClz, 300 nM de cada cebador
y 100 nM de la sonda nucP402. En este caso, dado que el sistema habia
sido desarrollado por nuestro grupo, ya disponiamos de la informacién y

experiencia sobre su especificidad.

2.2 Sensibilidad de la RTi-PCR en muestras inoculadas

La sensibilidad de las reacciones de RTi-PCR se evalué en muestras
de pimiento verde inoculadas con los cuatro patdgenos,
independientemente, y en los que se realizé la extraccién mediante el
método DNeasy Tissue Kit. Se utlizé el sistema TagMan y las
condiciones establecidas como 6ptimas para cada patégeno. Para valorar
la sensibilidad se analizaron los valores de Cr obtenidos en cada caso.

Los resultados se muestran en la Tabla 17.
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Tabla 17. Valores de C; obtenidos para los DNA extraidos a partir de las
muestras de pimiento verde inoculadas artificialmente.

., E. coli O157:H7 L. monocytogenes
ufc/reaccién®
Cr Resultado C; Resultado
10? 293+0,1  + 32,1105 +
10 33,1+14 + 35410,7 +
1 38,4105 + 37,1£0,7 +
0,1 4010 - 4010 -
., Salmonella spp. Sta. anrens
ufc/reaccién®
C; Resultado C; Resultado
10 30,8+0,6 + 29,8105 +
10 341£25 + 34,1109 +
1 3510,3 + 37,308 +
0,1 4010 - 4010 -

aValores cotrespondientes a 1,29 x 104 ufc/g pata E. wk O157:H7; 1,37 x 104 ufc/g para
L. monocytogenes; 2,35 x 104 ufc/g para Salmonellay 3,2 x 104 ufc/g para Sta. aureus.

En los cuatro patdégenos ensayados se observé amplificacion a partir
de 1 cél/reaccién lo que corresponde a 102 céls/g de alimento. Este valor
se consideré como el limite de deteccion de las cuatro teacciones

ensayadas.

2.3 Curvas estindar de cuantificacion
Para abordar la cuantificacion de los cuatro patégenos en
muestras de alimentos, se construyeron curvas patrén partiendo por un
lado de DNA total, purificado mediante DNeasy Tissue Kit y
cuantificado fluorimétricamente y, por otro, a partir de diluciones
decimales seriadas de cultivos celulares de cada uno de los patégenos,

cuantificados por recuento en placa.
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Para la construccién de las curvas patrén se representaron los valores
medios de Cr en funcién del logaritmo de las concentraciones ensayadas.
A partir de estos datos se calcularon las rectas de regresién asociadas a
los puntos asi como el coeficiente de correlacién para cada una de ellas.
La Figura 10 muestra las rectas patrén obtenidas utilizando tanto el
modo SYBR Green como el TagMan, para el DNA purificado y las
suspensiones celulares, de los cuatro patégenos. Los valores de las
pendientes oscilaron entre -2,84 y -3,58, valores cercanos a -3,32,
considerado como el valor éptimo tedrico (Higuchi et @/, 1993). La
eficiencia de la reaccién segin la formula E=101/s -1 descrita por
Knutsson e a/, (2002) calculada a partir de los valores de la pendiente
(s), oscila entre 1,24 y 0,9. Los valores del coeficiente de correlacion
confirman la linealidad de la reaccién ya que fueron del 99 % en la
mayoria de los casos. Sélo para E. coi O157:H7 fueron ligeramente
inferiores (96-97 %).

El limite de deteccién para E. o/ O157:H7 se establecié en 1
equivalente genémico (eg) 6 10 células/reaccién. En el caso de L.
monocytogenes, Salmonella y Sta. anrews aunque aparecia sefial a un nivel
inferior (10! eg/reaccién 6 1 cél/reaccién), los valores de Cr
correspondientes no se incluyeron en las rectas debido a que no se
obtuvo amplificacién para todas las réplicas y, ademas, al representar los
valores se perdia la linealidad. Considerando los rangos de concentracién
para los cuales existe una relacién lineal con el valor del Cr, se establecio
como limite de cuantificacién 1 eg/reaccién o 10 céls/reaccion, para los

cuatro patégenos.
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En la Tabla 18 se muestra la media de los valores de Cr para las
distintas concentraciones de DNA y de células, de los cuatro patégenos
obtenidos a partit de 12 réplicas procedentes de 4 ensayos
independientes.

Como se observa en la Figura 10, en el caso de Salmonella y Sta.
aurens en modo TagMan las rectas de regresion obtenidas a partir de
DNA y de suspensiones celulares coinciden perfectamente mientras que
para E. coli O157:H7 y L. monocytogenes, la recta de suspensiones celulares
se encuentra por encima de la de DNA, en todos los puntos. En modo
SYBR Gteen, estas diferencias se aprecian en todos los patégenos
excepto Salmonella. Los valores de Cr mas altos obtenidos en las
suspensiones celulares son esperables debido al paso de extraccién de
DNA al que son sometidas que sufren estas y que puede ocasionar

pérdidas que afecten al rendimiento.
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Tabla 18. Valores de CT obtenidos para las distintas concentraciones de A) DN A cuantificado y B) Suspensiones celulares calibradas

A

Eq.
gendmicos

105
104
103
102
10

1
B)

Células

107
106

105
104
103
102
10

Sombreados los valores que no se han incluido en el célculo de la recta patron

E. colio157:H7

SYBR

15,36+0,28
17,57+0,20
21,45+0,59
25,56+0,95
28,72+0,90
32,68+£0,97

™

20,3010,39
24,2910,28
27,2410,28
29,9510,77
33,2410,41
35,9410,40

E. coli0157:H7

SYBR

13,69+0,31
14,69+0,33
17,58+0,08
20,86+0,53
25,04+0,22
27,42+0,41
33,01<1,14

™

15,0910,15
18,8310,39
23,9010,34
29,4810,24
31,6610,40
33,6510,20
36,0010,66

L. monocytogenes

SYBR

16,9210,38
20,2210,54
23,6610,57
27,4810,71
31,4710,95
35,6111,01

™

17,8510,57
21,5710,77
25,4010,61
29,5210,19
32,6310,84
35,8710,27

E  monocytogenes

SYBR
14,7310,17
16,1610,10
19,9710,15
22,9710,22
26,3710,44
29,6510,33
33,4710,73

™
15,2310,08
19,3110,27
22,5110,40
27,4810,71
29,4310,41
33,2810,16
37,0710,66

Salmonella spp

SYBR

17,3810,20
21,2010,43
24,4210,91
29,7910,96
32,5110,99
35,4111,53

Salmonella spp.

SYBR

13,9910,34
18,0810,16
20,8910,59
23,4210,74
25,4510,57
28,0810,99
32,9310,41

™

20,1110,15
22,9710,69
27,0610,54
29,9910,64
32,8610,68
36,5910,72

™

15,9910,92
18,1310,15
21,7910,27
24,0410,99
26,7610,26
29,0810,14
33,5410,78

Sta. aureus
SYBR

16,8610,45
19,9610,29
23,5610,44
26,810,24

29,8810,39
33,4310,49

Sta. aureus
SYBR

14,5910,36
15,3910,13
18,3610,44
22,8310,41
26,5410,45
29,5010,43
32,5910,42

™

19,9010,22
21,8910,75
25,4010,45
30,2610,70
33,8110,66
36,6310,55

™

14,1510,06
15,6510,65
19,9310,26
22,9110,07
25,9710,20
29,0610,28
33,6811,81



TaqMan SYBR Green

yo= o3, 05w+ 344
E R2 = 0,97
=
v
—
()
. yo= o-3,07x ¢ 36,1 yo=o-355x 4+ 32,41
R2 = 0,99 R2 = 0,99
Log Co
yo= -850 4 4045 yo= -3, 09x 4 36,13
% R2 = 0,99 R2 = 0,99
X yo= -3, 64x ¢ 36,24 yo= 3880+ 35,78
R2 = 0,99 R2 = 0,99
Log Co Log Co
yo= -1, 84x + 35,55 yo= o294+ 3501
s, R2 = 0,99 R2= 0,99
&
3
3 Y= a3 00n ¢ 3648 Y= o-3,60n ¢ 36,04
R2= 0,99 R2 = 0,99
yo= -3,26x + 36,11 yo= -3, 23x o+ 35,75
R2= 0,99 R2= 0,98
3.55% + 36.86 Y= 330 x o+ 33,36
R2 = 0,99

Figura 10. Analisis de regresion para los valores de las rectas patron a partir de
DNA purificado (-—) y suspensiones celulares calibradas
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2.4 Andlisis de muestras de contaminacion natural por PCR, RT7-PCR y mini-
VIDAS

En este trabajo se han analizado un total de 316 muestras de
contaminacién natural que incluyen distintos tipos de lechugas y
ensaladas (104), verduras y hortalizas (94), especias (50), carnes y
derivados (16), pescados (14), aguas y suelos (12), postres (7), y otros
(19). De ellas, 113 se analizaron para la presencia de E. cok O157:H7, 188
para L. monocytogenes, 246 para Salmonella'y 85 para Sta. aurens. Siguiendo el
esquema indicado en el punto 2.2 de la seccién Material y Métodos, se
realiz6 la deteccién directa por RTi-PCR antes del enriquecimiento (Lab1
y Lab2) y, tras el enriquecimiento, por PCR convencional (Lab1 y Lab2)
y mini-VIDAS (Lab1). Sin embargo, no todas las muestras pudieron ser
analizadas por todas las técnicas en estudio por lo que en el anilisis
estadistico sélo se incluyeron aquellas para las se disponia de los
resultados completos (66 para E. cos O157:H7, 99 para L. monocytogenes,
141 para Salmonella y 22 para Sta. auress). En el Anexo II se detallan los
resultados para aquellas muestras que resultaron positivas con alguna de
las técnicas ensayadas.

Para los calculos de sensibilidad, especificidad y capacidad
diagnéstica de la RTi-PCR y el mini-VIDAS se tomaron los valores de la
PCR convencional, tras enriquecimiento, como el “verdadero
diagnéstico”. El paso de cultivo previo a la PCR permite el crecimiento
de las células vivas respecto de las muertas reduciendo la posibilidad
tanto de falsos positivos como de falsos negativos debidos a su presencia
en niveles bajos. Se describen a continuacién los resultados obtenidos

para cada patdgeno.
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2.4.1 Escherichia coli O157:H7

Del total de 113 muestras analizadas para la presencia de E. cw/
O157:H7, 45 (40 %) resultaron positivas por PCR convencional tras el
enriquecimiento en el medio selectivo correspondiente. El analisis
estadistico se realiz6 con un total de 66 muestras que habian sido
analizadas por las tres técnicas. De éstas, 22 (33 %) resultaron positivas
por PCR convencional (Tabla 19).

Los valores del indice kappa obtenidos para la comparacién de la
PCR y la RTi-PCR en ambos laboratorios fueron 0,867 y 0,705 lo que
indica un grado de acuerdo muy bueno entre ambos. Sin embargo,
cuando se compararon los resultados de la PCR en el Labl y en el Lab2
con los del mini-VIDAS, los valores del indice kappa fueron 0,06 y
0,052, respectivamente, indicando que no hay acuerdo entre ellos. En la
Tabla 19 se muestran los resultados obtenidos mediante RTi-PCR en

ambos laboratorios y mediante mini-VIDAS en el CTC.

Tabla 19. Numero de muestras positivas para la presencia de E. e/ O157:H7
por RTi-PCR y mini-VIDAS

PCR convencional?

Mé¢étodo de diagnéstico Positivo _Negativo Total
Positivo 13 0 13
RTi-PCR (Labl) Negativo 9 44 53
Total 22 44 66
Positivo 13 0 13
RTi-PCR (Lab2) Negativo 9 44 53
Total 22 44 66
Positivo 1 0 1
mini-VIDAS (Lab1) Negativo 21 44 65
Total 22 44 66

aResultado considerado como verdadero diagnéstico.
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El analisis de la capacidad predictiva (Tabla 20) mostr6é que la RTi-
PCR tiene una especificidad del 100 %, una sensibilidad del 59 %, un
VPP del 100 % y un VPN del 83 %. Por su parte, el mini-VIDAS
presenta una especificidad del 100 % y una sensibilidad muy baja (4,55
%) en comparacién con la RTi-PCR. El VPP del mini-VIDAS es del 100
% al igual que la RTi-PCR pero su VPN es menor (67,69 %).

Tabla 20. Resultados del anilisis estadistico de los valores predictivos para la
deteccién de E. ¢/ O157:H7 obtenidos para RTi-PCR y mini-VIDAS.

Validez Seguridad
Método de Valor Valor
diagnéstico Sensibilidad Especificidad Predictivo Predictivo
Positivo Negativo

RTi-PCR 59,09 % 100 % 100 % 83,02 %
(Labl) (36,68-78,52)2 (90,00-99,79) (71,65-99,29) (69,70-91,48)
RTi-PCR 59,09 % 100 % 100 % 83,02 %
(Lab2) (36,68-78,52) (90,00-99,79) (71,65-99,29) (69,70-91,48)
mini-VIDAS 4,55 % 100 % 100 % 67,69 %
(Labl) (0,24-24,88) {(90,00-99,79) (5,46-89,22) (54,82-78,46)

2 Entre paréntesis se muestran los limites del intervalo de confianza al 95 %.

2.4.2 L. monocytogenes

Se analizaron un total de 188 muestras para la presencia de L.
monocytogenes de las cuales 47 (25 %) resultaron positivas por PCR
convencional. El anilisis estadistico se realiz6 con un total de 99
muestras. De ellas, 77 (22 %) resultaron positivas por PCR convencional
(Tabla 21).

Los valores del indice kappa para la comparacién de la PCR y la
RTi-PCR (0,792 y 0,776, respectivamente) demuestran un acuerdo bueno
entre ambos laboratorios. Sin embargo, cuando se comparan los
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resultados de la PCR en el Lab1 y el Lab2 con los obtenidos mediante el
mini-VIDAS, los wvalores del indice kappa son 0,531 y 0,341,
respectivamente, lo que indica, también en este caso, un acuerdo bajo o
moderado. En la Tabla 21 se muestran los resultados obtenidos mediante

RTi-PCR en ambos laboratorios y mediante mini-VIDAS en el Lab1.

Tabla 21. Nimero de muestras positivas para la presencia de L. monocytogenes
por RTi-PCR y mini-VIDAS.

PCR convencional2

Método de diagnostico Positivo _ Negativo Total
Positivo 19 0 19
RTi-PCR (Lab1) Negativo 3 77 80
Total 22 77 99
Positivo 16 1 17
RTi-PCR (Lab2) Negativo 6 76 82
Total 22 77 99
Positivo 12 6 18
mini-VIDAS (Lab1) Negativo 10 71 81
Total 22 77 99

*Resultado considerado como verdadero diagnéstico.

Respecto a la capacidad predictiva, los valores de sensibilidad y
especificidad (Tabla 22) indican que, aunque el grado de especificidad del
mini-VIDAS es muy alto (92,21 %), su sensibilidad es muy inferior a la
mostrada por la RTi-PCR (54,55 % frente al 72,73 %). Ademas, los
valores predictivos también son sensiblemente mis bajos para mini-
VIDAS que para la RTi-PCR lo que demuestra que esta tltima es mas

sensible y segura para la deteccién de L. monocytogenes en alimentos.
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Tabla 22. Resultados del anilisis estadistico de los valores predictivos para la
deteccion de L. monocytogenes obtenidos para RTi-PCR y mini-VIDAS LMO.

Validez Seguridad
Método de Valor Valor
diagnéstico ‘Sensibilidad Especificidad Predictivo Predictivo

Positivo Negativo

RTi-PCR 83,36 % 100 % 100 % 96,25 %
(Lab1) (64,04-6,41)2  (94,08-99,88) (79,08-99,52)  (88,68-99,03)
RTi-PCR 72,73 % 98,70 % 94,12 % 92,68 %
(Lab2) (49,56-88,39)  (91,99-99,93) (69,24-99,69)  (84,17-96,99)
mini-VIDAS 54,55 % 92,21 % 66,67 % 87,65 %
(Lab1) (32,67-74,93)  (83,21-96,79) (41,15-85,64)  (78,02-93,60)

* Entre paréntesis se muestran los limites del intervalo de confianza al 95 %.

2.4.3 Salmonella spp.

Se analizaron un total de 246 muestras de alimentos para la
presencia de Salmonella spp. de las cuales 54 (22 %) resultaron positivas
por PCR convencional. El analisis estadistico se realiz6 con un total de
141 muestras. De ellas, 106 (25 %) resultaron positivas por PCR
convencional (Tabla 23).

El indice kappa obtenido para los resultados de PCR y RTi-PCR
en ambos laboratorios fue 0,808 y 0,807, respectivamente, lo que de
nuevo corrobora un grado de acuerdo muy bueno entre ambos. También
en este caso, cuando se comparan los resultados de la PCR en el Lab1 y
en el Lab2 con los obtenidos mediante el mini-VIDAS, los valores del
indice kappa son 0,065 y 0,112, respectivamente, revelando la falta de

acuerdo entre ellos.
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Tabla 23. Numero de muestras positivas para la presencia de Salmonella spp.

por RTi-PCR y mini-VIDAS.
. S PCR convencional?

Método de diagnéstico Positivo Negativo Total
Positivo 28 0 28

RTi-PCR (Labl) Negativo 7 106 113
Total 35 106 141
Positivo 27 4 3

RTi-PCR (Lab2) Negativo 8 102 110
Total 35 106 141
Positivo 5 6 11

mini-VIDAS (Lab1) Negativo 30 100 130
Total 35 106 141

Resultado considerado como verdadero diagnéstico.

El analisis de la capacidad predictiva tanto de la RTi-PCR como
del mini-VIDAS (Tabla 24) de nuevo pone de manifiesto la elevada

especificidad de ambos sistemas y la menor sensibilidad del mini-VIDAS

14 %) siendo asi mismo sus valores predictivos (VPP y VPN), mas bajos
p y ]

que los obtenidos para RTi-PCR.

Tabla 24. Resultados del anilisis estadistico de los valores predictivos para la
deteccién de Salmonella spp. obtenidos para la RTi-PCR y mini-VIDAS.

Validez Seguridad

Método de Valor Valor

diagnéstico Sensibilidad  Especificidad Predictivo Predictivo
Positivo Negativo

RTi-PCR 80 % 100 % 100 % 93,81 %
(Labl) (62,54-90,94)*  (95,64-99,91) (84,98- 99,67) (87,20-97,26)
RTi-PCR 77,14 % 96,23 % 87,10 % 92,73 %
(Lab2) (59,45-88,96)  (90,06-98,78) (69,24-95,78) (85,74-96,58)
mini-VIDAS 14,29 % 94,34 % 45,45 % 76,92 %
(Labl) (5,38-31,04) (87,59-97,68) (18,14-75,44) (68,56-83,66)

aEntre paréntesis se muestran los limites del intervalo de confianza al 95 %.
p
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2.4.4 Staphylococcus anreus

La deteccion de Sta. anreus se realiz6 mediante PCR convencional
tras enriquecimiento en ambos laboratorios, por RTi-PCR en el Lab2 y
por el método tradicional de cultivo en el Labl. En la Tabla 25 se
muestran los resultados de RTi-PCR en el Lab2 y del método de cultivo
en el Labl. Del total de 85 muestras analizadas la presencia de S7a. anreus,
19 (22 %) fueron positivas por PCR convencional. En el anilisis
estadistico se consideraron 22 muestras de las cuales 12 (54 %) fueron
positivas por PCR convencional y se obtuvo un valor de k = 0.459, es
decir, un grado de acuerdo moderado entre los resultados por PCR
convencional en ambos laboratorios. Sin embargo, los resultados de la
RTi-PCR, de los que sélo se dispone para el Lab2, concuerdan con los
del método de cultivo con un valor de k = 0.697 lo que indica que en

este caso los resultados tienen una concordancia buena

Tabla 25. Numero de muestras positivas para la presencia de Sta. aurens por
RTi-PCR (Lab2) y por el método de cultivo (Lab1).

PCR convencional?

Método de diagnéstico Positivo Negativo Total
Positivo 8 0 8

RTi-PCR (Lab2) Negativo 4 10 14
Total 12 10 22
Positivo 6 1 7

Cultivo (Lab1) Negativo 6 9 15
Total 12 10 22

“Resultado considerado como verdadero diagnéstico

Tras el analisis de la capacidad predictiva, se observa que la

especificidad de la RTi-PCR es mayor que la del método tradicional de
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cultivo siendo también elevado el VPP (Tabla 26). Cabe destacar que el
procedimiento de cultivo lleva a dar como resultado la presencia de
Staphylococos coagulasa positivos, entre ellos S#a. auress o que explicaria
valores de sensibilidad y VPP elevados e incluso mayores que los

obtenidos por mini-VIDAS para otros patégenos.

Tabla 26. Resultados del analisis estadistico de los valores predictivos para la
deteccién de Sta. aurens obtenidos para la RTi-PCR (Lab2) y para el método de
cultivo (Lab1).

Validez Seguridad
Método de Valor Valor
diagnéstico Sensibilidad Especificidad Predictivo Predictivo
Positivo Negativo
RTi-PCR 66,67% 100,00 % 100 % 71.43 %
(Lab2) (35,44-88,73)  (65,55-99,08) (59,77-98,84) (42,00-90,42)
Cultivo 50,00 % 90,00 % 85,71 % 60.00 %
~(Labl) (22,29-77,71)  (54,11-99,48) (42,01-99,25) (32,89-82,54)

aEntre paréntesis se muestran los limites del intervalo de confianza al 95 %.

2.4.5 Andlisis global

La evaluacién de la RTi-PCR como técnica diagndstica para el
analisis de alimentos se realiz6 en base a los resultados globales
obtenidos para E. coli O157:H7, L. monocytogenes y Salmonella spp. (Tabla
27), y su comparacién con el mini-VIDAS, procedimiento adoptado por
la AOAC. Ambas técnicas mostraron una especificidad muy alta (94, 71
y 100 % para mini-VIDAS y RTi-PCR, respectivamente). Sin embargo, la
RTi-PCR tiene una mayor sensibilidad y sus VPP y VPN son mas altos

que los mostrados por el mini-VIDAS.
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Tabla 27. Resultados del anilisis estadistico de los valores predictivos globales
para RTi-PCR y mini-VIDAS.

Validez Seguridad
Método de Valor Valor
diagnéstico Sensibilidad Especificidad Predictivo Predictivo
Positivo Negativo
RTi-PCR 75.95 % 100.00 % 100.00 % 92.28 %
(64,78-84,55)  (97,93-99,96) (92,50-99,85)  (88,01-95,16)

. . 22.78 % 94.71 % 60.00 % 77.90 %

mini-VIDAS

(14,41-33,85)  (90,72-97,11) (40,75-76,78)  (72.45-82,56)

2 Entre paréntesis se muestran los limites del intervalo de confianza al 95 %.

2.5 Cuantificacion de las muestras

En el Anexo II se detallan las muestras de alimentos de
contaminacién natural que han sido positivas por alguno de los métodos
utilizados asi como los valores de cuantificacién por RTi-PCR. El analisis
estadistico de los resultados de cuantificacién obtenidos en ambos
laboratorios, se realiz6 con las 66 muestras analizadas para E. cok
O157:H7 y las 141 de Salmonella spp. dado que no se disponia de los
datos del Lab1 para L. monocytogenes y Sta. anreus. El test de homogeneidad
de Wilcoxon permitié aceptar la “hipétesis nula de homogeneidad de
resultados” con un valor de P de 0,955 y 0,918 para E. cwk O157:H7 y
Salmonella spp., respectivamente. Esto indica que no existen diferencias
significativas entre la cuantificacién obtenida en ambos laboratotios. Al
realizar el analisis conjunto de los resultados obtenidos para los dos
patégenos, se obtuvo un valor de P = 0,952, demostrando la
reproducibilidad de la técnica.

Para estimar los niveles en que se encuentran cada uno de los

patégenos de modo natural en alimentos se han considerado los datos
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obtenidos en el Lab2 (Anexo II) que incluyen un total de 136 muestras
positivas por PCR convencional. De ellas, 67 % fueron positivas por
RTi-PCR directa, sin enriquecimiento, y se cuantificaron respecto a las
curvas patréon de DNA. En la Tabla 28 aparecen los resultados de
cuantificacién por RTi-PCR de los cuatro patégenos en alimentos de

contaminacion natural.

Tabla 28. Niveles de cuantificacién de los cuatro patégenos en muestras de
alimentos de contaminacién natural.

Nivel de E. coli L. Salmonella Sta. aureus
cuantificacion O157:H7 monocytogenes  spp. (14)
(ufc/g) (40)* (35) 47

<10° 19 (47,5%) 8 (23 %) 14 (30 %) 4 (29 %)
10 5(12,5%) 10 (28 %) 7(15%) 10 (71 %)
102 5(125%) 15 (43 %) 7(15%) -

103 7(175%) 26 %) 15 (32 %) -

104 3(7,5%) - 4(8%) -

106 125%) - : _

aNumero de muestras analizadas por RTi-PCR.
bMuestras positivas por PCR convencional tras enriquecimiento y negativas por RTi-PCR.
Se asume que presentan niveles inferiores a 10 ufc/g y no son detectadas por RTi-PCR.

El 18 % de las muestras positivas para E. co/i O157:H7 y el 32 %
para Salmonella presentaban niveles de cuantificacién de 10% ufc/g. En
ambos casos, aunque en menor proporcién (8 %), se detectaron niveles
de 10* ufc/g y, sélo en una muestra de brécoli, 106 ufc/g de E. coli
O157:H7. Niveles inferiotes a 10 ufc/g, por debajo del nivel de
deteccion de la RTi-PCR, se observaron para E. cof O157:H7 en el 48 %
de las muestras y para Salmonella en el 30 %. En el caso de L.
monocytogenes, se observan niveles de 102 ufc/g en el 43 % de las muestras

mientras que niveles infetiores a 10 ufc/g en el 23 %. Aunque el nimero
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de muestras analizadas para Sta. aurens, comparativamente fue muy bajo,
cabe destacar su presencia en niveles de 10 ufc/g (71 %) o inferiores (29

%).

3. Desarrollo de una reaccion de RTi-PCR multiple para la
deteccion de E. coli O157:H7, Salmonella spp. y Sta. aureus en
alimentos

El disefio de la RTi-PCR multiple utilizando sondas marcadas,
esta limitado, entre otros aspectos, por las caracteristicas del equipo
utilizado. Considerando las caracteristicas del Abi Prism 7000 de que
disponiamos, que permite la lectura en tres canales, el disefio de la RTi-
PCR se limité a una reaccién multiple para la deteccién de tres
patégenos. Las primeras aproximaciones a la RTi-PCR multiple se
realizaron en modo SYBR Green probando combinaciones de los
cebadores utilizados hasta el momento. Se estableci6 63 °C como
temperatura de hibridacién para garantizar la especificidad de los
cebadores de E. coli O157:H7 y L. monocytogenes y se observo que a esta
temperatura, los cebadores especificos de Stz aurens funcionaban de
forma eficiente pero los de Salmonella no. Por otra parte, el anilisis de las
curvas de disociacién en este sistema no permitia diferenciar Salmonella
de L. monocytogenes. Otro punto a considerar fue el hecho de que, en caso
de que resultara necesario hacer un enriquecimiento de la muestra previo
a la deteccion por RTi-PCR, Salmonella, Sta aurens y E. coli O157:H7
pueden ser enriquecidos en APT como se demostré posteriormente,
mientras que L. monocytogenes tiene un crecimiento mas lento y requiere de

medios selectivos para su correcto desarrollo. Por todo ello, se opté por
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el desatrollo de una RTi-PCR multiple para Salmonella, Sta. anress y E. cols
O157:H7. Para ello fue necesario disefiar un nuevo par de cebadores
especificos de Salmonella que pudieran amplificar a 63 °C para mantener

la especificidad los demas cebadores.

3.1 Diserio de cebadores y sonda especificos para Salmonella spp.

Partiendo de la secuencia del origen de replicacién de Salmonella
spp., se obtuvieron distintas combinaciones de cebadores y sonda. Se
disefi6 un nuevo cebador (P3) y una sonda (OriP214) que junto al
cebador P1 (Widjojoatmodjo ez 4/, 1991) permitian su utilizacién en las
condiciones de la RTi-PCR miiltiple. Los cebadores seleccionados
amplifican un fragmento de 100 pb y fueron sintetizados por Metabion

(Martinsried, Alemania).

3.1.1 Comprobacion la especificidad
3.1.1.1 In stlico
La especificidad de la sonda (O1iP214) y el cebador (P3) disefiados en
este estudio se ensayaron en primer lugar “m siico” mediante la
herramienta BLAST de la base de datos del “National Center for
Biotechnology Information” (NCBI) observindose que tan sélo
presentaban homologia con las secuencias correspondientes a los
distintos serotipos de Salmonella.
3.1.1.2. In vitro
Una vez determinada la especificidad de los cebadores “in silico”, se
comprobéd la especificidad mediante PCR convencional. Para ello, se

utilizaron un total de 198 cepas incluyendo 114 Salmonella spp. (22 cepas
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de referencia y 92 aislados), 21 Usieria spp., 20 Staphylococcus spp., 11
Bacillus spp., 7 E. coli, 6 Aeromonas spp, 4 Vibrio spp, 5 P. aeruginosa (2
cepas de referencia y 3 aislados) y 1 Plesiomonas shigelloides. E1 amplicoén de
100 pb correspondiente, se obtuvo Unicamente en las cepas de Salmonella
spp- Ademas, la especificidad se ensayd por RTi-PCR en las 103 cepas de
referencia (22 cepas de Salmonella y 81 de otros géneros, Tabla 7) En
primer lugar utilizando el sistema SYBR-Green I, el andlisis de la curva
de disociacién mostré una temperatura de fusién (Tm) que oscila entre
80,1°C y 80,3 °C para las 22 cepas de referencia del género Salmonella
(Figura 11), mientras que no se produjo amplificacion en el resto de

cepas ensayadas.

Curva de disociacidon

Temperatura

Figura 11. Analisis de las curvas de disociacion de los amplificados obtenidos
para las 22 cepas de referencia de Salmonella spp.

Posteriormente, se comprobd la especificidad mediante el modo
TaqMan utilizando la sonda OriP214 disefiada en este estudio. La media

de los valores de Ct obtenidos en las cepas de Salmonella spp. fue 14,81 +
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0,52 y no se observo senal de amplificacion para ninguna de las cepas
ensayadas pertenecientes a otros géneros.
3.1.2 Sensibilidad de la RTi-PCR desarrolladapara la deteccion de Salmonella
Para determinar la sensibilidad de la nueva reacciéon disefiada en
este estudio, se construyeron curvas patron partiendo, por un lado, de
DNA total cuantificado fluorimétricamente y por otro, de diluciones
decimales seriadas de un cultivo de la cepa S. entérica ssp. entérica CECT
915T cuantificado por recuento en placa. En la Tabla 29 se muestran las
medias de los valores de Ct obtenidos a partir de 9 réplicas procedentes

de 3 ensayos independientes.

Tabla 29. Valores de CT obtenidos para las distintas concentraciones de DN A
y células de S. entérica subsp. entérica CECT 915T ensayadas en modo TagMan y
SYBR Green.

DNA Células
Concentracion3 (S}Sr{fe}; TaqMan (S}Sr(ii TaqM an
107 nd nd 14,97+0,52 15,4310,21
106 nd nd 17,3310,39 18,1010,61
105 17,11 £0,18 20,01 £0,55 19,9610,61 21,0210,69
104 20,34+0,94 22,43+0,64 22,5510,79 24,1110,37
103 23,74+1,08 25,87+0,43 24,5410,66 26,9610,97
102 26,49+1,09 29,40+0,64 27,0810,49 28,9610,27
10 29,84+0,67 32,27+0,85 31,6910,49 33,0810,79
1 33,67+0,89 35,23+0,85 35,9010,91 37,2811,05

aEg o céls/reaccion; nd, no determinado; sombreado, valores que no se incluyeron

en el calculo de la recta patron.

Las curvas estandar se construyeron representando el valor de CT en

funcion del logaritmo de la concentracién correspondiente.

Posteriormente, se calcularon las rectas de regresion asociadas a los
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puntos asi como el coeficiente de correlacion para cada una de ellas. La
Figura 12 muestra las rectas patrén obtenidas tanto en modo SYBR
Green como TaqMan, para el DNA purificado y las suspensiones
celulares.

Los valores de las pendientes oscilaron entre -2,65 y -3,58, valores
cercanos a -3,32, considerado como el valor 60ptimo teorico (Higuchi et
al, 1993). Por otro lado, la linealidad de las reacciones se confirmo6 con
los valores del coeficiente de correlaciéon que en todos los casos fueron

muy cercanos a 1.

TagM an SYBR Green
4)e
t y = -3,12x + 35,33 F* y = -3,26x + 33,35
R2= 0,99 2 \o R2 = 0,99
H S
u
p.\] |
y = -2,88x + 35,47 * Q Be Y = -2,65x + 33,19 Q 5
R2 = 0,99 '=0,99
D
Log Co Log Co

Figura 12. Analisis de regresion para los valores de las rectas patron a partir de
DNA purificado ( 9y suspensiones celulares calibradas

Con el fin de comprobar la eficiencia de los nuevos cebadores
para el andlisis de Salmonella spp. en alimentos, se analizaron un total de
15 muestras naturales y se compararon los resultados con los de los
cebadores JHOL/R. Como se observa en la Tabla 30, las 12 muestras
positivas para Salmonella spp., coinciden con ambos sistemas. No
obstante, los valores de Ct correspondientes al nuevo sistema

P1/P3/OriP, son ligeramente inferiores dando valores de cuantificacion
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del mismo orden logaritmico en 10 de las muestras y de dos 6rdenes
logaritmicos superiores en las otras dos muestras restantes. Estos
resultados sugieren un rendimiento igual o incluso mejor de la nueva

reaccion disefiada en este estudio.

Tabla 30. Deteccién de Salmonella spp. en muestras naturales analizadas
mediante RTi-PCR en modo TagMan con los cebadores P1/P3 y la sonda
OtiP y los JHOL/R.

JHOL/R/P P1/P3/OriP
Muestra Cr Concentracion* Cr Concentracion*

Brécoli 36,71 £ 0,17 34 31,80 £ 0,54 19
Brécoli 34,10 £ 1,99 61,5 31,23+ 0,76 73,8
Broécoli 34,02 £ 0,79 67,6 31,11 £ 0,23 77,9
Col Milan Salima 40,00 £ 0,00 0 40,00 £ 0,00 0
Col picuda 29,30+ 1,09 166,2 28,20 £+ 0,80 176,2
Col picuda 33,20 + 0,81 69 30,10 £ 0,43 75,6
Coliflor 29,45+ 0,56 120 26,35+ 0,44 133,8
Coli-R4bano 29,88 £+ 0,77 109,9 26,78 + 0,27 1348
Espinacas 40,00 = 0,00 0 40,00 * 0,00 0
Lechuga romana 38,90 + 0,11 0,7 28,83 + 0,69 1541
Mortrison little 40,00 £ 0,00 0 40,00 £ 0,00 0
Pavo 3440+ 1,13 24,5 31,84 + 1,22 22,18
Pechuga de pollo 32,80 + 0,41 46,1 29,97 + 0,32 68,02
Pimiento tricolor 32,50 £ 2,2 90,1 28,63 £ 0,15 167,12
Rucola 38,34 +22 1,8 28,81 £ 0,86 159,3

*Valor medio de cuantificacién en cels/g

3.2 Optimizacion de la RTi-PCR midltiplex:

Mediante el sistema SYBR Green, los mejores resultados para la
reaccién de RTi-PCR multiple se obtuvieron utilizando 3,5 mM MgCly,
100 nM de cada uno de los cebadores especificos para E. /i O157:H7 y
Salmonella spp. y 300 nM de los cebadores especificos para S7a. auress. En
estas condiciones, el analisis de la curva de disociacién para Sta. aureus
CECT 867, S. enterica ssp. enterica 915T y E. coli O157:H7 CECT 4267 en
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amplificaciones independientes, mostrdé temperaturas de fusion (Tm) de

77, 80,3 y 83,3 °C, respectivamente. Cuando se realizd el andlisis de

mdisociacion de la RTi-PCR multiple, se observaron los mismos valores de

Tm por lo que los productos de amplificacion de los tres patégenos son

claramente diferenciables. En la Figura 13 se muestra la representacion

de la curva de disociacion obtenida para las distintas combinaciones de

los tres patogenos utilizando 1 ng de DNA purificado de cada uno

ellos.
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coli0157:H7

Sta. aureus
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60
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Figura 13. Curvas de disociacion correspondientes a la reacciéon RTi-PCR
multiple con SYBR Green en presencia de 1 ng de DNA de A) Salmonellay E.
coli 0157:H7, B) Sta. aureus y Salmonella, C) Sta. aureusy E. coli 0157:H7 y D)

Sta. aureus, Salmonellay E. coli0157:H7.
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A continuacién se disefié la reaccién en modo TagMan utilizando
las sondas especificas para E. coli O157:H7, Salmonella spp. y Sta. anreus,
marcadas en el extremo 5’ con los fluoréforos NED (2'-cloro-5'-fluoro-
7',8-fused fenil-1,4-dichloro-6-carboxifluoresceina), VIC (2'-cloro-7'-
phenil-1,4-dicloro-6-carboxifluoresceina) 'y  FAM  (ester  de
carboxifluoresceina  N-hidroxisuccinimida), respectivamente. Estos
fluoréforos fueron seleccionados en funcién de su longitud de onda de
emisiéon maxima (VIC, 554 nm; FAM, 518 nm; NED, 575 nm) y de las
caracteristicas del equipo de RTi-PCR (ABI Prism 7000 Sequence
Detection System) para reducir el solapamiento de los espectros. Todas
las sondas se marcaron en el extremo 3’ con silenciadores no
fluorescentes (“dark quencher”) con el fin de que la fluorescencia
obtenida a lo largo de toda la reaccién procediera nicamente de los
fluoréforos asociados a cada una de las sondas. Tras las distintas pruebas
para optimizar la reaccién, la temperatura 6ptima de hibridacién para los
tres pares de cebadores y las tres sondas se estableci6 en 63 °C. La
concentraciéon de cada una de las sondas se mantuvo a 50 nM el nivel
mas bajo para el cual se obtenia un buen rendimiento en la amplificacién
y no se observaban interferencias entre ellas. La concentracién de los
cebadores (100 nM para los cebadores de E. coi O157:H7 y Salmonella
spp. y 300 nM para los de Sta. aureus) asi como la de MgClz (3,5 mM) no
se modificaron con respecto a las optimizadas en modo SYBR Green ya

que el rendimiento de la reacciéon fue bueno en estas condiciones.
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3.3 Comparaciin RTi-PCR miltiple-simple

Una vez optimizadas las condiciones de la reaccién multiple, se
comprobd su sensibilidad comparando los resultados con los obtenidos
para las reacciones de RTi-PCR simples éorreépondientes. Para ello se
utilizaron cantidades idénticas de DNA purificado de los tres patégenos
a partir de diluciones decimales seriadas de E. co/i O157:H7 CECT 4267,
Sta. aureus CECT 86T y S. enterica ssp. enterica CECT 9157, cubriendo un
rango de cinco 6rdenes logatitmicos, entre 1 y 104 eg/teaccién. Se
realizaron en paralelo, las reacciones multiples conteniendo la mezcla de
los tres patégenos, y las simples para cada uno de los patdgenos,
comparandose los valores de Cr obtenidos en cada caso. Estos

resultados quedan recogidos en la Tabla 31.

Tabla 31. Valores de C; obtenidos mediante RTi-PCR simple (S) y maltiple
(M) para distintas concentraciones de los tres patégenos.

Equivalentes genémicos/reaccién

Patogeno 10¢ 10° 102 10 1

E. coli S 24551255 3204224  32,62+199 350208 39,2%1,9
O157:H7 M 27964003  3102+0,56  3374+252  3572+19 40+0¢
S oot S 21594159 25114158  2847+246  32,19+081 389126
R M 25954021 30,78+0,66 35194231  3733+1,69  40+0
5 S 2505123  2888+148  3227+147  3519+163  383+12
GO M 25024074 28964041 32024024  3464+0,77  40%0

Cr 2 40, resultado negativo.

Para Sta. aureus, los valores de Cr fueron similares en RTi-PCR
multiple y simple. En el caso de E. cw/i O157:H7 y Salmonella spp., los

valores de Cr de la RTi-PCR multiple fueron, en todos los casos, mas
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altos que los de la simple, posiblemente debido a que en el desarrollo de
la amplificacién multiple, todos los cebadores y las sondas compiten por
una cantidad limitada de componentes de la reaccién (ANTPs, MgCly,
Taq polimerasa...). Para la menor cantidad de DNA analizada (1
eg/reaccién) se obtuvo amplificacién de los tres patogenos utilizando la
reaccién simple pero no con la maltiple. Estos resultados indican una
ligera disminucién en la sensibilidad de la reaccién, que afecta a la
deteccion en las concentraciones mas bajas, cuando se utilizan todos los

cebadores y las sondas, simultineamente.

3.4 Aplicacion de la RTi-PCR miiltiple en alimentos inoculados

3.4.1 Amplificacion a partir de concentraciones ignales de los tres patigenos

Se ensay6 en dos tipos de lechuga (Redina y lechuga Romana) que se
inocularon con diluciones decimales seriadas de cultivos de E. cok
O157:H7 CECT 4267, S. enteriditis spp. enteriditis CECT 915Ty Sta. aureus
CECT 86T cubtiendo un rango entre 102y 107 ufc/g de cada cepa, en las
mismas cantidades. Una muestra sin inocular de cada tipo de lechuga se
mantuvo durante todo el proceso como control negativo para garantizar
la ausencia de los patégenos en estudio en el alimento a inocular. El
DNA se extrajo mediante el método DNeasy Tissue Kit y se amplificd
por RTi-PCR multiple, en triplicado, para cada concentracién. En todos
los casos, se observé la amplificacion de los tres patégenos en el control
externo garantizando asi la ausencia de inhibidores de la reaccién en
ambas matrices. El limite de deteccidén, estimado como la dilucién mais
alta a partir de la que se obtiene amplificacién, se determiné a partir de

dos experimentos de inoculacién independientes. Para la RTi-PCR
122



multiple con SYBR Green se establecié en 9 ufc/reaccién para E. coki
O157:H7, 18 ufc/reaccién pata Salmonella, y en 5 ufc/reaccién para Sta.
aureus. Estos valotes corresponden a 104 ufc/g para E. c/i O157:H7 y
Salmonella, y 103 ufc/g para Sta. aureus. Utilizando la RTi-PCR miltiple en
modo TaqMan, el limite de deteccién para Salmonella y E. cols O157:H7
mejor6 en un orden logatitmico estableciéndose en 103 ufc/g para los

tres patogenos.

3.4.2 Amplificacion a partir de DNA o células de los tres patdgenos en distintas
concentraciones

Con el fin de evaluar de forma mas fina la sensibilidad de la RTi-PCR
multiple, se realizaron combinaciones de distintas cantidades de los tres
patégenos, utilizando DNA purificado y cuantificado a partir de cultivos
puros. Paralelamente, para valorar la sensibilidad de la técnica cuando se
aplica a alimentos, se inoculatron combinaciones de distintas cantidades
de células de cada uno de los patégenos en muestras vegetales (espinacas
y “little gem”) y el DNA se extrajo utilizando el DNeasy Tissue kit.
Todas estas muestras se analizaron tanto en modo SYBR Green como
TagMan. Los resultados se muestran en la Tabla 32 a y b. En los ensayos
con DNA se obtuvo la amplificacién de los tres patégenos cuando se
encontraban en las mismas concentraciones. Sin embargo, utilizando
combinaciones de 10 y 10* eg/reaccién, no se observaba amplificacién
del patégeno que se encontraba en menor cantidad mediante SYBR
Green ni utilizando las sondas TagMan. No obstante, en las
combinaciones de 10 y 102 eg/reaccién en modo SYBR Green, se

observaron los picos de Tm correspondientes a los tres patégenos y
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también se observé sefial de amplificacién a la longitud de onda de las
tres sondas cuando se utilizaba el sistema TaqMan, indicando que en
estas cantidades los tres patégenos son detectados por la RTi-PCR
multiple.

Respecto a los ensayos de inoculacién en muestras vegetales, se
utilizaron espinacas y lechuga “little gem” previamente analizadas
durante el desarrollo de este trabajo y que resultaron negativas para la
presencia de los tres patégenos. La carga microbiana endégena de estas
muestras, estimada por recuento en placa fue de 2x10* y 3x10* ufc/g
para la lechuga “little gem” y las espinacas, respectivamente. Tras el
correspondiente enriquecimiento y la extraccién mediante DNeasy
Tissue Kit, se analizaron mediante PCR. En ambos casos se obtuvieron
resultados negativos para las tres PCRs especificas indicando asi la
ausencia de los patégenos previamente a la inoculacién. El control
externo de amplificacién rindié resultados positivos para los tres
patdgenos, en los dos vegetales, garantizando la ausencia de inhibidores
de la reaccién en las dos matrices utilizadas.

En las combinaciones de 10 y 10* eg/reacciéon (Tabla 32a), los
resultados fueron idénticos a los obtenidos a partir del DNA purificado y
no se observé sefial para el patdégeno que se encontraba en menor
cantidad, por ninguno de los dos métodos (SYBR Green y TaqMan).
Cuando se utilizaron combinaciones de 10 y 102 céls/reaccién se observé
amplificacién mediante el sistema TagMan en todas las combinaciones.
Sin embargo, se obtuvieron valores de Cr supetiores a 39, en algunos
casos, para los patégenos que se encontraban en menor cantidad (Tabla

32b). Del mismo modo, utilizando el sistema SYBR Green, el anilisis de
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Tm mostraba que, en muchos casos, el pico correspondiente al patégeno
que se encontraba en menor concentracion era el mas bajo.

En el primer experimento de inoculacién (Tabla 32a) el sistema
TagMan no detecté E. cwk O157:H7 cuando los tres patdégenos se
encontraban a la concentraciéon mas baja (10 céls/reaccién). Sin
embargo, en el segundo experimento de inoculacién, en estas mismas
concentraciones, los tres patégenos fueron detectados tanto por SYBR
Green como por TagMan (Tabla 32b). Estos resultados pueden deberse
a la distribucién aleatoria de los microorganismos en la suspension.
Como consecuencia, las alicuotas que se tomen de una suspensién no
necesariamente contienen siempre la misma cantidad de células. Por esta
razén, las diluciones correspondientes a 10 céls/reaccién pueden
contener un rango de entre 0 y 10 células lo que explica que, en algin

caso, al tomar la alicuota para la PCR esta no contenga ninguna célula.
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Tabla 32. Co-amplificacion de S. entérica ssp. entérica CECT 915T, Sta. aureus
CECT 861y E. coli 0157:H7 CECT 4267 presentes en diferentes niveles a
partir de DN A purificado y muestras vegetales inoculadas.

a) Combinaciones

células/reaccion3
Inoculo

Sal. Sta. E.
10 10 10
10 10 104
10 104 10
104 10 10
10 104 104
104 104 10
104 10 104
104 104 104
10 10 10
10 10 104
10 104 10
104 10 10
10 104 104
104 104 10
104 10 104
104 104 104
10 10 10
10 10 104
10 104 10
104 10 10
10 104 104
104 104 10
104 10 104
104 104 104

de

SYBR Green

+ + o+ A+ 4 '

+ 4+ + 0+

+ o+

J’_
J’_
J’_

10 y 104 equivalentes

Sta

++ 0+ o+ o+

+ + + 4+

+ +

J’_

J’_
J’_

TaqM an

Sal.
31,04 £ 1,03
27,13 + 0,31
40
19,85 £ 1,13
40
17,79 £ 0,12
18,36 = 0,30
18,76 =+ 1,00

28,77 + 0,72
29,82 + 6,11
40

17,78 + 0,12
40

16,89 + 0,22
17,61 + 021
18,13 £ 0,13

26,33 £ 0,65
29,02 £ 1,20
40

16,61 + 0,34
40

15,93 £ 0,35
16,33 £ 0,21
16,16 + 0,34

gendémicos O

Sta.
28.55 + 0,52
29,52 + 0,33
20,85 + 0,12
40
19,05 + 0,61
17,32 + 0,02
40
18,18 + 0,22

31,03 £ 0,54
25,22 £1,11
19,52 + 0,14
40

17,02 £ 0,14
17,25 £ 0,23
40

18,23 £ 0,04

30,12 + 0,51
2421 + 0,23
17,23 +£ 0,13
40

16,11 £ 0,35
16,24 + 0,42
40

16,21 £ 0,33

10 y 104

E.

40b

20,84 + 0,53
40

40

24,94 + 0,63
40

2333 £ 1,12
23,42 + 1,82

40b

19,78 £ 0,93
40

40

20,58 £ 0,14
40

23,84 £ 0,56
25,6 =+ 1,04

30,99 + 0,32
17,34 + 0,86
40
40
18,98 £ 0,26
40
21,32 £ 0,74
27,64 £ 1,31

aCorresponde a 6,1x103y 6,1x106ufc/g para Salmonella; 7,9x103y 7,9x106ufc/g para E.

coli; 3,4x103y 3,4x106ufc/g para Sta. aureus.

bResultados negativos por TagMan pero positivos por SYBR Green L
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Tabla 32. (Continuacion)

b) Combinaciones
células/reaccionQ
Inoculo
Sal. Sta. E.
10 10 10
10 10 102
10 102 10
102 10 10
10 102 102
102 102 10
102 10 102
102 102 102
103 103 103
104 104 104
10 10 10
10 10 102
10 102 10
102 10 10
10 102 102
102 102 10
102 10 102
102 102 102
103 103 103
104 104 104

d, pico débil a la correspondiente Tm.

de

SYBR Green I

Sal

4+ + + e e+

o+ + o+

+

10 vy

Sta

+ 4+t + e+

+ 4+ + + + + +

o

+

t

o+ o+ e+ o+

+ 4+ + + + ++ o+

Sal.

30,04 +
39,17 £
31,59 =
25,89 =
39,24 +
27,21 +
21,36 +
30,06
27,13 £
2421 +

37,50 £
33,79 £
37,48 +
20,04 +
38,39 +
29,04 +
31,06 +
31,33 +
26,62 +
21,14 +

102 equivalentes

1,63
0,68
0,99
0,51
0,25!
0,98
0,31
121
0,35
0,95

0,99
0,89
1,91
0,06
0,10
1,19
0,07
0,54
0,00
0,12

genomicos

TaqM an
Sta.
31,54 £0,55
36,66 + 0,04
23,24 + 0,04
38,64 0,15
24,42 +0,12
23,99 + 0,15
38,56 = 0,29
25,67 = 1,21
27,5 1+ 1,32
20,75 £ 0,12

29,57 + 0,01
29.63 £ 0,02
25,89 + 0,45
29,71 + 0,26
26,29 + 0,13
23,53 + 0,14
31,17 + 0,96
26,25 + 0,00
23,62 £ 0,05
19,77 + 0,64

y 10 vy

102

E.
32,43 + 1,08
25,35 + 0,08
36,71 + 3,12
39,96 £0,12 "
23,94 + 0,61
39.81 + 0,20i
23,32 £1,15
26,79 + 0,38
25.84 + 1,05
22,08 £ 1,23

36,69 + 0,13
26,56 + 0,32
35,15 + 1,10
35,56 + 0,03
28,39 1,16
36,22 + 1,83
19,98 + 0,82
33,00 + 0,45
22.80 + 0,12
21,53 £ 0,64

cCorresponde a 5,1x103y 5,Ix104ufc/g para Salmonella; 4,2x103y 4,2x104ufc/g para E.

coli\ 7,8x103y 7,8x104ufc/g para Sta. aureus.

d Resultados considerados negativos debido a que los valores de CT son muy cercanos a

40.

3.4.3 Deteccion tras enrviquecimiento

Los niveles de deteccion alcanzados por la RTi-PCR maultiple en

muestras sin enriquecer (102 céls/g), no permiten garantizar la ausencia

de E. coli 0157:H7 y/o Salmonella en 25 g, tal y como rige la legislacion

vigente. Para solventar esto, tres muestras vegetales (brdcoli, espinacas y

lechuga “little gem™) se homogeneizaron con 225 mi de APT y se

inocularon con 1, 10 o 102 ufc/25 g de cada uno de los patdgenos,
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incubandose a 37 °C. Paralelamente se realizaron recuentos en placa de
los cultivos para determinar la cantidad real inoculada.

Se tomaron alicuotas de 1 ml, a las 6 y a las 24 h, que se analizaron
por RTi-PCR muiltiple, tanto en modo SYBR Green como TagMan. En
la Tabla 33 se muestran los resultados correspondientes a las 6 h de
enriquecimiento. En todos los casos se obtuvo amplificacién en
presencia de 10 y 100 ufc/25 g. Para las muestras inoculadas con 1 ufc/
25 g no se obtuvo sefial en el caso de E. w/i O157:H7 en espinacas, ni
para Salmonella en espinacas y lechuga “little gem”. Las muestras
negativas se analizaron también tras las 24 h de incubacién repitiéndose
el resultado. En ambos casos el recuento en placa revelé que el inéculo
inicial era de aproximadamente 1 ufc/25 g por lo que el resultado
positivo para brécoli y negativo para espinacas y lechuga “little gem” se
explicarfa por la ausencia de estos microorganismos en la alicuota

analizada, debido a su distribucién aleatoria en el tubo.

Tabla 33. Deteccion de E. coli O157:H7, Salmonella spp. y Sta. aureus por RTi-
PCR multiple en vegetales inoculados, tras 6 h de enriquecimiento en APT.

SYBR Green TaqMan
Inoculo inicial ., , . . .

(ufc/25¢) Bréc. Espin. LG Brécoli Espinacas LG
5 coli 1,04 + - + 33,80 1,41 36,03 * 5,03
01576-‘;17 10,4 + +  + 2740+280 2850+081 27,70+208
’ 104 + + + 2462+120 2739+%1,62 22,08+ 1,20

0,97 + - - 37351071
Salmonella 9,7 + + + 29,47+0,62 36,03 %503 30,14+0,22
97 + + + 33331090 30,26 +230 2897 +0,02
1,69 + + + 2362+021 2290+0,17 25,08+ 0,18
Sta. aureus 16,9 + + + 1895+0,08 1888 +0,05 19,00+ 0,12
169 + + + 18,96+ 0,24 1880+ 0,30 18,93 +0,25
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V. DISCUSION






DISCUSION

El aumento en la demanda de productos listos para el consumo
ha llevado al desarrollo de la automatizacién en el procesado de los
alimentos incrementindose el riesgo de contaminacién (Nugen y
Baeumner, 2008). Uno de los factores que contribuye de manera notable
a este incremento es el hecho de que los productos preparados sufren
una serie de procesos de corte y manipulacién que generan las
condiciones adecuadas para la proliferacién de patégenos (Heaton y
Jones, 2007). La deteccién y cuantificacién de microorganismos
patégenos en alimentos es uno de los grandes retos a los que se enfrenta
la industria alimentaria actualmente. La mejora de la seguridad tanto de
los alimentos como del agua de consumo, depende de la posibilidad de
detectar, identificar y realizar un seguimiento de los posibles patégenos
presentes en estos productos (Palchetti y Malscini, 2008). Por tanto, la
aplicacién de controles microbiolégicos a lo largo de toda la cadena de
procesado es imprescindible para minimizar riesgos y garantizar la
calidad y seguridad del producto final.

Los métodos tradicionales para la deteccién de patégenos en
alimentos se basan en el aislamiento e identificacién de colonias en
medios selectivos lo que, en el caso de los patdgenos, requiere de pasos
de pre-enriquecimiento, entiquecimiento y confirmacién bioquimica
siendo el proceso largo y, en ocasiones, no concluyente. La necesidad de
desarrollar metodologias para la deteccion rapida, identificaciéon y
cuantificacién de estos microorganismos, ha sido el objetivo de un gran
nimero de cientificos. Este hecho se ha visto reflejado en la publicacién,

en los ultimos 20 afios, de mas de 2.000 articulos de investigacién sobre
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la deteccién de patédgenos, de los cuales un 38 % estan relacionados con
la seguridad alimentaria (Lazcka et af, 2007). Como resultado se han
desarrollado nuevas técnicas para la deteccién ripida y sensible de
patégenos en alimentos entre las que destacan los métodos
inmunoldgicos y los de PCR (Kumar ef 4/, 2008). Entre los primeros, el
VIDAS® (Vitek Inmuno Diagnostic Assay System, Biomerieux) es uno
de los mas utilizados por las empresas de alimentos por su facilidad de
ensayo. En cuanto a las técnicas de PCR, constituyen una buena
alternativa para la deteccién de patégenos en alimentos por su rapidez,
sensibilidad y precisién (Hootfar ef 4l., 2004). En el caso de la RTi-PCR,
a estas ventajas se suman la posibilidad de cuantificar los
microorganismos presentes en la muestra y la automatizacién del
proceso, que permite procesar un numero elevado de muestras,
reduciendo los problemas de contaminaciones posteriores (Malorny ez 4,
2008). No obstante, su aplicaciéon rutinaria en el analisis de alimentos es
todavia escasa debido, por un lado, a su reciente incorporaciéon en
normas ISO y por otro, a la falta de resultados de validacién en muestras
de contaminacién natural, y a las limitaciones de la técnica como son la
presencia de inhibidores en las distintas matrices alimentarias, los niveles
reales de deteccién de estos procedimientos o las posibles interferencias
que la presencia de células muertas pueda ocasionat.

En este trabajo se ha abordado la aplicacién de la RTi-PCR, en
distintas variantes, para la deteccién de patégenos, evaluindose asi
mismo su utilidad como prueba diagnéstica en el control microbiolégico
de alimentos. Se ha centrado en E. ¢k O157:H7, L. monocytogenes,

Salmonella spp. y Sta. anreus, cuatro de los patdgenos que habitualmente se
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investigan en alimentos ya que son responsables de un gran nimero de
toxiinfecciones alimentarias. Todos ellos preocupan de gran manera a la
industria alimentaria debido a su alta incidencia y/o la tasa de mortalidad
asociada (Anon, 2007a).

En primer lugar se realiz6 un estudio comparativo de distintos
métodos comerciales de extraccién de DNA, para los cuatro patégenos,
con el fin de seleccionar el mas adecuado para la deteccién por PCR.
Posteriormente, se evalud la aplicacién de la RTi-PCR para la detecciéon
directa de los cuatro patégenos en muestras naturales, compariandola con
el sistema mini-VIDAS como técnica ripida ampliamente utilizada en el
analisis rutinario de alimentos. La evaluacién de la técnica se llevé a cabo
a partir de los resultados obtenidos, paralelamente en dos laboratorios,
para comprobar su reproducibilidad. Finalmente, se desarrollé un
sistema de RTi-PCR multiple para la deteccién simultinea de E. coli
O157:H7, Salmonella spp y Sta. anrens, en una tnica reaccién, con el fin de
conseguir un método de analisis de patégenos mas rapido y econémico.
A continuacién se discuten los resultados obtenidos para cada uno de

los aspectos investigados.

1. Seleccién de un método de extraccion para la deteccion por PCR de
E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella spp. y Sta. aureus en

alimentos
La aplicaciéon de las técnicas de PCR para la deteccién de
microorganismos en alimentos esta condicionada por la presencia de
sustancias inhibidoras de la reaccién en la matriz alimentaria asi como
por la obtenciéon de DNA de calidad en cuanto a integridad y pureza del
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DNA recuperado (Mafra et @/, 2008). Estos factores dependen de la
propia composicién de los alimentos asi como del procesado durante la
cadena de produccién. Asi por ejemplo, la acidez caracteristica de frutas
y verduras o los tratamientos alcalinos, que se aplican a muchos tipos de
alimentos preparados, degradan considerablemente el DNA (Di
Bernardo ef 4/, 2007). Pero también afectan de forma considerable los
parametros fisicos y quimicos del método de extraccion de DNA
utilizado. Por todo ello, es imprescindible disponer de un método de
extraccién, que elimine los inhibidores de la matriz del alimento
permitiendo la recuperacién de los acidos nucleicos con una calidad
suficiente para la reaccién de amplificacién.

En este estudio, se han compérado cuatro métodos comerciales
de extraccién de icidos nucleicos en cuanto a eficiencia, sensibilidad,
estandarizacién, rapidez, rango de aplicacién, facilidad de uso y coste.
Dos de estos métodos incluyen la utilizacién de columnas de silice y los
otros dos, tratamientos térmicos de la muestra en presencia de una
matriz protectora. Los cuatro métodos se evaluaron con los cuatro
patégenos incluidos en el estudio, dos Gram-positivos L. monocytogenes y
Sta. anrens, y dos Gram negativos Salmonella y E. coli O157:H7. El estudio
se centrd en matrices vegetales, productos en los que se ha observado un
aumento en el nimero de brotes de toxiinfecciones motivado por el
incremento en el consumo de frutas y verduras frescas (Doyle y
Erickson, 2008). Se utilizaron brécoli, pimiento verde y cebolla
inoculadas con las mismas diluciones de cada uno de los patégenos.

La comparacién de los cuatro métodos se llevé a cabo

determinando el nivel de sensibilidad en la detecciéon del patégeno
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correspondiente mediante amplificacién por PCR especifica. E1 DNA
recuperado fue amplificado en todos los casos, aunque mostrando
diferente nivel de sensibilidad, excepto cuando se utilizé6 el método
PrepMan Ultra con el que no se obtuvo amplificacién para Sta. aureus, en
pimiento verde y brécoli, en ninguna de las concentraciones de
patégeno, en dos ensayos de inoculacién independientes. Sin embargo, si
se obtuvo amplificacién en la muestra de cebolla, por lo que el fallo de la
reacciébn en las otras dos matrices podria estar relacionado con
interacciones entre los componentes celulares de Stz auress y los
compuestos fendlicos y organicos propios de estos vegetales.

Los estudios reportados en la bibliografia sobre comparacién de
métodos de extraccién de DNA, incluyendo el PrepMan Ultra, apoyan
nuestros resultados. Asi, Li y Mustapha (2002) lo compararon con dos
métodos de purificaciéon en columna y con el calentamiento directo de la
muestra, para la deteccién de Salmonella por PCR en carne de ternera y
cerdo. Heller ez 4/ (2003) lo compararon con dos métodos de extraccion
basados en matrices magnéticas y con un tercero que utiliza una columna
de purificacién para E. ok O157:H7 a partit de muestras de pan,
ensaladas, salsas y ternera. En ambos casos, observaron diferencias muy
ligeras entre ellos y concluyeron que PrepMan Ultra era el 6ptimo por
tratarse de un método sencillo y rapido. Sin embargo, Park ez 4/ (2006)
compararon PrepMan Ultra y DNeasy Tissue Kit para la extraccién
simultinea de DNA de Y. enterocolitica, Sta. anreus y Shigella spp., a partir
de muestras de lechuga, y obtuvieron productos de PCR mas claros y
definidos con el segundo, para los tres patégenos. Coincidiendo con éste

ultimo trabajo, en el presente estudio, DNeasy Tissue Kit rindi6 la
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sensibilidad m4s alta en las tres matrices ensayadas para E. c/i O157:H7,
L. monocytogenes y Salmonella y, en cebolla y brocoli para Sta. anrens, siendo
por tanto el mejor método de extracciéon para todos los patégenos y
matrices ensayadas.

El analisis estadistico de los limites de deteccion obtenidos para
los tres patégenos (excluyendo Sta. auress), considerando los efectos
ejercidos por la matriz y el patégeno, demostré que existen diferencias
significativas entre los cuatro métodos comparados. Asi mismo, cuando
se consideraron independientemente ambos factores, el anilisis de
varianza revel6 que el método de extracciébn se ve afectado
significativamente tanto por el patégeno como por la matriz en la que se
encuentra. Al comparar los cuatro métodos, considerando los efectos de
la matriz y del patégeno globalmente, DNeasy Tissue Kit fue el tnico
que presentaba diferencias significativas con respecto a los demas,
confirmando lo observado a simple vista.

Asi mismo, en estudios previos del grupo de investigacion,
DNeasy Tissue kit resulté al menos igual de sensible que el método
descrito por Pitcher ef 4/ (1989) al compararlo para la deteccién por PCR
de L. monocytogenes en muestras de carne de vacuno (Aznar y Alarcén,
2003). En ese mismo estudio, DNeasy Tissue kit resulté mas sensible
que otros métodos comerciales basados en la purificacién del DNA a
través de columnas cromatogrificas. Ademas, ha sido aplicado con éxito
en otros estudios del grupo de investigacién para la deteccién por PCR
de L. monocytogenes y Sta. auress en una amplia variedad de matrices
alimentarias incluyendo productos cérnicos, lacteos, alimentos listos para

el consumo y pescados (Aznar y Alarcén, 2003; Alarcén et 4/, 2000).
136



Los tétodos que emplean columnas de silice como son el
DNeasy Tissue Kit (Qiagen) y el UltraClean DNA purification kit
(MoBio) se basan en la unién del DNA al silice contenido en la columna,
en presencia de altas concentraciones de sales y etanol. Estas condiciones
estabilizan el DNA y permiten una mejor eliminacién de otros
componentes celulares (Hoff-Olsen et 4/, 1999), asi como de restos de la
matriz del alimento que podtian actuar como inhibidores de la reaccién
de PCR (Barken ef 4/, 2007). Estos métodos presentan como principales
inconvenientes, que resultan mas caros y, ademas, requieren de una
mayor manipulacién para la purificacién del DNA. Por el contrario, los
métodos basados en tratamientos térmicos como InstaGene Matrix
(BioRad) o PrepMan Ultra (AppliedBiosystems) son mis econémicos
pero el DNA obtenido tras la extraccién es mas inestable y puede
presentar mayor cantidad de residuos sélidos que interferirdn en la
reaccién de PCR. Por ello, este tipo de métodos son mas adecuados para
muestras con poca cantidad de residuos sélidos como aguas (Merk ez 4/,
2001).

Todos estos factores deben considerarse para establecer un
método de extraccién de DNA robusto que permita su aplicacioén para la
deteccion por PCR de diversos patdégenos en matrices alimentarias
variadas, asegurando la especificidad y sensibilidad (Liu, 2008). En este
sentido, los resultados del presente estudio confirman, por un lado la
eficacia del DNeasy Tissue kit para la extraccion de DNA de Sta. aurens 'y
L. monocytogenes (Alarcén et al, 2006; Aznar y Alarcén, 2003), ampliando

las matrices alimentarias ensayadas a vegetales frescos, y por otro su
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eficacia para la extraccion de DNA de Salmonella y E. coli O157:H7 en

alimentos vegetales.

2. Evaluacion de la RTi-PCR para la deteccion directa y la
cuantificacion de E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella spp.
y Sta. aureus en alimentos

La industria alimentaria requiere de métodos rapidos y sensibles
que permitan el analisis simultineo de un gran nimero de muestras para
el analisis rutinario de alimentos con el objetivo de garantizar la
seguridad de sus productos y ajustarse a los criterios microbiolégicos
contemplados en las normas ISO (internacionales), CEN (europeas),
AOAC (norteamericanas), AENOR (espafiolas), etc. Como se ha
expuesto anteriormente, el VIDAS® (Vitek Inmuno Diagnostic Assay
System, Biomerieux) es un método establecido como ripido y de rutina,
por su facilidad de ensayo, y que ha sido adoptado por la AOAC
(“Association of Oficial Analytical Chemists”). Estudios recientes
demuestran que su sensibilidad y especificidad pueden verse
comprometidas dependiendo tanto del patégeno investigado como del
alimento en el que se encuentra (Aznar y Solis, 2006; Erikcsson y Aspan,
2007; Vaz-Velho ¢t al., 2001). Como alternativa, la automatizacién en la
deteccién por PCR, utilizando los equipos de RTi-PCR, favorecera la
incorporacién de esta metodologia como técnica rutinaria en el analisis
de alimentos. Sin embargo, se cuestionan sus ventajas en la deteccién de
patégenos en alimentos en cuanto a que puede detectar células muertas y
a que su sensibilidad esta limitada por el tamafio de la muestra que
finalmente se analiza en el tubo de reaccion (Maurer, 2006). Estas
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limitaciones se han abordado introduciendo un paso de enriquecimiento
previo a la deteccién por PCR, lo que permite el crecimiento de las
células vivas y la recuperacién de las células dafiadas, aumentando su
nimero y, en consecuencia la sensibilidad en la deteccién (Schaad ¢ al,
1995). Por otro lado, en estudios previos en los que se comparé la
deteccién por PCR y por RTi-PCR, observamos que con esta dltima
aumentaba el nivel de sensibilidad en al menos una unidad logaritmica
(Alarcon et al, 2006). Aunque el proceso de amplificacion es
fundamentalmente el mismo, el sistema de deteccién empleado en la
RTi-PCR es mis sensible que la electroforesis en gel, habitualmente
utilizada tras la PCR convencional. Con estos antecedentes, en este
trabajo se ha evaluado la RTi-PCR como prueba diagnéstica para la
deteccion de E. coli O157:H7, Salmonella spp, Sta. aurens'y L. monocytogenes
en el analisis rutinario de alimentos.

En primer lugar, se comenzé con la seleccién de cebadores
especificos entre los publicados en la bibliografia para E. /i O157:H7
(Jinneman ez al, 2003), Salmonella spp. (Malorny ez al., 2004), Sta. anreus
(Alarcén et al., 2006) y L. monocytogenes (Rodriguez-Lazaro et al., 2004a).
Al reproducir las condiciones de reaccién publicadas encontramos que,
en algunos casos, no se obtenia amplificacién o que la especificidad no
era la esperada y, en otros, hubo que ajustar las condiciones para
optimizar el rendimiento. Asi en el caso de los cebadotes ttr4/ttr6,
publicados por Malorny et 4/ (2004) como especificos para Salmonella
spp., se obtuvo amplificacién en las cuatro cepas de E. o/ incluidas en el
estudio. En la publicacién se garantizaba la especificidad tras haber sido

ensayadas en 87 cepas de 16 géneros distintos, incluyendo 15 cepas de E.
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coli. Este hecho pone de manifiesto la necesidad de comprobar la
especificidad de los cebadores seleccionados de la bibliografia bajo las
condiciones de cada laboratorio. Por tanto, se ensayé un nuevo par de
cebadores y sonda para Salmonella spp. (Hoorfar et al, 2000) que
probaron ser especificos por PCR convencional y, tras algunas
modificaciones, también por RTi-PCR.

Tras comprobar la especificidad del total de cebadores, se
construyeron las curvas estindar a partit de DNA purificado y de
suspensiones celulares, y se establecieron los limites de deteccién en 101
eg/reaccion o 1 cél/reaccion para Sabmonella, Sta. aurens 'y L. monocytogenes
y en 1 eg/reacciéon o 10 céls/reaccion para E. coli O157:H7. Los ensayos
en muestras inoculadas revelaron un limite de cuantificacién y deteccién
de 102 ufc/g, en los cuatro patdgenos, corroborando los niveles
establecidos con cultivos puros y demostrando su utilidad para el analisis
en alimentos.

Los niveles de deteccion obtenidos en este estudio, combinando
la extracciéon de DNA con DNeasy Tissue Kit y la RTi-PCR, igualan e
incluso mejoran los previamente publicados en la bibliografia para
patégenos alimentarios. Asi pues, se encuentran en el mismo rango que
los obtenidos por RTi-PCR para patégenos como S7a. auress en carne
(Alarcon et 4k, 2006) y en queso (Hein et 4/, 2001) inoculados
artificialmente, utilizando el DNeasy Tissue Kit y el método de Allman ez
al, (1995), respectivamente; B. cereus en pasta y arroz utilizando el
AquaPure genomic DNA isolation kit (Bio-Rad) y el NucleoSpin food
kit (Macherey-Nagel) (Fricker et 4l, 2007) o L. monocytogenes en leche

desnatada con el Dynabead DNA Direct (Dynal) (Nogva ez 4/, 2000).
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Mejoran los resultados de Seo ez 4/, (2006) que establecieron el limite de
cuantificacién en 103 ufc/g para Salmonella spp. en helado casero, tras
extraccion de acidos nucleicos mediante PrepMan Ultra. También
Rodriguez-Lazaro et al. (2004b) obtuvieron un limite de cuantificaciéon
mis alto (103 ufc/g) para L. monocytogenes, en ensayos realizados a partit
de productos carnicos, utilizando los mismos cebadores de este estudio,
y empleando el método Wizard genomic DNA purification Kit
(Promega) para la extraccion del DNA.

A continuacién se evalué la RTi-PCR como prueba diagnéstica
para la deteccién de estos patégenos directamente mediante su aplicacion
en 316 alimentos de contaminacion natural, en dos laboratorios. Se
compararon los resultados con los obtenidos por PCR convencional tras
el enriquecimiento, y con los del método mini-VIDAS (bioMetieux) para
E. coli O157:H7, Salmonella y L. monocytogenes. En el caso de Sta. aureus, no
existe la version de mini-VIDAS para la deteccion de este
microorganismo por lo que la comparacién se hizo con el método
tradicional de cultivo. El indice kappa demostré que el grado de acuerdo
entre los resultados de ambos laboratorios era “muy bueno o perfecto”
para E. coli O157:H7, L. monocytogenes y Salmonella, confirmando, por
tanto, la reproducibilidad de la PCR y de la RTi-PCR. El acuerdo entre
los resultados de PCR convencional de ambos laboratorios para S7a.
anrens fue moderado, lo que podria estar condicionado por el menor
nimero de muestras analizadas para este patégeno.

La deteccion por PCR convencional tras enriquecimiento se
realizé para evitar falsos negativos y/o positivos por la incapacidad de la

PCR para diferenciar entre células vivas y muertas (Rudi ez 2/, 2005).
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Asumiendo que el paso de cultivo previo a la PCR, permitiria el
crecimiento de las células viables aumentando su nimero, de este modo
se favorece la deteccién de los niveles mas bajos y se reduce la
posibilidad tanto de falsos negativos como de falsos positivos. Con estas
premisas, los resultados obtenidos mediante PCR convencional, tras
entiquecimiento, se establecieron como “positivos reales o verdaderos
positivos” para las posteriores comparaciones.

Al comparar los resultados de deteccién por RTi-PCR con los de
mini-VIDAS se observé, tanto para Salmonella como para E. coli
O157:H7 que la RTi-PCR detecta un mayor nimero de muestras
positivas que el mini-VIDAS (21 % y 20 % por RTi-PCRy 1 %y 8 %
por mini-VIDAS, respectivamente). Estadisticamente, estos valores se
reflejan en que, aunque ambas técnicas presentan gran especificidad, el
mini-VIDAS muestra menor “sensibilidad” y “seguridad” que la RTi-
PCR directa en ambos casos. Cabe destacar que aunque no tenemos
constancia de trabajos similares en los que se utilice la RTi-PCR
directamente, sin enriquecimiento, nuestros resultados apoyan los de
otros autores que realizan un paso de enriquecimiento previo a la RTi-
PCR. Asi por ejemplo, Kumar ¢f 2/ (2008) encontraron un 31,6 % de
positivos mediante PCR y un 23,7 % con el ensayo ELISA, para la
deteccion de Salmonella, en muestras naturales de pescados y mariscos.
Por su parte, Stefan ef al. (2007) demostraron que la RTi-PCR presentaba
mayor sensibilidad que el sistema VIDAS en la deteccién de E. cok
O157:H7 en muestras de catne picada, tanto naturales como inoculadas
artificialmente. En el caso de L. monocytogenes, las diferencias en deteccion

de muestras positivas entre la RTi-PCR y el sistema mini-VIDAS no
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fueron demasiado acusadas (86 % y 82 %, respectivamente). Sin
embargo, los valores predictivos, positivo y negativo, fueron inferiores
para el mini-VIDAS que, ademis, mostré una sensibilidad menor. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos para L. monocytogenes en un
estudio previo (Aznar y Solis, 2006) en el que la PCR demostrd ser mas
sensible que el mini-VIDAS, tras ensayar ambos métodos en una gran
variedad de alimentos de contaminacién natural.

Al realizar un anilisis pormenotrizado de los positivos y negativos,
y dado que tomamos como “positivos conocidos” los de PCR
convencional tras enriquecimiento, observamos que el mini-VIDAS
rinde un gran nimero de falsos negativos. Cabe sefialar que en mini-
VIDAS, el resultado positivo por inmunoensayo debe confirmarse
mediante aislamiento e identificacién del patégeno a partir del
enriquecimiento. En estas placas de aislamiento es frecuente que el
crecimiento excesivo de la microbiota acompafiante enmascare la
presencia del patégeno dificultando su recuperacién (Aznar y Solis,
2006). A este respecto, las técnicas de PCR aportan una mayor
sensibilidad porque son capaces de detectar los patdgenos en
poblaciones mixtas sin necesidad de aislarlos previamente. Por otro
lado, también son frecuentes los falsos positivos por mini-VIDAS como
ha sido demostrado en trabajos previos (Aznar y Solis, 2000),
probablemente debido a reacciones inmunolégicas cruzadas.

Considerando el total de muestras analizadas para los tres
patégenos ensayados por mini-VIDAS, el nimero de resultados
positivos mediante RTi-PCR (19,6 % en el Lab 1 y 19,9 % en el Lab 2)

fue mayor que con mini-VIDAS (9,8 %). El analisis estadistico global de
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los resultados obtenidos para los tres patégenos revelo la alta
especificidad tanto de la RTi-PCR como del mini-VIDAS. Sin embargo,
en cuanto a “sensibilidad” y “seguridad”, la RTi-PCR se comporta mejor
como prueba diagnéstica que el mini-VIDAS, ain asumiendo que su
aplicacién directa, sin enriquecimiento, estara ofreciendo un resultado
sesgado con posibles “falsos negativos”. Asi mismo, en el caso de Sza.
aureus los resultados de deteccién por RTi-PCR mejoran los obtenidos
por el método ISO 6888. No obstante, en este caso, las diferencias son
menos notables. Aunque ambas técnicas resultan muy especificas, la RTi-
PCR es ligeramente superior en cuanto a “sensibilidad” y “seguridad”.

Ademis, la aplicacién directa de la RTi-PCR sin enriquecimiento,
ha permitido cuantificar los niveles en los que se presentan estos
patégenos de modo natural en alimentos. Los resultados obtenidos en
ambos laboratorios no presentaron diferencias significativas, lo que
indica una buena reproducibilidad de la técnica, y apoyan los niveles de
patégenos encontrados ya que no tenemos conocimiento de estudios
similares para su comparacién. Asi en este estudio se ha revelado que E.
coli O157:H7 y Salmonella se encuentran en niveles mas elevados (103-10*
ufc/g), mientras que L. monocytogenes predomina en niveles de 102y Sza.
aurens de 10 ufc/g o infetiores. De forma global, considerando los
resultados de cuantificacién de los cuatro patégenos, en el 33 % de las
muestras se encuentran en niveles inferiores a 10 ufc/g, es decit, por
debajo del nivel de deteccion de la RTi-PCR.

La legislacién actual exige la ausencia tanto de Salmonella como de
E. coli O157:H7 en 10 6 25 g de alimento. Asi mismo, ocurre en L.

monocytogenes en alimentos de consumo directo o en los que se pueda dar
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el crecimiento del patégeno por su composicién o temperatura de
almacenamiento, y para Sta. auress en determinadas conservas y carnes.
Los limites de detecciéon de la RTi-PCR no permiten garantizar la
ausencia de ninguno de estos patégenos si no se realiza un
enriquecimiento previo. No obstante, para beneficiarnos de las ventajas
de la RTi-PCR como técnica rapida en el analisis rutinario de alimentos,
recomendariamos analizar la muestra mediante RTi-PCR directamente
tras la homogeneizacién vy, simultineamente, llevar a cabo el
enriquecimiento correspondiente. Tras este paso de enriquecimiento, las
muestras que resultaran negativas se analizarian por PCR o RTi-PCR,
para confirmar el resultado. De este modo el anilisis se completaria en
unas 24 horas, reduciendo la posibilidad de obtener falsos negativos.
Comparado con la deteccién por mini-VIDAS, ain se consigue acortar
el tiempo y reducir el coste del anlisis, garantizando la precisiéon del

resultado.

3. Desarrollo y validacién de la reaccién de RTi-PCR muiltiple para la
deteccién simultanea de E. coli O157:H7, Salmonella spp. y Sta. aureus
en alimentos vegetales

Para garantizar la inocuidad de los alimentos, generalmente se
investiga la presencia de mas de un patégeno o agente toxigénico en una
misma muestra, lo que implica la utilizacién de multiples protocolos de
analisis, que complican, alargan y encarecen el proceso. A este respecto,
la “PCR multiple” permite la deteccién e incluso cuantificaciéon (RTi-
PCR) de varios patégenos simultineamente, utilizando un volumen
minimo de reaccién. Los estudios publicados en los dltimos afios para la
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deteccién de patdgenos en alimentos mediante RTi-PCR multiple se han
dirigido a Salmonella y E. cok O157:H7 en carnes (Sharma y Carlson,
2000) o Salmonella y L. monocytogenes en aguas, leche y salchichas crudas
tras 6-18 horas de enriquecimiento (Jothikumar e# 2/, 2003; Wang ¢# al,
2004); E. coli O157:H7, Salmonella, y Shigella en carne de vacuno (Wang ef
al., 2007). En este trabajo se ha desarrollado una nueva reaccién de RTi-
PCR triple, utilizando cebadores y sondas especificos, para la deteccién
simultinea de E. /i O157:H7, Salmonella spp., y Sta. aureus. Con los
cebadores utilizados a lo largo de este trabajo se consiguié la
amplificacién simultinea de E. cwk OI157:H7 y Sta. aurens a una
temperatura de hibridacién de 63 °C. Sin embargo, los cebadores
especificos de Salmonella no rindieron amplificacion en esas condiciones
por lo que se disefi6 un nuevo sistema TaqMan para Salmonella spp
partiendo de la secuencia del origen de replicacién (OriC). Se utilizé
como cebador directo el descrito previamente por Widjojoatmodjo e# /.
(1991) y se disefiaron un cebador reverso y la sonda TagMan. El sistema
desarrollado demostré ser especifico de Salmonella spp. presentando una
Tm similar (80,2 * 0,1 °C) para las 22 cepas de referencia de este género
y no se obtuvo sefial para las cepas de otros géneros relacionados
filogenéticamente o que comparten los mismos habitats. En cuanto al
limite de deteccién (1 cél o eg/reaccién), ha demostrado set satisfactotio
para la deteccion de Salmonella en alimentos presentando resultados
iguales o mejores que los obtenidos en este mismo estudio con los
cebadores disefiados por Hoorfar ef al., (2000). La especificidad de los
cebadotes y las sondas utilizados para la deteccién de E. coli O157:H7 y

Sta. aurens se describié en estudios previos (Jinneman ef af, 2003;
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Yoshitomi e al.,, 2006, Alarcén y Aznar, 2006) y habia sido comprobada
a lo largo de este trabajo. Asi mismo se comprob6 que no se producian
amplificaciones cruzadas con los otros cebadores y sondas cuando se
encontraban presentes en la misma reaccién.

El desarrollo de una PCR muiltiple requiere de una cuidada
optimizacién de las concentraciones de cebadores, tampén de PCR,
relacion entre concentracién de cloruro de magnesio y los
desoxinucleétidos, temperaturas de hibridacién, concentracién de
DNA y Taq Polimerasa (Markoulatos e# 2/, 2002). En este estudio, la
optimizacién de las concentraciones de los reactivos se llevé a cabo
utilizando el modo SYBR Green debido a su mayor simplicidad y a su
menor coste econémico. Este sistema permite la identificacién de los
amplicones a partir de sus Tm tras el analisis de las curvas de
disociacion (Wittwer e @/, 2001). En las reacciones simples, la presencia
de un unico pico indica la especificidad de la reaccién. Cuando se
obtiene mas de un amplicén, estos pueden ser diferenciados en funcién
de su Tm, siempre y cuando esta diferencia sea de al menos 1°C (Ririe ez
al., 1997, Lipsky ez 4., 2001). Mediante la reaccién de RTi-PCR multiple
desarrollada en este trabajo se obtuvieron unicamente tres picos en la
curva de disociacién con Tm claramente diferenciadas para cada
patégeno: 77 °C para Sta. aureus, 80,3 °C para Salmonella spp. y 83,3 °C
para E. co/i O157:H7, confirmandose de este modo la especificidad de
los tres grupos de cebadores y sondas y la ausencia de productos de
amplificacién inespecificos asi como de dimeros de cebadores. La
reaccion en modo TagMan se disefié utilizando sondas marcadas en el

extremo 5’ con los fluorocromos, FAM, VIC, NED que presentan
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longitudes de onda de emisién de 518, 554 y 575 nm, respectivamente.
Las tres sondas estaban a su vez marcadas en el extremo 3’ con una
molécula silenciadora o “dark quencher”. Esta molécula emite a una
longitud de onda en el infrarrojo, en lugar del ultravioleta de los
fluorocromos, por lo que permite reducir la interferencia causada por la
florescencia de fondo en las reacciones multiples. Para comprobar la
eficiencia de la reacciéon de RTi-PCR multiple se compararon los
valores de Cr para cada uno de los patégenos con las correspondientes
reacciones individuales (RTi-PCR simple), en modo TagMan. En el
caso de Sta. auress, fueron muy similares para todas las concentraciones
ensayadas mientras que en el caso de E. cof O157:H7 y Salmonella, los
valores de Cr resultaron ligeramente superiores en la reaccién multiple,
lo que sugiere un ligero descenso en la sensibilidad de la reaccién de
PCR. No obstante, la reaccién simple presentd sefial en el nivel mas
bajo (1 eg/teaccién) para todos los patdgenos, pero los valores de Cr
fueron préximos a 40 (negativo), por lo que consideramos como limite
de deteccién 10 eg/reaccién para ambas reacciones, simple y multiple.
Asi mismo, en otros estudios como el de Cotless e 2. (2001) tampoco
se observaron diferencias de sensibilidad entre la reaccién simple y
multiple para la deteccion de Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae y
Streptococcus pneumoniae utilizando cultivos puros.

Comparando con otras reacciones de RTi-PCR, multiple la
sensibilidad de la reaccién desatrollada en este estudio es del mismo
orden que las descritas en trabajos previos para la deteccién de E. cok
0O157:H7, 8 céls/reaccién (Jothikumar y Griffiths, 2002), mientras que

iguala o mejora los niveles de detecciéon descritos para este mismo
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patégeno por Sharma e al (1999), 50 céls/reaccién en la miltiple y
entre 17 y 170 céls/reaccién para la PCR simple, y por Jothikumar e 4/.
(2003) para Salmonella y L. monocytogenes, 102 y 10 ufc/reaccion,
respectivamente. También mejora los limites de la PCR multiple
convencional, sin enriquecimiento, para Salmonella'y Sta. anrens en uno 'y
dos ordenes logaritmicos, respectivamente, obtenidos en un estudio
previo del grupo (Alarcon ez al.,, 2004).

Los ensayos con DNA purificado de los tres patégenos en
diferentes cantidades, revelaron que la RTi-PCR multiple permitia
detectar todas las dianas tanto mediante el sistema SYBR Green como
TagMan cuando se encontraban en 10 y 102 eg/reaccién. Sin embargo,
al combinar 10 y 104 eg/reaccién, la diana que se encontraba en menor
cantidad no era detectada. Esto mismo sucedia en los ensayos de
deteccién en espinacas y lechuga “Little Gem” inoculados con los tres
patégenos, en diferentes proporciones, donde mediante RTi-PCR
multiple, no se detectaria el patégeno presente en 103 ufc/g si alguno de
los otros se encuentra en 106 ufc/g. Sin embargo, esto es un hecho
poco probable ya que los resultados de cuantificacién obtenidos en este
estudio mostraron que los niveles de de los patégenos en las muestras
naturales se sitdan mayoritatiamente entr¢ 102 y 104 ufc/g. La
amplificacién preferente de determinadas dianas en una reaccién
multiple es un fenémeno bien conocido. Se debe principalmente a la
variacién en las interacciones entre los reactivos de la reaccién de PCR
en presencia de baja concentracion del DNA diana sobretodo en los
primeros ciclos de la reacciéon (Mutter y Boyton, 1995). Por ello, el

patégeno que se encuentra en menor cantidad se ve desfavorecido.
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Estos resultados coinciden con los obtenidos por Wolffs e 4/. (2007) en
una reaccién doble para la deteccion de Campylobacter y Salmonella.
También, Wang ¢# 4/. (2007) observaron este mismo efecto en una RTi-
PCR triple para la deteccion de E. cols O157:H7, Salmonella 'y Shigella.

Mediante ensayos de inoculacién en brécoli, con cantidades similares de
los tres patégenos, se consiguié detectar por RTi-PCR multiple en
modo TagMan hasta 0,9, 1,8 y 4,8 ufc/reaccién de E. cli O157:H7,
Salmonella, y Sta. anreus, tespectivamente, que corresponden a 103 ufc/g
de cada uno. Es por tanto, un orden logaritmico menos sensible que las
reacciones de RTi-PCR ensayadas en el apartado 2.2. No obstante, una
menor sensibilidad en la reaccién multiple es esperable ya que se
desarrolla con una cantidad limitada de enzima y nucleétidos por lo que
las distintas reacciones individuales que se producen simultineamente
compiten por el mismo conjunto de reactivos (Markoulatos ez 4/, 2002).
Nuestros resultados mostraron que en la RTi-PCR disefiada, la
amplificacién de cada uno de los tres genes es eficiente, incluso en
presencia de los otros pares de cebadores y sondas. Este resultado
coincide con el nivel de deteccion descrito para la PCR aplicada al
analisis de alimentos (Maurer, 2006) por lo que consideramos que el
rendimiento de la RTi-PCR multiple desarrollada es adecuado para su
utilizacién en alimentos. A este respecto, iguala e incluso mejora, los
niveles de deteccién reportados en la bibliograffa para reacciones de
RTi-PCR simples aplicadas a alimentos, sin enriquecimiento previo. Por
ejemplo, Seo e al. (2004) describieron un sistema de RTi-PCR para la
deteccion de Salmonella, en huevo crudo, tras extraccion de DNA

utilizando PrepMan Ultra (AppliedBiosystems) que permitia la
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deteccién de 10% ufc/ml; Fu ef a/. (2005) obtuvieron una sensibilidad de
1,3x10% células/g para E. co/i O157:H7 en catne de tetnera, combinando
un paso de separacién inmunomagnética con la RTi-PCR; Alarcon et 4l.
(2006) obtuvieron una sensibilidad de 4,910 ufc/g para Sta. aureus a
partit de muestras de ternera inoculadas artificialmente utilizando el
mismo método de extraccibn de DNA utilizado en este trabajo
(DNeasy Tissue Kit, Qiagen). Niveles de deteccién mas bajos
solamente se han descrito tras varias horas de enriquecimiento de la
muestra en ensayos con E. co/f O157:H7 en leche (Bohra ¢ 4/, 2001) o
Salmonella spp. en carne (Kimura ef al, 1999). A la vista de estos
resultados la reaccién de RTi-PCR multiple disefiada en este trabajo, es
eficiente para la deteccién simultinea y automatizada de Salmonella spp.,
E. coli O157:H7 y Sta. anreus.

En cuanto a la implantacién de esta metodologia como técnica
rapida en el analisis rutinario de alimentos, cabe sefialar que la legislacion
actual exige la ausencia de Salmonella spp. en 10 6 25 g de alimento y
recomienda los mismo parimetros para E. ¢/ O157:H7. Lo mismo
ocurre para L. monocytogenes, en aquellos alimentos que permitan su
desarrollo, y para S7a. aurens en determinadas conservas y carnes. Este
requetimiento no puede cumplirse mediante la deteccién directa con
RTi-PCR, a pesar de la buena sensibilidad demostrada en este trabajo, ya
que existe una limitacién en el tamafio de la muestra que puede
analizarse por PCR. Ademais, la cuantificaciéon directa de los patégenos
puede sufrir desviaciones con respecto a la cantidad real debido a la
incapacidad de la PCR para diferenciar entre microorganismos vivos y

muertos. Para soslayar estos inconvenientes se introdujo un paso
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enriquecimiento en agua de peptona, observindose que en tan sélo 6
horas se conseguia la deteccién por RTi-PCR multiple de hasta 1 célula
de cada uno de los patégenos en 25 g de alimento, ajustindose de este
modo a la normativa vigente para garantizar la ausencia de Salmonella y E.

colf O157:H7.
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VI. CONCLUSIONES






CONCLUSIONES

1.- La comparacién de los cuatro métodos comerciales de extraccién de
DNA, realizada en base a la sensibilidad en la deteccién por PCR de E.
coli O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella y Sta. aureus, ha demostrado que
existen diferencias significativas entre ellos, tanto en funcién del
patégeno como de la matriz en la que se encuentran. El método DNeasy
Tissue Kit (Qiagen) ha resultado el mas eficiente para la extraccién de

DNA de los cuatro patégenos, en las tres matrices vegetales ensayadas.

2.- Para la deteccién cuantitativa de E. coff O157:H7, L. monocytogenes,
Salmonella y Sta. aurens se han puesto a punto las reacciones de RTi-PCR
con cebadores seleccionados de la bibliografia. Tras optimizar las
condiciones de reaccién, los ensayos de RTi-PCR en muestras
inoculadas, han mostrado un limite de cuantificacién y deteccién de 102
ufc/g, para los cuatro patégenos, cotroborando los niveles establecidos
con DNA y cultivos puros. Este valor es un orden logaritmico inferior al
establecido para PCR convencional en alimentos, demostrando la mayor

sensibilidad de la RTi-PCR en la deteccion de patégenos.

3.- La aplicacién directa de la RTi-PCR en alimentos de contaminacién
natural ha permitido cuantificar los patégenos presentes en el 67 % de
las muestras positivas por PCR convencional, revelando que Salmonella y
E. coli O157:H7 se encuentran en niveles de 103 ufc/g, L. monocytogenes de
102 ufc/g y Sta. aurens de 10 ufc/g y que las muestras restantes (33%)

presentaban niveles inferiores a 10 ufc/g.

155



4.- Al comparar la RTi-PCR directa con el procedimiento mini-VIDAS
para la deteccion de E. wli O157:H7, L. monocytogenes y Salmonella en 328
muestras de alimentos de contaminacién natural, se concluye que ambas
técnicas presentan una especificidad similar pero la RTi-PCR se
comporta mejor en cuanto a “sensibilidad” y “seguridad” atin asumiendo
que su aplicacién directa, sin enriquecimiento, estara ofteciendo un
resultado sesgado con posibles “falsos negativos”. Queda demostrada la
utilidad de la RTi-PCR como técnica diagnéstica para la deteccién de

patégenos en alimentos.

5.- En base a los resultados obtenidos, proponemos la RTi-PCR para su
utilizacién como método de rastreo de los patégenos investigados en el
analisis de alimentos. Es una técnica rapida y sensible que permite
completar el analisis en unas 5-6 horas, en lugar de las 24-72 horas que
requieren otras técnicas como el mini-VIDAS, con lo que resulta mas
adecuada para el anilisis rutinario de alimentos. Sélo las muestras
negativas se analizarian por PCR, tras enriquecimiento, para asegurar la

ausencia del patégeno.

6.- Se ha disefiado un nuevo sistema de cebadores y sonda TagMan
especifico para Salmonella, con valores de Tm (80,2 £ 0,1 °C) y Cr (14,81
* 0,52) muy similares en las 198 cepas ensayadas, y limite de deteccién
de 1 cél o eg/reaccidn, lo que demuestra su validez pata la deteccién de
Salmonella spp. Ademis, en su aplicacién en muestras de alimentos de
contaminacién natural, ha conseguido resultados iguales e incluso

mejores que los obtenidos con los cebadores disefiados por Hoorfar ef
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al., (2000) udlizados en este estudio para la deteccion de Salmonella en

alimentos de contaminacidén natural.

7.- Combinando el sistema TaqMan disefiado para Salmonella spp. con los
previamente utilizados para E. coli O157:H7 y Sta. auress, se ha puesto a
punto una reaccién de RTi-PCR multiple que incluye 6 cebadores y tres
sondas, marcadas con VIC, NED y FAM, que permite la deteccion
simultinea y cuantitativa de los tres patégenos, con un limite de
deteccién de 10 eg/reaccién, para cada uno de ellos, demostrando la

misma eficiencia que las correspondientes reacciones simples.

8.- La aplicacién de la RTi-PCR multiple, tras un paso enriquecimiento
de tan sélo 6 horas en Agua de Peptona Tamponada, ha permitido la
deteccién de hasta 1 célula de cada uno de los patégenos en 25 g,
mediante ensayos en muestras de alimentos inoculados. Por lo tanto,
queda demostrada su validez como técnica analitica para ajustarse a la
legislacién cuando se exige “ausencia” del patégeno, como es el caso de

Salmonellay E. coli O157:H7 o de Sta. anress en algunos alimentos.
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VII. ANEXOS






ANEXO I. Normas ISO citadas en este trabajo






ISC 11290-1:1996 Microbiology of food and animal feeding stuffs --
Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenesr -- Part 1: Detection method. International Organization for
Standardization, Geneve, Switzetland.

ISO 11290-2:1998 Microbiology of food and animal feeding stuffs --
Horizontal method for the detection and enumeraton of Listeria
monocytogenes -- Part 2: Enumeration method. International Organization
for Standardization, Geneve, Switzerland.

ISO 6888-1:1999 Microbiology of food and animal feeding stuffs -- Horizontal
method for the enumeration of coagulase-positive staphylococci
(Staphylococcus aureus and other species) -- Part 1: Technique using Baird-
Parker agar medium. International Organization for Standardization,
Geneve, Switzerland.

ISO 6888-2:1999 Microbiology of food and animal feeding stuffs -- Horizontal
method for the enumeration of coagulase-positive staphylococci
(Staphylococcus aurens and other species) -- Part 2: Technique using rabbit
plasma fibrinogen agar medium. International Organization for
Standardization, Geneve, Switzerland.

ISO 16654:2001 Microbiology of food and animal feeding stuffs -- Horizontal
method for the detection of Escherichia coli O157. International Organization
for Standardization, Geneve, Switzetland.

ISO 6579:2002 Microbiology of food and animal feeding stuffs -- Hotizontal
method for the detection of Salmonella spp. International Organization for
Standardization, Geneve, Switzerland.

ISO 6888-3:2003 Microbiology of food and animal feeding stuffs -- Horizontal
method for the enumeration of coagulase-positive staphylococci

(Staphylococcus anrens and other species) -- Part 3: Detection and MPN
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technique for low numbers. International Organization for Standardization,
Geneve, Switzerland.

ISO 16140:2003 Microbiology of food and animal feeding stuff — Protocol for
the validation of alternative methods. International Otganization for
Standardization, Geneve, Switzerland.

ISO 11290-1:1996/AM1:2004 Microbiology of Food and Animal Feeding
stuffs — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes — Part 1: Detection. Amendment 1: Modification of the isolation
media and the haemolysis test, and inclusion of precision data, (2005). EN
ISO 11290-1:1997/A1:2005, International Organisation for Standardisation,
Geneva.

ISO 20836: 2006 Microbiology of food and animal feeding stuffs - Polymerase
chain reaction (PCR) for the detection of food-borne pathogens -
Performance testing for thermal cyclers. International Organization for
Standardization, Geneve, Switzetland.

ISO 20837: 2006 Microbiology of food and animal feeding stuffs - Polymerase
chain reaction (PCR) for the detection of food-borne pathogens -
Requirements for sample preparation for qualitative detection. International
Organization for Standardization, Geneve, Switzerland.

ISO 20838: 2006 Microbiology of food and animal feeding stuffs - Polymerase
chain reaction (PCR) for the detection of food-borne pathogens -
Requirements for amplification and detection for qualitative methods.

International Organization for Standardization, Geneve, Switzetland.
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ANEXO II. Detalle de los resultados de cuantificacion de las muestras
que resultaron positivas por alguna de las técnicas empleadas para los

cuatro patégenos investigados






Tabla 34. E. coli0157:H7

Acelga

Agua Pozo

Agua Riego
Brocoli congelado
Brocoli congelado
Brocoli congelado
Brocoli congelado
Brocoli congelado
Brocoli congelado
Brocoli congelado
Brocoli escaldado
Calabacin Rodajas
Cebolla

Cebolla

Col Milan Salima
Col picuda

Col picuda
Endivias
Ensalada Crudites
Ensalada Escarola
Ensalada Gurmet
Ensalada Milenio
Ensalada Variada
Espinacas
Lechuga Iceberg
Lechuga Iceberg
Lechuga Iceberg
Lechuga Romana
Lechuga Romana
Pac Choi
Pechuga
Pimenton
Pimiento amarillo
Pimiento tiras
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Pollo plancha

R Rocket

Rucéla

Mini-
VIDAS

nd

nd
nd
nd
nd

nd

nd

nd

nd

Labl
PCRa

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
J’_
+
J’_
J’_

nd
nd
nd
J’_
J’_
J’_
nd
J’_

nd
nd

RTi-PCR be

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
845
1416
7219
3945
nd
nd
nd
0
35.2
0
12
nd
1.7 x 104
nd
nd
nd
152
nd
0
0
0
20
2693

nd
nd
nd
nd

730
562

nd

PCRa

+

+ 4+ 4+ +

T i i i A e A e T e e T e i s i e S

Lab2

RTi-PCRbc

99
0
0
3060

2,1 x 106

2188
662
710
1532

6375

4197

328
0
0
0
0

29
nd

2,44 x 104

nd
nd
nd
0
6728

15
3340
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Tabla 34. (Continuacidn)

Labl Lab2
Mini- © pRa  RTi-PCR be PCRa RTi-PCRb-c
VIDAS
Rucola . + 85.8 + 0
Rucola nd + 2.5x 104 + 3.2x 104
Tomate . + 13956 nd nd
Tripa de pollo - + 310 + 0

Sombreado, muestras que se han incluido en el analisis estadistico; nd, no determinado
aResultados de PCR convencional utilizando los cebadores PT2/uidAR

bResultados de RTi-PCR utilizando los cebadores uidAF/uidAR y la sonda uidAP
oCuantificacion en funcion de la curva patron de DN A purificado en eg/g
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Tabla 35. L. monocytogenes

Alcaparras

Apio Rodajas
Aros Cebolla
Berenjena Rodajas
Berenjenas
Brocoli congelado
Brocoli congelado
Brocoli congelado
Brocoli congelado
Brocoli congelado
Brocoli congelado
Brocoli congelado
Brocoli congelado
Brocoli escaldado
Calabacin

Cebolla

Cebolla

Col picuda

Col picuda
Empanadillas atin
Endivias
Ensalada Atan
Ensalada Crudites
Ensalada Escarola
Ensalada Estacion
Ensalada Gourmet
Ensalada Italiana
Ensalada Italiana
Ensalada Jamon
Ensalada Mesclun
Ensalada Radiccio
Ensalada Rucola
Ensalada Rucola
Ensalada Variada
Flamenquin York
Judia IOmm
Lechuga

Lechuga Iceberg
Lechuga Iceberg
Lechuga Iceberg
Lechuga romana
Pavo blanqueta

Mini-
VIDAS

e e S s S S S S S S

nd

nd

nd
nd

Labl
PCRa

nd
nd
nd

RTi-PCRb

nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd

PCRa

+

+ o+ o+

4+ttt

_l’_ '

e T T S

+

0
nd
nd

0
675
nd

1494
530
2022
nd
370
426
nd
20
256
nd

201
25

19

102

nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
142
90
nd
33
100
nd
454
nd

323
nd

RTi-PCRbe
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Tabla 35. (Continuacion)

Pechuga pollo
Pimiento amarillo
Pimiento amarillo
Pimiento amarillo
Pimiento rojo
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Redina
Romanescu
SanJacobo

San Jacobo

Sopa juliana
Surimi trozos
Zanahoria

Mini-
VIDAS

J’_

I

+ o+ +

+ o+ 4

Labl
PCRa

nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd

nd

J’_

RTi-PCRb

nd
nd
nd
nd
+
+
J’_
nd
nd
nd
J’_

nd
J’_

nd
+

J’_

J’_

PCRa

+ o+

o+ + o+

+ o+ + o+

J’_

Lab2
RTi-PCRbc

nd
278

nd
nd
73
61
89
nd
nd
nd
nd
nd

431
108
29

0
32
0
893

Sombreado, muestras que se han incluido en el analisis estadistico; nd, no determinado
~Resultados de PCR convencional utilizando los cebadores hlyF/hlyR

bResultados de RTi-PCR utilizando los cebadores hlyF/hlyR y la sonda hlyP
oCuantificacion en funcion de la curva patrén de DNA purificado en eg/g
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Tabla 36. Salmonella spp.

Aji/CBC especias
Artesana Pollo
Brocoli

Brécoli

Brocoli

Brocoli

Brocoli congelado
Brocoli congelado
Brocoli congelado
Caviar

Caviar

Caviar

Cebolla

Cebolla

Chili

Col picuda

Col picuda
Coliflor
Coli-Rabano
Conserva Cebolla
Ensalada Escarola
Ensalada estacion
Ensalada estacion
Ensalada Italiana
Ensalada Mesclun
Ensalada Radiccio
Ensalada Radiccio
Ensalada Rucola
Ensalada Rucéla
Ensalada Vips
Ensalada variada
Espinacas
Espinacas
Golosinas
Lechuga

Lechuga Iceberg
Lechuga Iceberg
Lechuga Iceberg
Lechuga Romana
Lechuga Romana
Materia Orgénica
Mejillon

mini-
VIDAS

Labl
PCRa

RTi-PCRbc
0

6042
7150
0
0
543
12
205

-

nd
nd

15900
7300

11915
11400

1915

nd

nd
nd
3100
15300
1612
1318
17

nd

nd

nd
2970

36
67
nd

POR3

J’_

e T T i T

I e e

+ o+ o+t

Lab2
RTi-PCRbe

0
19
6152
6760
0
0
410
19
140
3520

261
7700
nd

16628
6930

12000
10996

2003
28
nd
180
nd
nd

2710

11945

1551

1230

2780
nd
nd

3320

15

35
nd
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Tabla 36. (Continuacién)

Morrison Little
Pavo blanqueta
Pavo blanqueta
Pechuga
Pechuga Pollo
Pechuga Pollo
Pimenton
Pimenton
Pimenton
Pimenton
Pimentén
Pimenton
Pimenton
Pimenton
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Pimiento tricolor
Pimiento verde
Rucéla Selvatica
Tripa de pollo

mini-

VIDAS

A+

_j’_ .

+
+
+

Labl

PCRa RTi-PCRbc

+ 10
+ 2355
0
+ 0
+ 3425
+ 3998
nd nd
nd nd
nd nd
+ 105
+ 0
0
0
0
: 0
+ 950
+ 300
+ 125
+ 172
nd nd
+ 0
+ 683

PCRa

+ 4+ + + ++

+ o+

+ o+ o+ 4

+
+

Lab2
RTi-PCRbe

0
2450
0
0
3926
4612

coococococR 33

1138
270
99
167
nd
29
456

Sombreado, muestras que se han incluido en el analisis estadistico; nd, no determinado

aResultados de PCR convencional utilizando los cebadores JHOL/JHOR

bResultados de RTi-PCR utilizando los cebadores JHOL/JHOR y la sonda JHOP

oCuantificacion en funcion de la curva patron de DNA purificado en eg/g
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Tabla 37. Sta. aureus

Alcaparras
Apio en rodajas

Brocoli congelado

Caviar
Caviar
Caviar

[ Empanada Atan
Ensalada Atin
Ensalada Italiana
Ensalada Jamén
Espinacas
Huevas Mujol
Judia IOmm
Lechuga Iceberg
Lechuga Iceberg
Lechuga Romana
Lechuga Romana
Pavo blanqueta
Pimiento rojo
Pimiento rojo
Pimiento tricolor
Pimiento verde
Pollo
R. Rocket
Rucola
Surimi
Zanahoria
Zanahoria

Sombreado, muestras que se han incluido en el analisis estadistico; nd, no determinado

Labl

Recuentos

<100

PCRa

o+ o+ o+ + o+

J’_

+
+

+

PCRa

=]
o

o+ + +++ o+

Lab2
RTi-PCRb®

0
14
3
nd
nd
nd
0
nd

nd
0
55.3

28
nd
49

80
nd
nd
51
nd
59
26

~Resultados de PCR convencional utilizando los cebadores 5F/465R
bResultados de RTi-PCR utilizando los cebadores 5F/465R y la sonda nucP402
oCuantificacidon en funcion de la curva patrén de DNA purificado en eg/g
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ANEXO III. Articulos publicados (o en proceso de publicacién) con los

resultados de este trabajo
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ABSTRACT

Four commercial DNA citractven awthodt. PrrpMxo Ultra (Appkrd Bto*yttrnin>. IntoGcoe Mxtnx iBooRad). DNcosr,
Tiwue lut iQu”cni. and UltnCleun iMoBio). wrrr emed fiar PCR dctrcooc of Listeria memocytogenes. Escherichia coB0157t
H7. Sabnonetia. and Sltgrkyloccccus aureus in fmh. mumaUy proetmed vegetables For cocuparan"e purpotet. seufitmty

uayi withipeiiic PCR* »r«r carnrd out jftrr DNA extraetioa with (lie four nrtkodr in prca pcpprt broccoli. arad onios

iraficully uoculated »tth the four palhogens «eparalcl) A» confirmed b> Oatmncal analym. the DNcacy Timoe lut rendered

the hoghest «antivity valari in tbr three raatncet auayed for Salmonelta, L. monocytogenes, and E coli 0157:H7 and in

onion for 5. aureus. Decpitr heing tbe most rxpeusne of Iba methodx cor»pared- the DNrasy Tisrae Kxt cu be succescfuHy
jpplied for nny of the four moct commemly studied puthogen». thus aaving tuse and cnvrall reducing the ccut of the anatjra.

The PCR is a molecular approach that is currently weil
established as a rapid. sensitice. and spedfic Jeteelian tech-
nique. In the lasl 10 yejrs this technique has hevn applied
mere frequently to the detection of foexfoome palhogens in
food as an altemative to tralitional time-consuming culture-
based techniques. Hmeever. limitations of PCR methods fcr
detection of bacterial palhogens in food also are well
known. Among these, the inhibition of the amplification
reaction is one of the most limiting factors and can cause
complete reaction failure. lealing to false-negalive resulte
or reduced sensiti vity of detection. Inhibition might be driv-
en by interference with the oell Ivsis necessary for DNA
extraction, by nucldc acid Jegradation or capture, and by
inhibition of the polymerase activity necessary for ampti-
tication of the target DNA {22). Organic and phenolic com-
pouods and polysaccharides are among the inhibitors av
sociated with vegetable foods. A suitahle DNA extraction
pnxedurc woukl is needed to overoome inhibition of nu-
cleic acid amplification. Experimentation has revealed that
more laborious extraction methods pnovide higher yields of
puier DNA. particularly from oomplex samples such as sed-
iments and foods (}, 23) However. for rcutine mkrobio-
logical analyses of food. rapid and standardizad extraction
methods are Jesirable lo allow high sample throughput.
Several commercial kits have been developed to meet these
requirements and are fving progiessively employed in
PCR-based detection studies. Comparativa assays of the ef-

* AUIK< for oonespondaice. Tel: * 14 % 3900022: Fat: + 34 96
3939301: E-raail: roia.amir'ituvei.

ficiency of these methods have focused on food matrices,
such as maize. vegetables i7) animal specimens (72). and
single palhogens such as Salmonella entérica Enteritidis
from poultry (6) and from environmental substratos 1;4),
Yeminia enterocoiirica from meat (15), Listeria monocy-
togenes from meat and other focd types (2. 3), Escherichia
coli O157:H7 from cattle manure (22) and food samples
(9), Staphylococcus aureus from raw meat and meat prod-
ucis (1) and Salmonella TVphimurium from swine feces
(S). Results of these studies are difficult to compare because
difieren! commercially available kits are usually used to
assay single palhogens. However, in food safety analvsis
usually more than one bacterial pathogen can be found in
a sample. and rates of recovery may differ tvtween micro-
bial species (23) Thus. a single rapid and standardiza!
DNA extraction metbed that wotks efiicientlv for a variety
of foodborne pathogens would be very helpful for use with
PCR-based food analysis methods.

In receiii years. the demand fcr fresh fruits and vege-
tables has jncreased worldwide because of the awareness
of the health benefils associated with eating fresh produce
(13). However. outbreaks of foodborne diseases associated
with fresh minimally processed vegetables have been attrib-
uted to Salmonella and £ coli 0157:H7 (21) These palh-
ogens are not frequently found on produce but are of greot
concern lo public health because of the severe consequenc-
es derived from infection by these organisms. L monocy-
togenes is among the emerging foodborne palhogens that
can contaminate a variety of focd produets. including veg-
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ABSTRACT

In Rus warfc i new mutaplex nngle to* real t*ne PCR approach ii prrsented far Rie d««ton ai
Itdantara cok 01S7:H/ totaoaeile spp and Staphyioaoctvs artas tiie ai Rie more foquen food
sornebaaeruf palhogensrturatenaiiynnlprd n i vanrty of faod mjtncei Thestody xrkidrs
the daigp and sprcRianr trtnp of a new prsner and proor specRic fcr SaknoaeMa spp ifcacton
conchnen * nt adrusfed for the ssnukanraus amphfkam and detonan ai qieciic fcagments m the
|l ghicurondisriiadA. £ cok; and Thermantoeast inuc Staasrais)(aies. and tnthe rrphcanon anpn
sequencr anC.iakaoaHla qp i Mehmg curve ana.yus usngaSY BILreen IRTIPCR approach Riowed
chnctenstK /% valies demoratras qg the qrcRk and rffiaent ampMecation oi the three iragmnts
Vubsequentty a lagMan Rt H.I approach utas sertJed uong RAM NO and VK flinrrscenky labdled
specRic pnobes for an auteuruted detection k was equa&v senatne thm unplex Rli KJj reactions n
lia arete and £ cok 0157:H7. uoi; same amamts ai purRied DMA and alowed defcctmn af 10
gencroe equivalen* si the presente of 102 or 10* gename equrvalms ai the other two pithogera
Pinahtc II eos tested n artRfcialy moculated fosh mxumaky pro.roed vegetable* reveahpg a
sentmty af lo’tKUg'l each <dthese pithogms in ditect detection. foleming DMA extraction wsh
DNeasy Tasue fct iQagrn; The nudaplex RTI-FCR devdaped vaeedthe senmvity reccgnsed fer PCR
in food and t alows a tigh throughput and jutenuiarv thus Ris pramtsmg as a rapid and cosi
efiectne test far the faad indusry

C 2001 Osmer Ud Al nghts resetved

lacaleed. sefMimiiing baciatal Mection of the intestinal epithe-
litun known as ‘ non-typhoEl salinanel enis“ or 'gaslroentaRis"

In recen! yetn. the growing consumption ti fresh. mMmaly
processed vegetables has lead to an inciease in the numfaei of
outbreaks of food-borne disease kniced to lesh produce (Anon.
2002). Agricultural irrigacion wkh wastewatet that can be raw
treated and/ot partialy diuted. is a caminen pcactice worldwide
and comiituteslhe main ionice af puthogen contamination (Tbze.
2006). Thaefcxe. frah or ninimalty processed vegetables whict
are often caten raw or mimtruly processed. can ccmpromise
consuma health safay. The musi common bacterial enteropatho-
gen* Associated with fruis and vegetaties are SnEmondia spp
(Thunberg et rd,2002) md£ahe»fthiacofi0157:H7(RangH et aL
2005). They are considaed among the oigantsms that are most
likdy lo cause an outbreak and thaefoie need lo be sludied for
produce safety (Bucle et al, 2003) Satmcmeltu h responsiMe for a

*CattifotOtt HChot a. Hrpurumco de auMcadopU hurawa dr
Ag/aqumu y Tmotopa it tos Atonia. Apurado dt Canos 73. E-46100
WryiUK VItoWM, Spaw Td..*34W 3900022 tn *34963636301
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and a systemk Infeakm known as 'lyphoid* ar “enteric feva"
with severe cmuequem.es The incidem e of typhoid salmonelosis
Is stabfe. with voy few cases in developed countries. bul cases of
non-typhoid salmane)lcnés are Inueasing worldwide (Cania del
Palillo. 2000) £ rol 0 157«7 is the most Uuagenic serotype of
the genus and is an imporLant cause ci diarrhoea. honorrtiagic
collis and haemofylie-urestm syndrome worldwide. assodated
with hdgh mortalky retes of belween 101 and 40t (Chen and
Frankel 2005)
moniy assodated with staphyiocuccal focxl pdsoning It is usuaMy

aumu is the spedes most can-

found Inready-lo-eat foods sime contamirvetiun frequently ocvurs
through impropa handlmg. and between upto30Xand 50* ci the
human population carnes Saatrae as cexnmeitsaistLe Loir et ai,
2003) All three palhogens are among the food-bome bacteria
currentlyobserved ki a wide tange of food producis sime they are
frequently reponed as the causatiw agents ki lood potscxung
Furlhesmore. they are the human pathqgen* that cause the most
econorrically importanl food-bune diseases thraughaut the

world
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System as Predictive* Tools for the Routine Detection

of Salmonella spp. in Naturally Contaminated Food Products
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Abstr»ct In the presa* work, we have cvaluated a real

ame polJymerase diain reaction-basad metwd (RTi-PCR) as
aroutine laboratory test, by comparing the resulte obtained in
two laboratorios wkh the mini-VID ASSLM (bioMérieux).a
standard acoepted tmmunoenzymattc (enzyme- bnkod iinmu-
no*» bent assay) inethod currently used in fbe food industry.
To iiat aim, a set of 141 naturaBy oontaminatod food
samples were analyred after an enrkthmei* step by conven-
tional PCR and mau-V IDAS and pnor to the onrichinent by
RTi-PCR. Readts froin both laboratorios were statistically
analyzed using toe kappa cocfficients, which indicated a
perfect agroonert between toem. Outofthe 141 samples, 11
were positive for Salmonelh detection by mini-VIDAS, 33
by ooovenional PCR in Labl, and 44 n Labl Twenty-
eiglit of tiiem testod positivo by RTi-PCR inLabl and 31 in
Lab2. In order to use the evaluaCed methods as a diagnostic
test, their predictive capacrty was analyzed on he hasis of
their poaidve and negRive predictive values, calcukated
using the result obtained—after enrichment—by conven-
tional PCR as toe “gold standard.” Both positivo and
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negairve predictive valties were higher for RTi-PCR than
todse obtained for mini -VIDA S, indicating good performance
ofthe RTi-PCR tochaique—appKod without enridunont—in
tae detection o  Sahume Bu in food producte. Overall, resulte
obtained in this study on natunlly contaminjtod food
ptoducte highlightud that RTi-PCR without enrichment is a
better predictive tool than mini-VIDAS.

Keywords Salmonella spp. -Mini- VIDAS SLM PCR -
RTi-PCR Food

Introductioa

Salmonella spp. is one of the most common and widdy
distrihuted foodborne puthogens. It oorwtitotes a inajor
pubbc healii huiden and represente a significar* oo& in
inany oountries (WHO 2003). The reservon for this
pathogen is intinly tic ga*rv>intestkvwl tract of maitines
and birdt often adopting asyinptorflafie infccfion (Bkumlet
ct al. 2000; Guard-Pekter 2001). Consumption of oontam-
inatod eggs, meat, and meat producis is Ose tnain cause for
salmonelosis outbreaks. However, in recont years, the
growing ooosumptiun of ready-to-eat producte has lead to
an incoase in the number of aknooellosis outfcreaks linked
to difierent kinds of food producte induding fresh produce
(Anoén 2002). This kind of product cai be oontaminatod due
to agricultural irrigatioo with wastewater, which can be raw,
fieated, andor partially dilutod (Toze 2006).

The standard culture method (ISO 2002) to detect
Salmoneiki in food producte requires between 4 and 3 days
to obtain presumptive positivo or negative resulte (ISO
1998, 2002) and can talce up to 7 days depending on the
realization of biochemical and scrological oonfirmatioas
(Vander Zee and Huis in't Vdd 2000). As an alternativo to

UBphfv
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