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La detección y cuantificación de microorganismos patógenos en alimentos es 

uno de los grandes retos a los que se enfrenta la industria alimentaria 

actualmente. Para ello, la aplicación de controles microbiológicos 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 detección de patógenos en alimentos se basan en el aislamiento e 

identificación 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 inmunológicos y los de 

PCR. Entre los primeros, el VIDAS® es uno de los más 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 

precisión. La PCR a tiempo real (RTi-PCR), además, ofrece la posibilidad de 

cuantificar los microorganismos presentes en la muestra automatizando el 

proceso, lo que permite procesar un número elevado de muestras, reduciendo 

los problemas de contaminaciones posteriores.

En este trabajo se ha aplicado la RTi-PCR, para la detección de E. coli 

0157:H7, L. monogtogenes, Salmonella spp. y Sta. aureus, evaluándose asimismo su 

utilidad como prueba diagnóstica en el control microbiológico de alimentos. La 

comparación de cuatro métodos comerciales de extracción de DNA, realizada 

en base a la sensibilidad en la detección por PCR, demostró que el método 

DNeasy Tissue Kit es el más eficiente para la extracción de DNA de los cuatro 

patógenos, en las tres matrices vegetales ensayadas. La aplicación directa de la 

RTi-PCR en muestras de alimentos de contaminación natural permitió la 

cuantificación de los patógenos presentes en el 67 % de las muestras que 

habían resultado positivas por PCR convencional tras el enriquecimiento 

correspondiente, revelando que Salmonella y E. coli 0157:H7 se encuentran 

generalmente en niveles de 103 ufc/g, jL monocytogenes de 102 ufc/g y Sta. aureus
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de 10 ufc/g. Las muestras restantes (33%) presentaron niveles inferiores a 10 

ufe/g. La comparación de la RTi-PCR directa y el procedimiento mini-VIDAS 

para la detección de E. coli 0157:H7, JL monocytogenes y Salmonella determinó que 

ambas técnicas presentan una especificidad similar pero la RTi-PCR se 

comporta mejor en cuanto a “sensibilidad” y “seguridad” aún asumiendo que 

su aplicación directa, sin enriquecimiento, estará ofreciendo un resultado 

sesgado con posibles “falsos negativos”. En base a estos resultados, se 

propone la utilización de la RTi-PCR como técnica para rastrear la presencia de 

patógenos en el análisis rutinario de alimentos ya que ha demostrado ser una 

técnica rápida y sensible que permite completar el análisis en unas 5-6 horas, en 

lugar de las 24-72 horas que requiere el mini-VIDAS. Sólo las muestras 

negativas se analizarían por PCR, tras enriquecimiento, para asegurar la 

ausencia del patógeno.

Además, se diseñó un nuevo sistema de cebadores y sonda TaqMan 

para Salmonella spp. comprobándose su especificidad y sensibilidad en la 

detección en alimentos por RTi-PCR. Combinando este sistema con los 

ensayados para E. coli 0157:H7 y Sta. aureus, se ha puesto a punto una reacción 

de RTi-PCR múltiple para la detección simultánea y cuantitativa de los tres 

patógenos. La aplicación de la RTi-PCR múltiple, tras un paso enriquecimiento 

de tan sólo 6 horas permite la detección de hasta 1 célula de cada uno de los 

patógenos en 25 g. Por lo tanto, queda demostrada su validez como técnica 

analítica cuando la legislación exige “ausencia” del patógeno en 25 g, como es 

el caso de Salmonella y E. coli 0157:H7 o de Sta. aureus en algunos alimentos.
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. IN T R O D U C C IÓ N





1. Patógenos en alimentos: importancia en la salud pública

Las infecciones e intoxicaciones asociadas al consum o de alimentos 

suponen una preocupación creciente a nivel mundial y, tanto la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) como las Agencias Europea y 

Española de Seguridad Alimentaria (European Food Safety Authority 

EFSA y Agencia Española de Seguridad Alimentaria y Nutrición 

AESAN) informan cada año sobre los agentes causantes de las 

principales toxiinfecciones de origen alimentario. Los datos aportados 

po r estas agencias, sugieren que en los últimos años se ha producido un 

ligero incremento en los casos de toxiinfecciones asociadas al consumo 

de alimentos. Según la OMS, (W HO, 1999 y 2002) uno de los principales 

motivos de este incremento es el aumento de las resistencias y la 

adquisición de nuevos factores de virulencia por parte de 

microorganismos que resultaban inocuos. Por otro lado, las mejoras en 

las técnicas analíticas permiten detectar nuevos patógenos previamente 

no considerados, lo que contribuye al aumento en la incidencia de 

toxiinfecciones asociadas a alimentos. Además, el cambio de hábitos 

producido en la sociedad actual que incluye comer de forma regular fuera 

de casa o la creciente demanda de comidas preparadas y alimentos 

mínimamente procesados, ha repercutido de forma notable en el 

aum ento del número de brotes de toxiinfecciones alimentarias.

/. 1 Contaminación primaria y  sus causas

La mayoría de los patógenos asociados a toxiinfecciones alimentarias 

son zoonóticos (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., Hscherichia coli o 

Campylobacter jijuni. O tros patógenos como Usteria monocytogenes se 

encuentran ampliamente distribuidos en el medio ambiente o forman 

parte de la miciobiota habitual del hom bre como Staphylococcus aureus. En 

estos casos, la contaminación de los alimentos se produce durante su 

procesado como resultado de defectos en las prácticas higiénicas.

Los animales de granja habitualmente resultan contaminados debido 

a la transmisión horizontal desde el ambiente en el que se encuentran 

sobretodo a través de otros animales contaminados, el agua o animales 

salvajes com o pájaros o roedores. Esta transmisión horizontal se ve 

favorecida por las condiciones de hacinamiento a las que se ven 

sometidos los animales en muchas granjas (Berndtson et al., 1996, Davies 

y Breslin, 2001). Tras su paso por la cadena de producción, los productos 

derivados de estos animales llegan al consumidor.

Generalmente, las toxiinfecciones alimentarias se asocian a alimentos 

de origen animal o derivados como productos cárnicos, huevos, 

productos lácteos, etc. Sin embargo, la creciente dem anda de productos 

más saludables por parte del consumidor, ha llevado, en los últimos años, 

al aumento en el consum o de ensaladas preparadas, frutas y verduras 

(Anón, 2007a). A  pesar de que el núm ero de brotes asociados a estos 

productos es m enor que los asociados a alimentos de origen animal, en 

los últimos años han aumentado de forma considerable (Doyle y 

Erickson, 2008). Este aum ento se debe principalmente a las nuevas 

prácticas agrícolas que perm iten disponer de todo tipo de productos 

vegetales a lo largo del año, y al riego masivo con aguas reutilizadas o 

procedentes de depuradoras que, en ocasiones, presentan niveles de 
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contaminación fecal po r encima de lo perm itido causando la 

contaminación de los cultivos. Todos estos productos se consumen 

habitualmente crudos y con poco o ningún procesado previo y m uchos 

de ellos llegan al mercado lavados, cortados y listos para el consumo. 

D urante el cultivo, la recogida, el transporte y el procesado posterior, 

pueden ser contaminados con patógenos de origen tanto animal como 

humano. Por todo ello, la contaminación de ensaladas, frutas y verduras 

durante su producción y procesado, puede desencadenar la aparición de 

grandes brotes extendiéndose a lo largo de amplias áreas geográficas 

(Everis, 2004, Sivapalasingam et al!, 2004). Además, se prevé que estos 

brotes sean cada vez más comunes debido al aum ento en la distribución 

global de los alimentos (Litde y Gillespie, 2008).

Los trastornos causados por los patógenos asociados a alimentos son 

principalmente de dos tipos:

i) Infección, 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 

patógenos que producen infecciones son Salmonella spp. y JL. 

monocytogenes.

ii) Intoxicación, se produce cuando la presencia del microorganismo 

durante el almacenamiento de los alimentos genera la acumulación de 

una o varias toxinas que serán las causantes de la intoxicación. Por 

ejemplo, JE. coli 0157:H 7, Shigella o Sta. aureus.

La EFSA recoge cada año, en un informe global, el núm ero de brotes 

de toxiinfecciones alimentarias así como el núm ero de personas afectadas 

por estos brotes. Este sistema comunitario para monitorizar y recoger
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información sobre zoonosis, se basa en la directiva de 2003/99/EC 1 

(Anón., 2003), que obliga a los estados miembros de la Unión Europea a 

recoger los datos de todos los brotes de zoonosis registrados. El último 

informe disponible, contiene los datos correspondientes a 2006. E n ese 

año, se registraron de forma generalizada los datos referentes a 8 agentes 

zoonóticos: Salmonella, Campylobacter resistentes al calor, JL monocytogenes, 

E. coli verotoxigénica, Mycobacterium bovis, Brucella, Trichinella y Echinococcus. 

Además, en función de la situación epidemiológica de cada país, se 

registraron también los datos referentes a Yersinia, Toxoplasma, Cysticerá, 

Sarcogstis, fiebre Q , y otros contaminantes de origen microbiológico 

como histamina, toxinas estafilocócicas y Enterobacter saka^akii.

Así mismo, se inform ó 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. E n  la Tabla 1 se detallan el núm ero de brotes y 

afectados en función del agente causante de los mismos. D e ellos, 

Salmonella es el patógeno que con mayor frecuencia se registra en la 

Unión Europea aunque se ha observado un ligero descenso en los 

últimos años. La campilobacteriosis es la segunda zoonosis más común 

causante de 1.304 casos. Sta. aureus fue el agente causal del 4,1 % de los 

brotes (236) y afectó a 2.057 personas causando dos muertes. E n  cuanto 

a E. coli verotoxigénica (patógena), fue la responsable del 0,8 % de los 

brotes y, aunque es uno de los patógenos más peligrosos, sólo causó una 

muerte. El núm ero de brotes de listeriosis registrados fue relativamente 

bajo (9), pero se trata de una de las toxiinfecciones más letales ya que el 

14 % de los afectados murieron.
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E n cuanto al tipo de alimento origen de estas toxiinfecciones, los más 

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

brotes. La carne y sus derivados, así com o el pescado y sus derivados, 

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

T a b l a  1 .  Agentes causantes de los brotes de toxiinfecciones alimentarias en la 
Unión Europea en 2006.

Agente
causante

Brotes Casos en humanos
N° % del 

total
General Hogar N° Ingresos

hospitalarios
Muertes

Salmonella 3.131 53,9 1.520 1.611 22.705 3.185 23
D esconocido 952 16,4 610 342 9.437 947 2
V irus 587 10,2 373 214 13.345 553 3
Campylobacter 400 6,9 116 284 1.304 65 0
Stapbylococcus 236 4,1 157 79 2.057 277 2
Toxinas 86 1,5 20 66 834 261 3
Clostridium 81 1,4 55 26 1.651 44 2
Bacillus 78 1,3 66 12 964 34 0
H istam ina 71 1,2 62 9 370 41 0
E. coli patógena 48 0.8 25 23 750 103 1
Shigella 33 0,6 19 14 138 22 0
Yersinia 26 0,4 11 15 604 15 2
G iardia 18 0,3 13 5 44 - 0
Trichinella 18 0,3 5 13 202 113 0
Listeria 9 0,2 5 4 120 89 17
O tros 9 0,2 5 4 31 2 0
Cryptospo ridium 7 0,1 4 3 59 0 0
Brucella 6 0,1 3 3 43 3 0
Flavivirus 6 0,1 2 4 26 25 0
Klebsiella 3 0,1 2 1 109 1 0
Streptococcus 2 <0,1 2 0 236 - -

E U  T o ta l 5.705 98,2 3.000 2.706 53.546 5.523 50
Sombreados los patógenos objeto de esta tesis.

1.2 'Estrategias de vigilancia y  control

Para prevenir las intoxicaciones y /o  infecciones causadas por 

patógenos asociados a alimentos es necesario controlar en qué punto de

7



la cadena de producción se produce la contaminación y el mecanismo 

por el que el patógeno puede transmitirse al hombre. E n este aspecto la 

estrategia tradicional de análisis del producto final ha dado paso al 

desarrollo del Sistema de Análisis de Peligros y de Puntos Críticos de 

Control (APPCC) adoptado por la Comisión del “Codex Alimentarius” 

(CCA). Este sistema permite identificar peligros específicos y describe 

medidas para su control con el fin de garantizar la inocuidad de los 

alimentos centrándose en la prevención. La Unión Europea establece los 

criterios microbiológicos para algunos de los patógenos más habituales 

en alimentos así como las indicaciones para poner en práctica estos 

criterios, dirigidas a la industria alimentaria (Anón., 2005).

Entre los patógenos que habitualmente se investigan en alimentos 

debido a su gran impacto en la salud pública están E. coli 0157:H 7, 

Salmonella spp., E  monocytogenes y Sta. aureus que serán objeto de estudio 

de la presente Tesis Doctoral. E n  la Figura 1 se muestra la evolución en 

el núm ero total de casos asociados hum anos causados por estos cuatro 

patógenos registrados en la Unión Europea en el periodo comprendido 

entre 2002 y 2006. E n  ella se aprecia el aumento constante de los casos 

asociados a E  monocytogenes aunque éste sigue siendo el patógeno con 

m enor incidencia. También se observa un ligero descenso en el núm ero 

de casos asociados a Salmonella y a Sta. aureus, debido a la mejora en las 

prácticas higiénicas incorporadas en los últimos años. Por otro lado, a 

pesar de que los casos de E. coli verotoxigénica se han visto 

incrementados en 2006, este aumento se debe a un brote puntual en la 

República Checa y, en general, la tendencia observada por la EFSA en 

los casos asociados a este patógeno es de un ligero incremento.
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F i g u r a  1 .  Evolución del número de casos de toxiinfecciones registrados en la 
Unión Europea desde 2002 a 2006 para E . coli verotoxigénica (—♦—), L . 
monocytogenes, (—?—), Salm onella  spp. (—0- ), Sta. aureus (* A - ) .

1.3 Escherichia coli 0157:H 7

jE. coli es una especie dentro de la familia de bacterias Gram 

negativas conocida com o Enterobacteriaceae. Esta especie forma parte de la 

m icrobiota intestinal de los humanos y de los animales de sangre caliente 

por lo que norm alm ente 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 detección e identificación de 

estos serotipos. Por su localización intestinal, esta especie se encuentra 

en gran cantidad en las heces de m uchos animales desde donde pueden 

contam inar tanto el suelo como el agua que son los principales vehículos 

de transmisión de la bacteria. D entro de esta especie existen grupos de
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cepas patógenas de las cuales la más toxigénica es el serovar 0157.H 7, 

que puede causar graves enfermedades alimentarias. E. coli 0157:H 7 fue 

identificada por primera vez como patógeno en 1982 (Riley et al, 1983) y 

su patogenicidad se debe a varios factores:

- Capacidad de producir toxinas similares a las de Shigella (también 

conocidas como verotoxinas). E n  este aspecto, E. coli 0157:H 7 es capaz 

de sintetizar las toxinas stx1 y stx2. Genéticamente, la secuencia de la 

primera es similar a la de Shigella, mientras que la stx2 presenta una 

variabilidad muy amplia de secuencia entre ambos géneros así como 

aproximadamente un 56 %  de similitud con la secuencia de la stxl 

(Melton-Celsa y O ’Brien, 1998). Ambas toxinas se encuentran 

codificadas en un  profago lamboide insertado en el genoma.

- Presencia de un plásmido de 60 M Da (p0157) que codifica para 

unas 35 proteínas entre las que se encuentra la hemolisina. Esta pro teína, 

con la ayuda de sistemas de transporte especializados, es capaz de utilizar 

las células sanguíneas del hospedador com o fuente de hierro (Law y 

Kelly, 1995).

La infección se transmite al hom bre principalmente a través del 

consumo de alimentos contaminados com o carne cruda o poco cocinada 

y leche. La contaminación fecal del agua y otros tipos de alimentos así 

como las contaminaciones cruzadas durante la manipulación, son 

también causas im portantes de infección. Los principales síntomas que 

se presentan tras la infección son dolores abdominales y diarrea que 

puede progresar a diarrea hemorrágica. La recuperación suele llevarse a 

cabo en unos 10 días pero cuando afecta a ancianos o niños, puede
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desencadenar el síndrome hemolítico urémico que se caracteriza por un 

fallo renal agudo y anemia hemolítica (Donnenberg et aly 2000).

Aunque la incidencia de las intoxicaciones causadas por este 

microorganismo es baja, en los últimos años se ha visto ligeramente 

incrementada. Los últimos datos disponibles en la Agencia Europea de 

Seguridad Alimentaria (EFSA) aportados por los países de la Unión 

Europea correspondientes al año 2006, recogen un total de 4.916 casos 

de toxiinfecciones asociadas a E. coli 0157:H 7, de los cuales 13 se 

produjeron en España.

1.3.1 Otros serotipos

La mayoría de los brotes de intoxicaciones causadas por E. coli se 

asocian al serotipo 015 7 , sin embargo, se ha descrito que las cepas 

causantes de gastroenteritis pueden pertenecer a más de 100 serotipos 

distintos (Posse et al.y 2008a). E n  el período comprendido entre 2002 y 

2006, considerando los brotes en los cuales se estableció el serotipo 

causante, el 66 % se asociaron al 0157 , el 20% a los serotipos 0 2 6 , 

0103 , 0 9 1 , 0145  y O I 11 y el resto (14 %) a otros serotipos (Anón., 

2007a). La incidencia de estos serotipos depende en gran media de la 

zona geográfica. Así, en el Reino Unido, la mayoría de los casos (83 %) 

se deben al 0157:H 7 (Lynn et al., 2005) mientras que en Alemania y 

Austria, este serotipo se asocia al 57 % de los brotes (Gerber et al., 2002). 

E n la mayoría de los países, no existen métodos normalizados para la 

detección de estos serotipos y al tratarse de cepas que fermentan el 

sorbitol, no se recuperan del medio SMAC utilizado para el serotipo 

0157:H 7. Recientemente, se han desarrollado y evaluado medios de
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cultivo específicos que permiten el aislamiento e identificación de estos 

serotipos (Possé el al’, 2008 a y b) lo que facilitará su inclusión en los 

criterios microbiológicos para los alimentos. Sin embargo, existen 

evidencias de que la capacidad toxigénica es dependiente de cepa y en 

m uchos de estos serogrupos O , coexisten cepas toxigénicas y no 

toxigénicas lo que dificulta aún más su identificación (Perelle et al, 2007). 

P o r todo ello, la EFSA recomienda la utilización de m étodos de 

detección molecular dirigidos a genes específicos de las verocitotoxinas y 

de los serotipos, combinados con el aislamiento de las cepas para su 

caracterización (Anón., 2007a).

1.4 Usteria monocytogenes

El género Usteria está compuesto por seis especies actualmente 

reconocidas: U  monocytogenes, U  innocua, U  ivanovii, U  seeligeri, U  mlshimeri 

y U  grayii. (Euzéby, 2008, h ttp ://w w w .bacterio .cict.fr/). D e entre todas 

ellas, solo dos especies se consideran patógenas, U  monocytogenes en 

hum anos y E  ivanovii en otros mamíferos. U  monocytogenes es una bacteria 

G ram  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 et al., 2001; W iedmann, 2002), la mayoría de los brotes 

comunicados a las agencias oficiales se deben a los serovares l /2 a , l / 2 b  

y 4b. Presenta gran capacidad de adaptación fisiológica a distintas 

condiciones por lo que U  monocytogenes se encuentra ampliamente 

distribuida en la naturaleza y ha sido aislada de una gran variedad de 

matrices incluyendo suelos, vegetación, materia fecal y aguas. Sin 
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embargo, los modelos descritos para este patógeno asumen que la 

principal vía de transmisión son los alimentos (Roucourt y Bille, 1997). 

Por ello, los m étodos de manipulación, tratamiento y conservación de 

alimentos, pueden causar la selección de determinados serotipos mejor 

adaptados a esas condiciones (Tasara y Stephan, 2006). La 

contaminación 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 núm ero en estos alimentos, su 

capacidad para crecer a temperaturas de refrigeración permite que se 

multiplique durante el almacenamiento.

La ingestión de alimentos contaminados por L. monocytogenes 

puede causar listeriosis, sobretodo en grupos de riesgo dentro de la 

población, al penetrar el microorganismo en el tracto intestinal 

estableciendo infecciones en zonas normalmente estériles del organismo. 

D esde allí es transportada por el propio sistema inmune del hospedador 

hasta otras zonas del cuerpo lo que desencadena fiebre, dolores 

musculares y en ocasiones, náuseas ó diarrea. E n recién nacidos y adultos 

con el sistema inmune debilitado, la infección puede diseminarse al 

sistema nervioso o a la circulación sanguínea y causar fiebre repentina, 

dolor de cabeza intenso, rigidez del cuello, confusión, meningitis y /o  

encefalitis. E n  mujeres embarazadas, causa infecciones con síntomas 

similares a la gripe que afectan al feto produciendo abortos. Aunque, se 

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

2000).

1.5 Salmonella spp.

D entro de las Enterobacterias, el genero Salmonella comprende 

actualmente 2.463 serotipos de bacilos G ram  negativos. La clasificación 

taxonómica de este género ha evolucionado a lo largo de los años. E n  

prim er lugar, basándose en el concepto “un serotipo-una especie” 

propuesto por Kauffm ann (1966), cada serotipo de Salmonella descrito 

era considerado una especie independiente. Posteriormente, la 

demostración, mediante hibridación D N A -D N A , de que todos los 

serotipos estaban relacionados genéticamente a nivel de especie (Crosa et 

al’, 1973), supuso el inicio del desarrollo de la nomenclatura del género. 

La única excepción descrita fue Salmonella bongori que demostró ser una 

especie independiente (Reeves et al., 1989). A partir de estos datos Le 

M inor et al. (1982a y b) propusieron el nom bre de Salmonella cholerasuis 

como nom bre de la especie y establecieron 7 subespecies (ari^onae, 

diari^onae, bongori, cholerasuis, houtenae, indica y salamae). Posteriormente, se 

determinó que esta nomenclatura resultaba confusa debido a que el 

nom bre “cholerasuis se refiere tanto a una especie como a un serotipo. 

Debido a esto, en 1987 Le M inor y Popoff, propusieron como nom bre 

de la especie Salmonella entérica y describieron siete subespecies 

denominadas ari^onae, diari^onae, bongori, entérica, houtenae, indica y salamae. 

Más tarde se propuso m antener esta nom enclatura pero considerando S. 

entérica subsp. bongori como una especie independiente denominándola S. 

bongori debido a sus diferencias genéticas con el resto de cepas. E n  la 
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Tabla 2 se muestran las especies y subespecies de Salmonella así como el 

núm ero de serotipos que se han descrito hasta el m om ento para cada una 

de ellas (Brenner et al., 2000).

Tabla 2. Especies, subespecies y serotipos de Salmonella y sus hábitats más 
frecuentes.
Especies y subespecies N° serotipos H ábita t

S. entérica subsp. entérica 1.454 Animales de sangre caliente

S. entérica subsp. salamae 489 Animales de sangre fría y ambiente

S. entérica subsp. ari^onae 94 Animales de sangre fría y ambiente

S. entérica subsp. diari^onae 324 Animales de sangre fría y ambiente

S. entérica subsp. houtenae 70 Animales de sangre fría y ambiente

S. entérica subsp. indica 12 Animales de sangre fría y ambiente

S. bongori 20 Animales de sangre fría y ambiente

Total 2.463

Esta clasificación taxonómica del género no ha sido oficialmente 

aceptada por la Comisión Judicial del Comité Internacional de 

Sistemática de Procariotas pero está siendo utilizada de manera 

generalizada en los estudios publicados en los últimos años.

La infección por Salmonella produce una gran variedad de 

enfermedades conocidas como salmonelosis. E n  este aspecto, es uno de 

los patógenos con mayor impacto en la salud pública y sus consecuencias 

representan un coste significativo para m uchos países. La patogenicidad 

de las bacterias de este género, varía en función 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 consum o 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 

síntomas de esta enfermedad son fiebres altas, dolor abdominal, diarrea, 

náuseas y vómitos. E n  los casos en los que afecta a ancianos o a niños, la 

deshidratación asociada, puede causar problemas graves e incluso la 

muerte. Aunque la salmonelosis es de fácil tratamiento mediante el uso 

de antibióticos, se ha observado un incremento en las cepas que 

presentan resistencias a los antibióticos, lo que dificulta su tratamiento 

(García del Portillo, 2000).

1.6 Staphylococcus aureus

Es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa con 

requerimientos nutricionales moderados. Las células son esféricas y se 

unen form ando 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 mayoría de las cepas 

de Sta. aureus producen enterotoxinas termoestables. La intoxicación 

asociada a este patógeno resulta de la ingestión de estas enterotoxinas 

que se forman y acumulan en los alimentos.

Los alimentos más frecuentemente asociados a intoxicaciones 

estafilocócicas son carnes, ensaladas, productos de pastelería y, en 

general, cualquier producto que sufra un proceso de manipulación ya que 

gran parte de la población es portadora asintomática de esta bacteria. La 

intoxicación estafilocócica genera un cuadro de vómitos y diarrea que se 

desarrolla entre 30 min y 8 h después del consumo del alimento 

contaminado. N o se trata de una intoxicación letal y suele remitir en unas 
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horas o días. Sin embargo, cuando afecta a grupos de riesgo como 

ancianos, niños o adultos inmuno-deprimidos, la sintomatología puede 

resultar más grave.

2. Detección de patógenos en alimentos

2.1 Métodos tradicionales

Los microorganismos patógenos se encuentran en los alimentos 

habitualmente en bajo núm ero y en condiciones no siempre favorables, 

debido a su carácter alóctono en los mismos y a los tratamientos de 

conservación a que han sido sometidos. Tradicionalmente, su detección 

se lleva a cabo mediante m étodos basados en el cultivo que requieren de 

la utilización de varios pasos de enriquecimiento, seguidos del 

aislamiento en medios sólidos selectivos específicos de cada patógeno, 

con tiempos que oscilan entre 24-48 h  en cada paso. Además, una vez 

aislado el patógeno, ha de confirmarse su identidad mediante pruebas 

bioquímicas lo cual alarga el análisis 24-48 h  más y, en muchas ocasiones, 

la identificación queda com o incierta, resultando el análisis no 

concluyente. Las normas europeas (EN) e internacionales (ISO) 

describen los métodos de detección y aislamiento para cada uno de los 

patógenos, además de determinar los límites máximos permitidos en los 

distintos tipos de alimentos. E n  la Tabla 3 se muestran dichos límites 

para los patógenos en estudio según el tipo de alimento así como la 

norm a E N /IS O  que los regula (Anón, 2007b).
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T a b l a  3 .  Límites permitidos para E. coli 0157:H7, E  monocytogenes, Salmonella spp., y Sta. aureus en disdntos dpos de 
alimentos y método analídco de referencia según las normas EN/ISO.______________________________________

P a tó g en o C ateg o ría  a lim en to L ím ites Fase de análisis M étodo  ana lítico  de 
refe renc ia11

E. coli 0157.-H7 Sin determinar EN /ISO  16654:2001
E  monocytogenes 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

Ausencia en 25 g Tras la producción EN /ISO  11290-1
100 ufc/g Vida útil en el mercado EN /ISO  11290-2

Alimentos listos para el consumo que no 
pueden favorecer el crecimiento de E  
monocytogenes

100 ufc/g Vida útil en el mercado EN /ISO  11290-2

Salmonella Carnes para consumo crudo o cocinado 
Gelatina, colágeno, quesos, mantequillas 
Cremas, leche en polvo y sueros 
Helados, huevos y derivados 
Alimentos precocinados con huevo crudo 
Moluscos, crustáceos, bivalvos crudos 
Frutas y verduras precortadas, zumos no 
pasterizados 
Condimentos y especias

Ausencia en 25 g Vida útil en el mercado EN /ISO  6579

Carne picada y/o separada mecánicamente Ausencia en 10 g Vida úül en el mercado EN /ISO  6579
Sta. aureus Queso fresco, leche en polvo y derivados 

Mariscos con concha, carne picada 
Frutas, verduras y hortalizas congeladas

100 ufc/g Vida útil en el mercado EN /ISO  6888-3:2003/ 
AC:2005

Leche cruda para consumo directo y derivados 100 ufc/ml Vida útil en el mercado EN /ISO  6888-3:2003
Leche cruda que se procesará 2000 ufc/ml Vida útil en el mercado EN /ISO  6888-3:2003
Quesos hechos a partir de leche cruda 10000 ufc/g Vida útil en el mercado EN /ISO  6888-3:2003
Semiconservas Ausencia/g Vida útil en el mercado EN /ISO  6888-3:2003

aVer Anexo I



Se describe a continuación brevemente el proceso de 

enriquecimiento y detección recogido en el m étodo analítico de 

referencia (E N /ISO ) para E. coli 0157:H 7, E  monocytogenes, Salmonella 

spp., y Sta. aureur.

2.1.1 E. coli 0157:H 7

Para la detección de E. coli 0157:H 7 según la norm a E N /IS O  

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 potásico 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 serológicamente.

2.1 .2E  monoytogenes

Para la detección de E  monoytogenes siguiendo las indicaciones de

la norm a E N /IS O  11290, se realiza un preenriquecimiento 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

continuación se realiza el aislamiento en medio Aloa (Ottaviani et al.,

1997) incorporado recientemente (ISO 11290-1:1996/AM1:2004, Anexo I)

para mejorar el aislamiento selectivo diferencial de E  monoytogenes con

respecto a los medios Palcam y O xford recomendados en la primera

norm a aprobada. E n  agar Aloa la identificación se basa en la actividad (3-

glucosidasa que atrapa al crom ógeno 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 detección de L. monocytogenes 

(Vlaemynck et al., 2000, Sacchetti et al., 2003, G reenw ood et al, 2005). 

Las colonias típicas se seleccionan para confirm ar su identificación 

mediante las tiras API-Listeria. Este proceso requiere de al menos 7 días. 

Existen, además, otros medios cromogénicos com o el RAPID L. m ono 

que se basa en la actividad PI-PLC que genera colonias azuladas para L. 

monocytogenes y L  ivanovii. Estas dos especies se diferencian posteriormente 

por la capacidad de fermentar la xilosa que presenta E  ivanovii. Aunque 

se ha recom endado la sustitución de los tradicionales Palcam y Oxford 

por estos nuevos medios cromogénicos, y se han incluido modificaciones 

en la norm a ISO  correspondiente, estudios recientes indican que la 

sensibilidad de estos medios está muy condicionada por el tipo de 

muestra de partida por lo que será necesario escoger el medio más 

adecuado en cada caso (Becker et al., 2006).

2.1.3 Salmonella spp.

Su detección por m étodos de cultivo se describe en la norm a

E N /IS O  6579:2002. Consiste en un preenriquecimiento no selectivo en

Agua de Peptona Tam ponada (APT), durante 20 horas, a 37 °C. A

continuación 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 com o el agar Miller-Mallison (MM) (Miller y

Mallinson, 2000), el agar AES Salmonella y el agar cromogénico de

Oxoid que han dem ostrado tener una sensibilidad variable y que 
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requieren de un mayor estudio para su posible inclusión en futuras 

normas ISO (Schónenbrücher et al., 2008).

2.1.4 Sta. aureus

La detección y cuantificación de Sta. aureus queda recogida en los 

m étodos descritos en la norm a E N /IS O  6888:1999 Parte 1 y Parte 2. 

Tras la homogenización 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 Fibrinógeno 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 núm ero de unidades formadoras de colonia (ufe) por g de 

alimento. Posteriorm ente, en la norm a ISO 6888-3:2003, se incluyó el 

protocolo para la detección de concentraciones bajas de Sta. aureus por el 

m étodo del núm ero más probable (MPN). E n  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 

reducción del telurito a teluro. Tras el enriquecimiento, se siembran 

placas en agar Baird Parker a partir de los tubos positivos, para su 

confirmación.

Para todos los patógenos, tras el aislamiento de las colonias 

sospechosas, éstas se someten a pruebas bioquímicas y serológicas para 

confirmar su identidad con lo que el proceso global se alarga entre 5 y 7 

días.
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2.2 Técnicas moleculares como alternativa para la detección de patógenos en alimentos

Los métodos basados en el cultivo, se consideran el “gold

standard” para la detección de patógenos en alimentos (Gracias y

McKillip, 2004). Son sensibles, económicos y dan inform ación cualitativa

y cuantitativa de los microorganismos presentes en una muestra de

alimento. Sin embargo, requieren de varios días para la obtención de

resultados y, además, resultan muy laboriosos (de Boer y Beumer, 1999).

E n los últimos años, se han desarrollado y mejorado nuevos métodos

para la detección de patógenos 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 detección, basada en

anticuerpos o en la utilización de determinados sustratos (Bhunia, 2008).

Todos ellos tienen en com ún la utilización de biosensores que detectan la

formación de complejos ya sea antígeno-anticuerpo, enzima-sustrato o

receptor-ligando. Se trata de técnicas que se han desarrollado

ampliamente en los últimos años (Anderson y Taitt, 2005; Rasooly y

Herold, 2006; Geng y Bhunia, 2007) pero presentan com o principal

inconveniente las interferencias ocasionadas por los com ponentes de la

matriz del alimento así como el hecho de que las poblaciones de

patógenos se encuentran en una proporción muy baja respecto a la

microbiota endógena del alimento. Entre estos m étodos cabe destacar:

• Bioluminiscencia, basada en la utilización de la enzima luciferasa

para medir la cantidad de A TP que está directamente relacionada con el

núm ero de células presentes. Aunque no resulta específico, este m étodo

es útil para valorar la carga microbiana presente.
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’ Recuento de células, ya sea por citometría de flujo, midiendo la 

dispersión de la luz causada po r los microorganismos o mediante 

microscopia epifluorescente basada en la unión del fluorocromo naranja 

de acridina a los microorganismos. Al igual que la bioluminiscencia, este 

m étodo no identifica específicamente al patógeno pero permite valorar el 

grado de contaminación de una muestra.

• Impedimetría, basada en los cambios de conductancia de un medio 

donde los microorganismos crecen y su metabolismo modifica las 

condiciones del medio.

• M étodos inmunológicos, basados en la unión específica de un 

anticuerpo a un antígeno. U no de los más utilizados en las empresas de 

alimentos, por su facilidad de ensayo, es el m étodo inmunológico 

VIDAS® (Vitek Inm uno Diagnostic Assay System, Biomerieux). Este 

m étodo requiere en primer lugar, de un paso de enriquecimiento en el 

medio selectivo adecuado para cada patógeno, con una duración de entre 

24 y 48 h. A partir del enriquecimiento, se lleva a cabo un ensayo 

inmunoenzimático en el que intervienen anticuerpos que reconocen al 

patógeno correspondiente. D ichos anticuerpos van unidos a un enzima 

con una molécula fluorescente que mediará la emisión de fluorescencia 

(Enzyme Linked Fluorescent Assay, ELFA). La medida de la 

fluorescencia mediante un biosensor o inmunoanalizador determinará la 

presencia del correspondiente patógeno. Actualmente existe en el 

mercado una gran variedad de sistemas VIDAS para la detección de 

patógenos asociados a alimentos como son: E. coli 0157:H 7, 

Campylobacter spp., JL monocytogenes, Salmonella spp., Shigella, Yersinia y las 

toxinas de Sta. aureus.
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• Métodos basados en los ácidos nucleicos y en la hibridación 

específica de cebadores y /o  sondas con determinadas secuencias del 

D N A  o RNA. D entro de estos métodos los más utilizados y 

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

(PCR).

3. Técnicas de PCR

3.1 PCR convencional

El desarrollo e introducción de nuevas técnicas moleculares para

la detección y cuantificación de microorganismos han desplazado en los

últimos años a los m étodos tradicionales basados en el cultivo. Entre

estas técnicas, destaca la “Reacción en Cadena de la Polimerasa” (PCR)

p or su rapidez y la precisión en la detección de microorganismos (Hill,

1996). Se basa en la amplificación específica de fragmentos de ácidos

nucleicos utilizando un par de oligonucleótidos sintéticos (cebadores)

diseñados para hibridar en orientación 5’-3’ en cada una de las cadenas

de D N A . Cada cebador determina el punto de inicio para la síntesis de

una cadena complementaria de D N A  añadiendo desoxinucleótidos

gracias a la acción de una enzima D N A  polimerasa termoestable.

D urante el desarrollo de la reacción, este fragmento de D N A  se

multiplica de forma exponencial generando múltiples copias

denominadas amplicones. El proceso consta de tres fases: i)

desnaturalización del D N A  a temperaturas por encima de 90 °C, ii)

unión de los cebadores al D N A  molde a la temperatura óptima para ello

(normalmente entre 50 °C y 60 °C) y iii) extensión de la cadena mediante

la actuación de la D N A  polimerasa (Park et al., 1993). La visuaüzación 
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del resultado se lleva a cabo por electroforesis en gel de agarosa, en 

presencia de brom uro de etidio y durante la irradiación con luz 

ultravioleta (Kidd et al, 2000).

3.2 RTi-PCR

Los avances tecnológicos de la última década han llevado al 

desarrollo de equipos de PCR a tiempo real (RTi-PCR) que permiten la 

detección cuantitativa y automatizada de la diana elegida. El fundamento 

de esta técnica es la detección de una señal fluorescente emitida durante 

la amplificación, con lo que se dispone del resultado en tiempo real. La 

detección automatizada de la señal fluorescente evita la electroforesis 

posterior y los tubos de PCR se desechan sin abrir con lo que se reduce 

notablemente el riesgo de contaminaciones así como el tiempo de 

análisis.

La fluorescencia se puede obtener de dos formas: i) utilizando 

fluorocromos que interaccionan de forma inespecífica con el D N A  de 

doble cadena y ii) utilizando sondas de secuencia específica marcadas con 

fluorocromos.

3.2.1 Sistemas inespecíficos

Son fluorocromos no específicos que se unen al surco m enor de

la doble cadena del D NA. Cuando se encuentran libres en solución

emiten poca fluorescencia sin embargo, cuando se unen al D N A

modifican su conformación 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 al 1992), Y O -PRO  (Tseng et al, 1997), BEBO 

(Bengtsson et al, 2003), BO X TO  (Lind et al, 2006), LCG reen (Herrman 

et al, 2006), SY T 09 (Monis et al, 2005). Los más utilizados son el SYBR 

Green I (Wittwer et al, 1997) y el SYBR Gold (Turna et al, 1999) ya que 

la óptica de la mayoría de los instrumentos de RTi-PCR es adecuada para 

detectar a la longitud de onda de emisión del SYBR (520 nm). Además, 

al ser uno de los más utilizados, las casas comerciales lo suministran en 

cantidades optimizadas simplificando el proceso de puesta a punto.

El uso de estos fluorocromos presenta com o principal desventaja 

que pueden emitir fluorescencia de forma inespecífica, ya sea al unirse a 

los dímeros, que pueden formar los cebadores (primer-dimer), o a 

amplicones inespecífícos generados a lo largo de la reacción. Para 

determinar el origen de la florescencia observada, se añade un último 

paso a la reacción en el que se realiza un barrido de temperaturas desde 

60 a 95 °C. D urante este periodo, el amplicón se desnaturaliza dando un 

descenso en la fluorescencia. La curva de disociación se obtiene al hacer 

la derivada del valor de fluorescencia para cada temperatura. El punto 

más alto de esta curva nos indica la temperatura de fusión (Tm) del 

amplicón, temperatura a la que, al menos el 50 % de los amplicones se 

encuentran desnaturalizados. Esta Tm  es específica del amplicón y viene 

determinada por el núm ero de bases y el porcentaje en G +C , lo que 

permite diferenciarlo de productos de amplificación inespecífícos 

(Simpson et al, 2000).
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3.2.2 Sistemas específicos: Sondas marcadas

O tra form a de obtener la señal se basa en la transferencia de 

energía por resonancia de fluorescencia (FRET). Este m étodo 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 excitación del segundo fluorocromo 

(silenciador o “quencher”). Mientras ambos fluorocromos se encuentran 

cercanos, el aceptor impide que se emita fluorescencia. D urante la 

amplificación de un fragmento específico se altera la posición relativa de 

dichas moléculas alejando el fluorocromo del silenciador por lo que se 

produce un increm ento en la fluorescencia. En estos sistemas se 

distingue entre destructivos y no destructivos:

3.2.2.1 Sistema destructivo o de hidrólisis

Las sondas de hidrólisis o sondas TaqM an son oligonucleótidos

marcados con dos fluorocromos (donador y silenciador). E n  la reacción

de PCR, durante el paso de hibridación, se unen al segmento de D N A

situado entre los dos cebadores (Figura 2). E l tamaño de la sonda

favorece que el silenciador actúe sobre el aceptor impidiendo que se

emita fluorescencia. A lo largo de la amplificación, la actividad 5’-3’

exonucleasa de la D N A  polimerasa hidroliza la sonda separando el

silenciador del fluorocrom o y, como resultado, este último emite

fluorescencia (Mackay, 2004). D entro de este tipo de sondas, están las

llamadas sondas M GB (“M inor G roup Binding”) que llevan un

oligopéptido M GB en el extremo 3’ con gran afinidad por el surco

m enor del D N A  de doble cadena, lo que estabiliza la unión entre la

sonda y el D N A  molde. Esta mayor estabilidad permite la detección de
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dianas con un único desapareamiento en la secuencia (SNPs, Single 

Nucleotide Polymorphism) en PCR a tiem po real (Kutyavin et ali, 2000). 

Por otro lado, la molécula M GB al reforzar la unión aumenta la 

temperatura de hibridación de la sonda lo que perm ite el diseño de 

sondas más cortas. Estas sondas están 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 detección.

Fluorescencia absorbida

cebador^ f  \
I I I> 1  I (Taq)

Emisión de fluorescencia

*  /

Zfcrr©
cebador».________________ / ' “X  _____

111 h  1 1 1 1 1 1 1 1 Taq) T í  F
M 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 l  y

F i g u r a  2 .  Esquema de funcionamiento de las sondas de hidrólisis o sondas 
TaqMan durante la reacción de PCR. F, Fluorocromo, Q, Quencher o 
silenciador.

3.2.2.2 Sistemas no destructivos o de hibridación

E n estos sistemas, las sondas no se destruyen a lo largo de la 

reacción por lo que pueden ser utilizadas para determ inar la naturaleza 

del amplicón tras la reacción, generando curvas de disociación de m odo 

similar al SYBR Green. Existen num erosos tipos de sondas de 

hibridación como son: sondas “Ying Yang”, sondas “Fight U p”, sondas 

28



“PN A ”, etc. Pero las más utilizadas son las “Molecular Beacons” y las 

“H yb-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 D N A  

diana, ambas moléculas se separan y tiene lugar la emisión de 

fluorescencia. Las Hyb-Probes consisten en una pareja de 

oligonucleótidos 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 oligonucleótidos hibridan en el amplicón, a no más de 5 

nucleótidos de distancia, de forma que el donador cede protones al 

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

A

Emisión de 
fluorescencia

D*nvn n n iTnrn n rn 
i i i i i i i i i i i i i i i mi n

DNA

©

Fluorescencia absorbida

B

l l l l l l l I l l l

Emisión de 
C /'  fluorescencia4  f  —

11111111 i  n i
® , | | , ■ | | | | | | 1 1 1 .............I I I lYYl I I I I I  I I  I  I  I  I  I I

DNA

F i g u r a  3 .  Esquema de funcionamiento de las sondas de hibridación durante la 
reacción de PCR. A) Molecular Beacons y B) HybProbe. D, Donador, A, 
Aceptor o “Quencher”.
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E n todos los casos, tanto utilizando sistemas específicos como 

inespecífícos, la cuantifícación es posible ya que la variación en 

intensidad de la fluorescencia a lo largo de la reacción está directamente 

relacionada con la cantidad de D N A  molde inicial. La monitorización de 

la reacción tiene lugar mediante lectura continua de la fluorescencia, 

emitida tras iluminación con luz ultravioleta, y permite determinar el 

ciclo en el cual se inicia la fase exponencial de la amplificación (ciclo 

umbral, Gr), parám etro que está directamente relacionado con la 

cantidad de D N A  molde inicial y que se utiliza en la cuantifícación 

(Figura 4A). Para la cuantifícación es necesario construir previamente 

una recta patrón con concentraciones conocidas de DNA. La recta se 

obtiene al representar el valor de Gr, en función del logaritmo de la 

concentración (Figura 4A y B).

A B

100 ng 
10 ng

0.1 ng Tr

0.01 ng

Umbral

Log Concentración

Número de ciclos

F i g u r a  4 .  A) Ejemplo de curva de amplificación obtenida para distintas 
concentraciones de DNA. B) Recta patrón resultado de representar el valor de 
CT frente al logaritmo de la concentración de DNA correspondiente.
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3.3 PCR múltiple

Entre las ventajas de la PCR está la capacidad de amplificar más

de un D N A  molde simultáneamente lo que se conoce com o PCR

múltiple (Chamberlain et al, 1988). Para ello intervienen varios pares de

cebadores dirigidos a distintos genes dentro de un mismo genoma, o

específicos de distintos microorganismos, combinados en un único

ensayo de PCR. Gracias a esta característica, la PCR múltiple permite

detectar más de un patógeno a partir de una misma m uestra con lo que

disminuye el volumen de reactivos empleados y, por tanto, los costes

(Perry et al\, 2007). Esta aproximación ha sido utilizada en diversos

campos de la microbiología para la diferenciación rápida de distintas

especies y, concretamente en relación con los alimentos, existen trabajos

en los que se aborda la detección simultánea de dos patógenos com o E.

coli 0157:H 7 y E  monocytogenes (Mukhopadhyay et al., 2007), para tres C.

jejuni, Salmonella spp., y E. coli 0157:H 7 (Gilbert et al., 2003) e incluso

cinco, E. coli 0157:H 7, Salmonella, Sta. aureus, E  monocytogenes, y Vibrio

parahaemolyticus (Kim et al, 2007) utilizando PCR convencional. E n

cuanto al desarrollo de reacciones de RTi-PCR múltiples, las

publicaciones son escasas y se centran sobretodo en el análisis de

muestras clínicas para la detección de patógenos asociados a la

meningitis (Corless et al., 2001), a la mastitis (Gillespie y Oliver, 2005) o a

la neumonía (Welti et al, 2003), así como a la detección de enterotoxinas

y genotipado (Ibekwe et al, 2002; Jothikum ar y Griffiths, 2002; G rant et

al., 2006). E n  cuanto a patógenos asociados a alimentos, Sharma y

Carlson (2000) describieron una PCR fluorigénica (utilizando sondas

marcadas) para la detección simultánea de Salmonella y E. coli 0157:H 7,
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tras un paso de enriquecimiento, en carnes inoculadas artificialmente. 

Más recientemente, se han descrito reacciones de RTi-PCR múltiple con 

SYBR Green I para la detección simultánea de Salmonella y JL 

monocytogenes, tras un paso de enriquecimiento, en muestras inoculadas de 

agua y leche (Jothikumar et al., 2003) y en muestras de salchichas (Wang 

et al., 2004).

E n  la PCR convencional, la diferenciación de los amplicones por 

electroforesis se realiza en función de su tamaño, por lo que es esencial 

que los distintos amplicones tengan tamaños lo suficientemente 

diferentes. E n  el caso de la RTi-PCR múltiple con fluorocromos 

inespecífícos del tipo SYBR Green, la discriminación entre los distintos 

amplicones se lleva acabo mediante análisis de las curvas de disociación 

obtenidas tras la reacción. Para ello, es necesario que la T m  de cada 

amplicón difiera de las demás en al menos 1 °C (Ririe et al, 1997; Lipsky 

et al., 2001). Si se trata de una RTi-PCR múltiple de sistema específico, la 

discriminación de los amplicones está ligada al fluorocromo con el que 

están marcadas las sondas. El desarrollo de una RTi-PCR múltiple 

utilizando sondas marcadas, presenta la ventaja de una mayor 

especificidad pero está limitada por el número de fluorocromos 

existentes capaces de emitir a una longitud de onda lo suficientemente 

diferente como para evitar solapamiento de los espectros de emisión 

(Tabla 4). Esta limitación también viene determinada por las 

características del equipo utilizado.
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Tabla 4. Longitud máxima de excitación y emisión para los flurocromos 
habitualmente utilizados en RTi-PCR.

Fluorocromo Máximo de 
excitación (nm)

Máximo de emisión 
(nm)

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 múltiple requieren de una optimización 

exhaustiva para garantizar el correcto funcionamiento tanto de los 

cebadores como de las sondas. A  diferencia de las reacciones simples, 

donde sólo entran en juego un par de cebadores y una sonda, en la 

reacción múltiple la presencia de diversos cebadores y sondas favorece la 

formación de dímeros entre ellos, lo que reduciría la eficiencia de la 

reacción. Además, en el caso de utilizar fluoroforos no específicos del 

tipo del SYBR G reen, estos se pueden unir a los dímeros formados por 

los cebadores produciendo fluorescencia inespecífica. Por todo esto, el 

diseño de los cebadores para las reacciones de PCR múltiple ha de ser 

muy preciso (Cirino et al ̂ 2004).



4. A plicación de la PCR para la detección de patógenos en  

alim entos

Los métodos tradicionales para la detección de patógenos en 

alimentos basados en el cultivo, han sido los más utilizados desde que 

Robert K och y posteriorm ente sus discípulos, com enzaron a utilizar 

medios de cultivo sólido para el aislamiento y la purificación de 

microoganismos (Stanier et al., 1963). El desarrollo de la PCR a finales de 

los años 80 (Mullis et al, 1986), supuso una revolución para la detección, 

identificación y tipificación de microorganismos. Su potencial aplicación 

para la detección de patógenos se puso de manifiesto a principios de los 

90, con el desarrollo de los primeros cebadores específicos para la 

detección de Salmonella, Campylobacter, E. coli y Shigella (Hofstra y Huis, 

1990). Dichos cebadores se utilizaron para la detección de los patógenos 

en muestras inoculadas como por ejemplo: Salmonella en aves de corral 

(Fluit et al, 1993) o E. coli en aguas y quesos (Meyer et al, 1991), y E  

monotytogenes en muestras de alimentos de contaminación natural (Rossen 

et al, 1991). Posteriorm ente, el desarrollo de las nuevas tecnologías de 

PCR a tiempo real ha potenciado el interés en la aplicación de la PCR en 

alimentos ya que el sistema de detección de los amplicones perm ite la 

automatización del proceso, además de aumentar el nivel de detección e 

incluso facilitar la cuantifícación del patógeno (Batt, 1997).

Por todo ello, a lo largo de los últimos años, la aplicación de la

RTi-PCR para la detección de patógenos en alimentos ha ido en

aumento y se han descrito sistemas específicos para los principales

patógenos de origen alimentario. N o obstante, la mayoría 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 información respecto a su aplicación en diferentes alimentos de 

contaminación natural es todavía muy limitada. E n  la Tabla 5 se 

m uestran algunos de los sistemas de RTi-PCR publicados en los últimos 

años para la detección de E. coli 0157:H 7, E  monocytogenes, Salmonella, y 

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

Tabla 5. Sistemas de RTi-PCR publicados en los últimos años para la 
detección de E. coli 0157:H7, E  monocytogenes, Salmonella spp. y Sta aureus.

Patógeno Diana Sistema Matriz Referencia
sltll Mol.beac. Leche Mckillip y Drake, 2000
stxl stx2 SYBR G. Cultivos puros Jothikumar y Griffiths, 2002
síxl stx2 eae TaqMan Aguas residuales Ibekwe et al., 2002
stxl stx2 eae TaqMan Temerá y heces Sharma, 2002
uidA Sonda MGB Cultivos puros Yoshitomi et al., 2003
stxl síx2 eae TaqMan Suelo y agua Ibekwe y Grieve 2003
vt1 /  2 TaqMan Cultivos puros Fitzmaurice et al., 2004

X gapA/B
LO stxl /  2 uidA TaqMan Cultivos puros Jinneman et al., 2003
O stxl stx2 eae Kit Cultivos puros y Bono et al., 2004
§ comercial heces

tú tjbE TaqMan Ternera Nguyen et al, 2004
per SGyTM Ternera picada O’Hanlon et al., 2004
sfmD TaqMan Cultivos puros Kacliková et al., 2005
stxl stx2 eae TaqMan Aguas residuales Spano et al., 2005
stxl stx2 TaqMan Temerá picada Fitzmaurice et al., 2006
uidA SYBR G. Cultivos puros Yoshitomi et al, 2006
uidA TaqMan Ternera Wang et al, 2007
stx TaqMan Carne picada* Stefan et al, 2007

hlyA TaqMan Leche y agua Nogva et al, 2000
hly SYBR G Carne, longaniza Wang et al, 2004
hlyA iap Un TaqMan Cultivos puros Rodriguez-Lázaro et al.,

5 2004a
Io hlyA 23S TaqMan Carne Rodriguez-Lázaro et al.,
os« rRNA 2004b
1 hlyA TaqMan Salmón Rodriguez-Lázaro et al., 2005

prjA TaqMan Leche, salmón* Rossmanith et al., 2006
Kit comercial FRET Ensaladas* Berrada et al., 2006a
actA TaqMan Varios* Oravcová et al, 2007
ssrA Hyb probe Varios* O’Grady et al, 2008

*Muestras de contaminación natural
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Tabla 5. (Continuación)

Patógeno Diana Sistema Matriz Referencia
InvA TaqMan Cultivo puro Hoorfar et al, 2000
InvA SYBR G. Carne de ave* Eyigor et al, 2002
InvA TaqMan Varios* Daum et al., 2002
InvA TaqMan Carne de ave* Eyigor y Carli 2003
InvA TaqMan Cultivo puro Rodriguez-Lázaro et al., 2003
SipB-SipC SYBR G. Carne de ave* De Medid et al., 2003
SipB, SipC FRET Precocinados Ellingson et al, 2004

X
ttr TaqMan Varios* Malorny et al. 2004

W -i
a ,ia sefA TaqMan Huevos Seo et al, 2004

5* InvA TaqMan Leche y carne* Perelle et al., 2004

J BAX-PCR Mol. beac. Fruta y verdura Liming et al, 2004
3 InvA SYBR G. Carne Wang et al, 2004

InvA SYBR G. Leche, ternera Mercanoglu y Griffiths, 2005
InvA SYBR G. Leche, pienso* Nam et al., 2005
InvA SYBR G. Agua Wolffs etal., 2006
sejA TaqMan Helado Seo et al., 2006
iag Mol beac. Pollo Patel et al., 2006

InvA TaqMan Carne, salmón, 
leche cruda Hein et al., 2006

InvA FRET Carne, lechuga* Bohaychuk et al. 2007

nuc TaqMan Queso Hein et al., 2001
nuc SGyTM Carne picada Alarcon et al, 2006

1 nuc TaqMan Leche* Hein et al., 2005
1 Kit comercial FRET Restaurantes* Berrada et al, 2006b

Sa0836 TaqMan Leche Goto et al., 2007
nucA SYBR G Queso italiano* Poli et al, 2007
htr Leche y carne Chiang et al, 2007

^Muestras de contaminación natural

5. L im itaciones de las técnicas de PCR

Las técnicas de PCR se han convertido en herramientas habituales 

para la detección de patógenos, pero su aplicación en alimentos presenta 

una serie de limitaciones que deben ser consideradas:
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5.1 Tamaño de la muestra y  niveles de detección

A pesar de ser considerada una técnica muy sensible, la PCR 

presenta limitaciones en los niveles de detección debido al volumen de 

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

5 jul que habitualmente se utilizan para la PCR, es necesaria la presencia 

de al menos 20-200 céls/m l antes de la extracción (Maurer, 2006). Esto 

implica que en el alimento antes de la homogenización, la carga del 

patógeno debería ser de al menos 103 céls/g, sin tener en cuenta la 

distribución desigual, que pueden presentar las células en el alimento, y 

las posibles pérdidas durante el proceso de extracción de DNA.

5.2 Preparación de la muestra para PCR

Para la correcta aplicación de la PCR y /o  la RTi-PCR en el 

análisis de alimentos, es necesario preparar previamente la muestra ya 

que las matrices alimentarias son muy variadas tanto en composición 

como en microbiota autóctona. El principal inconveniente que presenta 

la aplicación de la PCR convencional y la RTi-PCR para el análisis de 

alimentos es hacer accesible el D N A  con una calidad suficiente para el 

correcto funcionamiento de la reacción. La calidad del D N A  extraído a 

partir de muestras de alimentos se ve condicionada por la presencia de 

inhibidores de la reacción en la matriz del alimento, el grado de 

degradación sufrida durante la manipulación y la longitud de los 

fragmentos de D N A  obtenidos (Di Bernardo et al1, 2007). Los 

inhibidores pueden interferir, por un lado, en el proceso de lisis celular, 

imprescindible para la extracción de D N A , y por otro, degradando los
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ácidos nucleicos e incluso afectando directamente a la actividad de la

D N A  polimerasa (Wilson, 1997). P or ello, el primer paso para establecer

un procedimiento de PCR como técnica de análisis rutinario en la

detección de patógenos en alimentos, es la selección de un m étodo de

extracción óptimo, a ser posible para múltiples matrices y patógenos.

Actualmente existen en el mercado una amplia gama de “kits”

comerciales que cumplen estos requisitos y que están siendo

introducidos progresivamente para la detección por PCR. Los estudios

comparativos de la eficiencia de estos métodos se han centrado en

matrices vegetales como maíz (Di Pinto et al\, 2007; D i Bernardo et al.,

2007), animales (Ivanova et al, 2006) y, generalmente, se centran en un

solo patógeno com o Salmonella subsp. entérica en pollo (De M edid et al,

2003), en heces (Freschi et al, 2005) y en muestras ambientales (Klerks et

al, 2006); Y. enterocolitica en carnes (Lucero Estrada et al, 2007); L.

monocytogenes en carnes y otros tipos de alimentos (Aznar y Alarcón, 2003;

Amagliani et al, 2007); E. coli 0157:H 7 en alimentos para el ganado

(Trochimchuk et al, 2003); Sta. aureus en carnes crudas y productos

cárnicos (Alarcón et al., 2006). Sin embargo, en el análisis de alimentos

normalmente se investiga más de un patógeno y la sensibilidad de

detección de los distintos m étodos de extracción varía en función de la

especie en estudio (Steffan y Atlas, 1988; Tebbe y Vahjen, 1993). Por eso

el m étodo seleccionado ha de asegurar tanto la liberación de los ácidos

nucleicos celulares como la eliminación de los inhibidores, en un rango

amplio de matrices alimentarias, y ser eficiente para los distintos

microorganismos que se pretende detectar. E n  la Tabla 6 se describen

brevemente algunos de los m étodos comerciales de purificación de D N A  
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frecuentemente utilizados en el análisis 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 

ácidos nucleicos, y una posterior purificación opcional para eliminar 

restos de la matriz; ii) la utilización de bolas magnéticas que atraen a los 

patógenos y permiten su separación de los restos de la matriz del 

alimento y iii) la utilización de columnas de intercambio iónico que 

mantienen retenido el D N A  mientras se lleva a cabo una purificación a 

fondo para eliminar posibles inhibidores. Estos últimos, generalmente 

requieren de una mayor manipulación y un proceso más largo pero, se 

obtiene un D N A  de mayor pureza.
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T a b l a  6 .  Métodos comerciales para la extracción de DNA de bacterias.

C asa com ercial Kit T iem po M étodo T ipo  de m uestra  o 
m aterial de partida

Applied
Biosystems

PrepM an Ultra 10 min (+ 30 min 
purificación opcional)

Calentamiento con 
matriz protectora

BioRad AquaPure Genom ic D N A  
isolation kit

InstaGene Matrix 

Q uantum Prep AquaPure

30 min

20 min (+ 30 min 
purificación opcional)

Calentamiento con 
matriz protectora

Calentamiento con 
matriz protectora

G ram  -

NucleoSpin 
food kit

Clontech 1 hora 30 min Columnas de purificación

Dynal Biotech Dynabeds D N A  direct 10 min tras lisis Separación con matriz 
magnética

Epicentre M asterPure D N A 45 min Basado en sales y Tejidos, bacterias y
Technologies purification kit enzimas levaduras

M asterPure Complete D N A  
and RNA purification kit

46 min Centrifugación Tejidos, bacterias y 
levaduras

G enPoint

M asterPure D N A  
purification kit

Bugs and Beads

2 horas Precipitación de D N A  

Matriz magnética

Bacterias Gram  +

Invitrogen ChargeSwitch gD N A  mini 
kit bacterial kit

40 min Gram - 
2 horas Gram +

Matriz magnética G ram  — y G ram  +



T a b l a  6 .  (Continuación)

Casa comercial Kit Tiempo Método T ipo  de m uestra  o 
m aterial de partida

MoBio UltraClean Microbial D N A  
isolation kit

2 horas Lisis mecánica y 
columnas purificación

Hongos, levaduras y 
bacterias

N orgen Biotek Bacterial genomic D N A  
isolation

1 hora Columnas de 
purificación

Bacterias

Promega Wizard Genomic D N A  
purification kit

1 hora Solución de 
precipitación

Tejidos, levaduras 
bacterias

Qiagen Q IA m p D N A  mini kit 1 hora 30 min Columna de 
purificación

Bacterias, levaduras, 
parásitos y virus

D N easyTissue K it 1 hora 30 min Columnas de gel de 
sílice

Tejidos animales, 
cultivos celulares, 
insectos, bacterias y 
levaduras

Roche D N A  Isolation kit for cells 2 horas 30 min Eliminación de Tejidos, cultivos
and tissue (+ resuspensión) proteínas y

precipitación de D N A
celulares, bacterias 
Gram-, levaduras

MagNA Puré LC isolation 
kit II

1 hora 30 min Partículas magnéticas 
de cristal

Bacterias y Hongos

Sigma G enElute Bacterial genomic 
D N A  kit

75 min (Gram -) 
120 min (Gram +)

Unión a sílice

Takara D r G enTLE 40 min Precipitación Sangre y bacterias

Trevigen Genomic D N A  isolation kit Extracción bifásica Tejidos, cultivos 
celulares y bacterias



5.3 Detección 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 et al, 2005). Aunque, se ha descrito que el D N A  de las células 

muertas es rápidamente metabolizado por otros microorganismos en 

ambientes metabólicamente activos (Lebhun et al., 2004), este hecho 

depende en gran medida del tipo de matriz. Por ello, para asegurar la 

detección de microorganismos viables, la PCR se puede com binar con 

un paso de enriquecimiento (Schaad et al., 1995). D e este m odo se 

favorece que las células vivas crezcan y se multipliquen aum entando su 

población 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 cuantifícación del patógeno en la muestra.

Como alternativa, se ha introducido la utilización de etidio 

monoácido (EMA), un colorante con afinidad por el D N A  que penetra 

en las células muertas o con la pared com prom etida y se une al D N A  tras 

un proceso de foto-activación (Nocker et al., 2006a). Esta unión 

insolubiliza al D N A  de m odo que éste se elimina en el proceso de 

extracción junto con los restos celulares. Sin embargo, la utilización del 

EM A puede llevar a la pérdida de hasta el 60 % del D N A  procedente de 

células vivas (Nocker y Camper, 2006b). Estudios más recientes han 

descrito que el EM A es tóxico para las células viables lo que ha llevado a 

introducir la utilización del propidio m onoácido (PMA) que no es capaz 

de atravesar las membranas de las células vivas (Pan y Breidt, 2007).

O tra opción para detectar células viables es la amplificación del

RNA ya que este es menos estable que el D N A  y se degrada rápidamente 
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en las células muertas y p o r tanto, su vida media en los alimentos es más 

corta. Para esta aproximación, el RNA ribosomal no es el más adecuado 

ya que permanece estable hasta 48 horas tras la m uerte de la célula 

(McKillip et al., 1998). E n  ese aspecto, el RNA mensajero (RNAm) es 

más adecuado com o indicador del estado metabólico de la célula. Para la 

detección del RNAm  se requiere de una reacción de PCR con 

transcripción inversa (RT-PCR) que transforma el RNA en D N A  

complementario (DNAc), a partir del cual se lleva a cabo la reacción de 

PCR habitual. Para ello es esencial disponer de una m uestra de RNA 

purificado en la que se elimine completamente el D N A  para evitar 

interferencias, lo que implica un proceso muy laborioso (McKillip y 

Drake, 2004). Como alternativa, dentro de las técnicas de detección a 

partir de RNA, destaca la amplificación de secuencias de ácidos 

nucleicos, conocida com o NASBA (“Nucleic Acid Sequence Based 

Ampüfication”) que amplifica de forma selectiva el RNAm  incluso en 

presencia del D N A  genómico (Simpkins et al, 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 detección del RNAm  de las células viables depende del 

estado fisiológico de éstas (Barer y Harewood, 1999). Así, las células 

estresadas o las que se encuentran en estado viable no-cultivable, 

contienen cantidades demasiado bajas de RNAm para su detección. Por 

este motivo, para la aplicación de esta técnica, es necesario abordar el 

diseño de cebadores dirigidos a un gen constitutivo que se exprese de 

igual m odo con independencia del estado fisiológico del microorganismo 

(Deiman et al, 2002).
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5.4 Validación de la PCR como técnica de análisis para la detección de patógenos en 

alimentos.

La aplicación de la PCR para la detección rutinaria de patógenos 

en alimentos, carece de protocolos estandarizados y validados en 

distintas matrices (Malorny et al, 2003), por lo que su aplicación es aún 

escasa en la industria alimentaria. Entre los factores a considerar en la 

incorporación de un nuevo m étodo para la detección de 

microorganismos en alimentos están: (Van der Zee y Huis in’t Veld, 

1997)

• Exactitud, com prende tanto la sensibilidad como la especificidad del 

m étodo.

• Rapidez, los nuevos m étodos deben ser capaces de dar un resultado 

correcto en un máximo de 24-48 horas.

• Automatización y computación, con el objetivo de procesar el mayor 

núm ero posible de muestras simultáneamente.

• Costes, en general la inversión inicial para la aplicación de nuevos 

m étodos es considerablemente alta.

• Simplicidad, debe ser de fácil manejo.

• Validación, los métodos alternativos deben ser validados con los 

m étodos estándar y evaluados en estudios colaborativos entre varios 

laboratorios con el fin de garantizar la exactitud y reproducibilidad de los 

resultados. E n  este aspecto se debe dar prioridad al estudio de muestras 

naturales, ya que de este m odo las pruebas se realizarán en las mismas 

condiciones en las que los usuarios las aplicarán posteriormente.

E n  cuanto a la validación, en 2003, se aprobó la norm a ISO

16140:2003, que define el protocolo para la validación de m étodos 
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alternativos para el análisis microbiológico de alimentos y muestras 

ambientales. Esta norm a facilitó la introducción de nuevas técnicas como 

la PCR para el análisis de alimentos y abrió el camino a nuevos proyectos 

entre los que destaca el (FOO D -PCR. h ttp ://w w w .foodpcr.com) . Este 

proyecto se centró en la validación de protocolos de PCR para la 

detección de 5 patógenos frecuentes en alimentos, Campylobacter spp., E. 

coli 0157:H 7, Y. enterocolitica, E  monoytogenes, y Salmonella spp. 

Posteriorm ente, se aprobó la norm a ISO 22174:2005 que detalla los 

requerimientos generales para la amplificación de ácidos nucleicos 

aislados de patógenos en alimentos de m odo que el proceso sea 

comparable y reproducible en distintos laboratorios. También en 2005, 

se aprobó la norm a ISO 20836:2005 que establece los requisitos para el 

funcionamiento y mantenimiento de los termocicladores. Más 

recientemente, se han detallado los criterios para la preparación de la 

muestra (ISO 20837:2006) y los requerimientos para la amplificación 

específica de los ácidos nucleicos así como la confirmación del 

amplificado (ISO 20838:2006). Además, en los últimos años se han 

definido los borradores para dos nuevas normas ISO, que aún no han 

sido aprobadas, y que describen las características de funcionamiento de 

los métodos moleculares para la detección de patógenos en alimentos 

(ISO /D IS 22118) así com o los requisitos generales y definiciones 

(ISO /D IS 22119).

5.5 Controles analíticos

Entre los inconvenientes de la aplicación de las técnicas de PCR

para la detección de patógenos en alimentos está la posibilidad de
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producir falsos negativos. Por ello, es esencial incluir una estrategia de 

control para una correcta interpretación de los resultados (Murphy et al 

2007). E n  este aspecto, H oorfar et al, (2004) sugieren la implementación 

de un control interno de amplificación (IAC) para pruebas de PCR y 

RTi-PCR. La función primordial de este control es asegurar que los 

resultados negativos de la prueba no se deban a la presencia de 

inhibidores de la reacción, mal funcionamiento de reactivos, errores en 

las temperaturas del equipo u otros factores externos que llevarían a un 

falso negativo. El Comité Europeo de Estandarización (CEN), en 

colaboración con la Organización de Estándares Internacionales (ISO) 

ha propuesto una pauta para la aplicación de la PCR que requiere el IAC 

como prerrequisito para la estandarización de las técnicas de PCR. Una 

alternativa es la utilización de control externo de amplificación (EAC) 

añadiendo D N A  diana purificado al extracto obtenido a partir de la 

muestra del alimento. La amplificación de este control, indica que la 

reacción se desarrolla correctamente así com o 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 detección y /o  

cuantificación automatizada de Escherichia coli 0157:H 7, Usteria 

monoytogenes, Salmonella spp. y Staphylococcus aureus en el análisis rutinario 

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

1.- Selección de un m étodo de extracción de D N A  adecuado para 

distintas matrices alimentarias y para la detección  de los cuatro 

patógenos por PCR.

1.1 Extracción de D N A  con 4 m étodos comerciales, utilizando 

tres matrices vegetales inoculadas con distintas concentraciones de cada 

uno de los cuatro patógenos en estudio.

1.2 Comparación de los m étodos en base a los niveles de 

detección, determinados por PCR específica, partir de los DNAs 

recuperados.

2. Evaluación de la RTi-PCR para la detección  directa de 

patógenos, sin enriquecim iento previo, m ediante su aplicación en  

alim entos de contam inación natural.

2.1 Selección de cebadores específicos y obtención de las rectas 

patrón de cuantificación, a partir de D N A  purificado y de suspensiones 

celulares calibradas, de cada patógeno.
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2.2 Determinación de la sensibilidad de las RTi-PCRs a partir de 

muestras de alimentos inoculadas con niveles conocidos de cada 

patógeno.

2.3 Aplicación de la RTi-PCR para la detección de los cuatro 

patógenos en muestras de alimentos de contaminación natural, sin 

enriquecimiento previo, y comparación con procedimientos de detección 

tras enriquecimiento.

3. Desarrollo de sistem as de RTi-PCR m últiple para la detección  

sim ultánea y autom atizada de varios de estos patógenos.

3.1 Diseño y puesta a punto de la reacción de RTi-PCR múltiple, 

para la amplificación equilibrada de las distintas dianas.

3.2 Evaluación de la eficiencia de la RTi-PCR múltiple 

desarrollada respecto a las reacciones individuales y en su aplicación en 

alimentos.
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III. M ATERIAL Y  M ÉT O D O S





1. Cepas utilizadas

Para el desarrollo de este trabajo se han utilizado cepas 

representantes de los patógenos en estudio así como pertenecientes a 

géneros cercanos o a géneros que se pueden encontrar en los mismos 

hábitats que dichos patógenos. Se han incluido en total 198 cepas (103 

cepas de referencia y 95 aislados) de los siguientes géneros: Salmonella 

(114), Staphylococcus (21), Usteria (19), Bacillus (16), Escherichia (7), 

Aeromonas (6), Pseudomonas (5), Vibrio (4), Plesiomonas (1) Camobacterium (1), 

Eactococcus (1), Pediococcus (1), Eactobacillus (1) y Leuconostoc (1). Todas las 

cepas utilizadas en este trabajo así como su origen se muestran en la 

Tabla 7. Las cepas de referencia fueron suministradas por la Colección 

Española de Cultivos Tipo (CECT). Los aislados de Salmonella spp. y los 

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

/. 1 Condiciones de cultivo

Para las cepas de los géneros Salmonella, Usteria, Staphylococcus y 

Escherichia se utilizó 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 lácticas correspondientes a los géneros 

Leuconostoc, Pediococcus y Lactobacillus se cultivaron en medio MRS (Man 

Rogosa Sharpe, Oxoid, Madrid) líquido y, adicionado con 1,5 % de agar 

industrial (Pronadisa, Madrid) para el cultivo en placa, incubándose a 30 

°C durante 24-48 h, según especie.

Para el género Camobacterium se utilizó Caldo Cerebro Corazón (BHI, 

Pronadisa, Madrid) y se incubó a 30 °C durante 48 h.
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Las cepas de los géneros Vibrio, Pseudomonas, 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 hydropbila ssp. hydropbila CECT 839T Lata de leche
Aeromonas hydropbila ssp. anaerogenes CECT Emulsión de aceite
4221T
Aeromonas media CECT 4232T Piscifactoría
Aeromonas veronii CECT 4257T Humano
bacillus cereus CECT 131 Termo
CECT 148T, CECT 193, CECT 4014, CECT 5 nd
4094, CECT4387
CECT 495, CECT 496 2 Abono de aves
bacillus thuringiensis CECT 197T Polilla mediterránea
bacillus mycoides CECT 4128T Suelo
CECT 495, CECT 496 2 Abono de aves
CECT 4014, CECT 4094, CECT4387 3 nd
bacillus mihenstephanensis CECT 5894T Leche pasteurizada
Camobacterium maltaromaticum Leche cruda
CECT 4134T
Escherichia coli CECT 515T*, CECT 516, 4 Orina humana
CECT 678, CECT 4456*

CECT 533* O103:K:H- nd
CECT 471 079:K?:H- nd
CECT 4267* 0157:H7 Heces
Lactobacillus salivarius CECT 4063T nd
Lactococcusgarvieae CECT 4531T nd
Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum CECT nd
912T
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Tabla 7. (Continuación)

Especie Serotipo N° Origen

Usteria grayi CECT 931T Heces chinchilla
Usteria innocua CECT 910T 6a Cerebro de vaca
Usteria ivanovii ssp. ivanovii CECT 913T 5 Oveja
Usteria monocytogenes CECT 4031T* nd
CECT 4939 4c nd
CECT 940* 4d Oveja
CECT 4032 4d Queso fresco
CECT 911* l/2 c Fluido espinal
CECT 932 la Cerdo de Guinea
CECT 934 4a Oveja
CECT 935 4b Fluido espinal
CECT 936 l/2 b nd
CECT 937 3b Niño
CECT 938 3c nd
CECT 941 6 nd
Usteria seeligeri CECT 917T l/2 b Suelo
Usteria mlshimeri CECT 919T 6a Vegetación
CECT 938 3c nd
CECT 941 6 nd
Salmonella entérica ssp. entérica choleras uis 2 nd
CECT 915T*, CECT 724
CECT 409*, CECT 725 typhi 2 nd
CECT 443* typhimurium Comida envenenada
CECT 554, CECT 4139, CECT 699 paratyphi 3 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 entérica nd
CECT 4182 gallinarum nd
CECT 4374 infantis Alimento
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Tabla 7. (Continuación)

Especie Serotipo N ° Origen

CECT 4565 senftenberg nd
S. entérica ssp. arî onae CECT 4395 arÍ2onae Huevo en polvo
S. entérica ssp. salamae CECT 4000 T daressalaam nd
Salmonella entérica ssp. entérica S20, S29 enteriditis 2 Agua de mar
S21 senftenberg Agua de mar
S22 branderburg Agua de mar
S23, S32 newport 2 Agua de mar
S24 give Agua de mar
S25, S26 poona 2 Agua de mar
S27 typhimurium Agua de mar
S28 hadar Agua de mar
S31 goettingen Agua de mar
S33 anatum Agua de mar
Salmonella spp.
S30, S34, S35, S63, S71, S72, S80

7 Agua

S37, S38, S39, S40, S70 5 Desconocido
S41, S60, S65 3 Humano
S42, S43, S50, S51, S52, S54, S56, S57, S58, 
S62, S68

11 Pollo

S44, S61, S64, S73, S74, S75, SI06, SI07 8 Alimentos
S45, S46, S47 3 Harina animal
S48, S49, S53, S55, S66, S69, S92, S93, S94, 
S108

10 Carne

S59, S67, S81, S82, S83, S84, S85, S86, S88, 
S89, S95, S96, S99, S100, S101, S I02, S103, 
S105, S109, S110, S l l l ,  SI 12

22 Cerdo

S76, S77, S79 3 Heces
S87, S90, S91, S97, S98, S113 S104 7 Pulmón/hígado
Pediococcuspentosaceus CECT 4695T nd
Plesiomonas shigeloides CECT 4262T Heces de perro
Pseudomonas aeruginosa CECT 110T, CECT 116 nd
P3, P5, P7 Aislado clínico
Staphylococcus aureus CECT 86T* Fluido pleural
CECT 976 Jamón
CECT 4013* Glándula mamaria 

bovina
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Tabla 7. (Continuación)

Especie Serotipo N ° O rigen

CECT 435 Aislado clínico
CECT 438 1 Artritis séptica
CECT 826, CECT 827*, CECT 828, CECT 
4459

4 nd

CECT 4465 Absceso en pierna
Staphylococcus auricularis CECT 4052T Oreja humana
Staphylococcus camosus CECT 4491T Salchicha seca
Staphylococcus epidermidis CECT 232T Hisopo nasal
Staphylococcus hominis CECT 234T Piel humana
Staphylococcus kloosii CECT 5328T Piel de ardilla
Staphylococcuspasteuri CECT 5329T Vómito humano
Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus, 
CECT 235T

Orina

Staphylococcus simulans CECT 4538T Piel humana
Staphylococcus vitulinus CECT 5330T Infección de cadera
Staphylococcus wameri CECT 236T Piel humana
Staphylococcus xylosus CECT 237T Piel humana
Vibrio cholerae CECT 512 OI nd
CECT 514T Heces humanas
Vibrio mimicus CECT 4218T Oreja humana
Vibrio parahaemolyticus CECT 511T 01:K1 Alimento
CECT, Colección Española 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. Análisis de alim entos

2.1 Ensayos de inoculación

2.1.1 Preparación de muestras de alimentos

Se pesaron y cortaron en condiciones estériles 40 gramos de cada 

una de las muestras y se mezclaron con 360 mi de Agua de Peptona 

Tamponada, (APT, Pronadisa, Madrid) y se hom ogeneizaron durante 2 

min en una bolsa de plástico estéril con filtro lateral (BagPage S 400, 

BagSystem, Interscience, St-Nom-la-Breteche) utilizando un Stomacher 

(Stomacher Lab-Blender 400, Seward, Londres). E l homogeneizado 

resultante se tom ó de la parte filtrada de la bolsa y se distribuyó en 

alícuotas de 30 mi.

2.1.2 Preparación de cultivos para la inoculación

Se partió en todos los casos de cultivos líquidos de 18 horas de 

cada uno de los patógenos (E. coli 0157:H 7 CECT 4267, E  monocytogenes 

CECT 4031T, S. entérica ssp. entérica CECT 915Ty Sta. aureus CECT 861). 

Se realizaron diluciones decimales seriadas en solución salina estéril (0.8 

% NaCl) cubriendo el rango entre 102-109 ufc/m l. A  continuación se 

sembraron 100 pl de cada dilución, por triplicado, en placas de TSA. 

Finalmente, se realizó el recuento de colonias en placa tras 24 h de 

incubación a 37 °C.
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2.1.3 Inoculación de las muestras

Ensayos de sensibilidad de los métodos de extracción. Se utilizaron como 

matrices vegetales brócoli, cebolla y pimiento verde. Una vez 

homogeneizadas se tom aron alícuotas de 30 mi, se inoculó cada una de 

estas alícuotas con 30 pl de las diluciones de cada patógeno por separado 

cubriendo el rango entre 1 a 107 ufc/g. Se tom aron alícuotas de 1 mi de 

cada una de las muestras inoculadas y se utilizaron para extracción de 

D N A  mediante los cuatro m étodos seleccionados. E n  todos los casos se 

m antuvo una alícuota sin inocular, como control negativo, para 

garantizar la ausencia de los cuatro patógenos y evitar así 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 patógenos independientemente. Se analizaron 5 jil del D N A  

purificado mediante el D N easy Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) a 

partir de las alícuotas correspondientes a 0,1-102 ufc/reacción (10-104 

ufc/g).

Ensayos de sensibilidad de la RTi-PCR múltiple. Para determinar la 

sensibilidad de la RTi-PCR múltiple, se utilizaron com o matrices 

vegetales muestras que resultaron negativas para la presencia de los tres 

patógenos siguiendo los procedimientos de enriquecimiento y detección 

por PCR (espinacas, lechuga “little gem” y redina). Tras la 

homogenización, se inocularon las alícuotas a partir de diluciones de E. 

coli 0157:H 7 CECT 4267, S. entérica ssp entérica CECT 915T y Sta. aureus 

CECT 86T, cubriendo el rango entre 1 a 107 u fc /g  para cada patógeno,
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en las mismas proporciones o en combinaciones de 10 y 104 (ensayo A) y 

10 y 102 (ensayo B) ufe/reacción de los distintos patógenos (Tabla 8). Se 

incluyó en todos los casos un control negativo sin inocular. Las muestras 

inoculadas con los tres patógenos en concentraciones similares se 

consideraron com o control positivo para la reacción de amplificación.

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

A B

Inoculo Inoculo
E . coli 
0157:H7

Salmonella
spp.

Sta.
aureus

E . coli 
0157:H7

Salmonella
spp.

Sta.
aureus

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 enriquecimiento

Para determinar la utilidad de la RTi-PCR múltiple en pruebas de 

ausencia en 25 g, tal y com o exige la legislación en patógenos com o E. 

coli 0157:H 7 y Salmonella, se pesaron y cortaron 25 g de brócoli,

espinacas y lechuga “littie gem” por cuadruplicado. Estas muestras se 

homogeneizaron en 225 mi de APT, com o se ha indicado previamente, 

con ayuda de un Stomacher. Tras la homogenización, se inoculó cada
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bolsa con cantidades iguales de los tres patógenos en estudio de m odo 

que la bolsa 1 contenía 1 ufc/25 g de cada uno, la bolsa 2 ,10  u fc /25  g, la 

bolsa 3, 100 ufc/25  g y la bolsa 4 se dejó sin inocular como control 

negativo. Los homogeneizados se incubaron a 30 °C y se tom aron 

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

2.2. Análisis de muestras de contaminación natural.

E n total se recogieron 316 alimentos directamente de industrias 

de la región de Murcia, durante un periodo de dos años, y fueron 

analizados en paralelo en el Centro Tecnológico 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 

L abl del siguiente modo: se pesaron y cortaron 25 gramos de cada 

muestra en condiciones estériles y se mezclaron con 225 mi del medio de 

enriquecimiento correspondiente homogeneizándose en Stomacher. El 

homogeneizado resultante se distribuyó en alícuotas para su análisis: i) 

alícuotas de 10 mi se congelaron para el posterior análisis por RTi-PCR 

en ambos laboratorios, ii) el resto del homogeneizado se incubó en las 

condiciones adecuadas para el enriquecimiento de cada patógeno (Figura 

6) y la posterior detección por mini-VIDAS (Biomerieux, Vitek, Madrid), 

en el caso de E. coli 0157:H 7, L. monocytogenes y Salmonella spp., y por el 

m étodo tradicional de cultivo en el caso de Sta. aureus.

61



25 g de alimento 
+

225 mi caldo de 
enriquecimiento J

i
H O M O G EN EIZA C IÓ N

i r

y
Pre-enriquecimiento y

Enriquecimiento
(24-48 horas)

V J

Extracción de DNA y 
PCR a Tiempo Real 

(Labl y Lab2)

Extracción de DNA y 
PCR convencional 

(Labl y Lab2)

Mini-VIDAS 
(E . coli 0157:H7, Salmonella 

y L. monocytogems) 
Método cultural {Sta. aureus) 

(Labl)

Figura 5. Esquem a del procedim iento de análisis de las muestras de 
alimentos de contaminación natural en el Labl y el Lab2.

Se describen a continuación brevem ente los procedimientos de 

enriquecimiento:

- Para E. coli 0157:H 7, la homogeneización se llevó a cabo en caldo 

TSB con novobiocina (20 mg/1) incubándose durante 6-7 h a 41 °C 

com o pre-enriquecimiento. A continuación se realizó 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 potásico (2,5 mg/1) 

e incubando 18 h a 35-37 °C.
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- E n  el caso de Salmonella spp. la homogeneización y el paso de pre- 

enriquecimiento se llevaron a cabo en APT, durante 18 h a 37 °C. A 

continuación, el enriquecimiento se realizó en paralelo en dos medios de 

cultivo: Rappaport-Vasiliadis (Biomérieux, Marcy l’Etoile, France) y 

Selenite—Cystine (Biomérieux, Marcy PEtoile, France) durante 6-8 h  a 41 

y 37 °C, respectivamente. Posteriormente, se transfirió 1 mi de cada uno 

de estos medios pre-enriquecidos al caldo M (Biomérieux, Marcy PEtoile, 

France) y se incubaron 18 h  a 41-42 °C. La mezcla de 1 mi de cada uno 

de estos enriquecimientos se utilizó para la detección p o r mini-VID AS.

- Para E. monogitogenes, la homogeneización y el paso de pre- 

enriquecimiento se realizaron en medio Fraser (Biomérieux, Marcy 

PEtoile, France) semiconcentrado durante 24 h a 30 °C. A  continuación, 

se transfirió 1 mi de este pre-enriquecimiento a 9 mi de caldo Fraser 

completo y se incubó 24 h a 30 °C.

- E n  el caso de Sta. aureus la comparación se hizo en base al m étodo 

de cultivo convencional adaptado de la norm a ISO 6888. La 

homogeneización se llevó a cabo en medio Giolitti-Cantoni (Sigma 

Aldrich, Madrid) que se incubó a 37 °C durante 24 h. A continuación, se 

sembraron placas de agar Baird-Parker con emulsión de yema de huevo 

y telurito potásico (Pronadisa, Madrid). Las placas se incubaron a 37 °C 

durante 48 h  y se tom aron colonias típicas de Sta. aureus (colonias de 

color negro debido a la reducción del telurito sódico a teluro y presencia 

de un halo claro alrededor de las colonias debido a la lipólisis de la yema 

de huevo presente en el medio. A lrededor de las colonias se forma 

también una zona opaca como consecuencia de la formación de un 

precipitado de sales de calcio y magnesio) realizándose la confirmación



Pr
e-

de las colonias mediante la prueba de la coagulasa. Para ello se utilizó el 

Kit comercial de aglutinación M -ID EN T STAPH LÁ TEX  (Microkit, 

Madrid): se sembraron tres colonias típicas en Caldo Cerebro-Corazón 

(BHI) y tras la incubación a 37 °C durante 18-24 h, se tom aron 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 observó 

la presencia de un coágulo firme.

E. coli 
0 1 5 7 : H 7

L. m onocytogenes Salmonella  s p p .  Sta. aureus

u *

APT
18 h 3 7 °C

Fraser 1/2 
24 h 30°C

Fraser 
completo 
24 h 30°C

Giolitti- 
Cantoni 

24 h 37 °C

TSB + 
Novobiocina 
6-7 h 41 °C

Rappaport- 
Vasiliadis 

6-8 h 41 °C

Selenite- 
Cystine 

6-8 h 37 °C

Caldo M 
18 h 41-42 °C

Caldo M 
18 h 41-42 °C

Caldo McConkey 
cefixima y telurito 

potásico 
18 h 35-37 °C

F i g u r a  6 .  Esquema de los pasos de enriquecimiento realizados para cada 
patógeno.

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

el análisis inmediato por mini-VIDAS o m étodo cultural {Sta. aureus) en
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el L abl, ii) para congelación y posterior análisis por PCR convencional 

en Labl y Lab2.

Las muestras fueron enviadas por mensajero en menos de 24 horas al 

Lab2 donde se m antuvieron congeladas no más de una semana hasta su 

análisis por PCR. Cada laboratorio recibió 10 mi de muestra congelada 

antes y después del enriquecimiento. Se utilizó 1 mi de estas alícuotas 

para la extracción de D N A  mediante el m étodo D N easy Tissue Kit 

(Qiagen, Hiden, Alemania) según las instrucciones del fabricante. El 

D N A  se resuspendió en todos los casos en 100 pl de agua ultra pura 

(Sigma-Aldrich, Madrid). Cinco pl del D N A  purificado se utilizaron para 

la detección directa mediante RTi-PCR o, tras el enriquecimiento, 

mediante PCR convencional. La cuantificación del patógeno se realizó en 

función de la recta patrón obtenida a partir del D N A  purificado y 

cuantificado (apartado 7.3).

3. Extracción de D N A

3.1 A. partir de cultivos puros

Para obtener D N A  a partir de cultivos puros se utilizó el método 

descrito por Pitcher et al.y (1989). Partiendo del crecimiento en placa, se 

toma una cantidad de células del tamaño de un grano de arroz. Las 

células Gram positivas se resuspenden en una solución de lisozima 

(Aplichem, D arm stadt, Alemania) 50 m g/m l en T E  (Tris HC1, 10 mM; 

ED TA  1 mM, pH  8) manteniéndolas durante 30 minutos a 37 °C. E n el 

caso de Sta. aureus se utiliza lisostafina (Sigma-Aldrich, Madrid) 5 m g/ pl 

en TE. Para las bacterias G ram  negativas, este paso previo a la lisis
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celular no es necesario. A  continuación las células se lisan con 500 pl de 

reactivo GES (5 mM tiocianato de guanidinio, 100 mM ED T A  y 0,5% 

v /v  sarcosil) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras la lisis, se 

añaden 250 pl de acetato de amonio 7,5 M y se mantiene en hielo al 

menos 10 minutos. Este paso estabiliza los ácidos nucleicos y permite la 

formación de una capa de proteínas insolubles. A continuación se 

añaden 500 pl de cloroformo isoamñico (triclorometano y alcohol 

isoamílico 24:1) para eliminar proteínas y restos de membranas. Tras 

agitar intensamente, se centrifuga a 13.000 rpm  durante 10 minutos. Esta 

centrifugación permite la separación de las dos fases quedando el 

cloroformo isoamílico en la parte inferior y el D N A  en la superior, 

separados por una fina capa que contiene los restos de proteínas y 

membranas. Se separa cuidadosamente la fase superior, evitando la capa 

intermedia de proteínas y membranas, y se mezcla con 0,54 volúmenes 

de isopropanol a -20 °C. Se mezcla cuidadosamente, por inversión 

durante un minuto, tras lo que se observa el precipitado fibroso del 

D N A . A continuación se elimina todo el sobrenadante y se lava la fibra 

de D N A , entre tres y cinco veces, con etanol del 70 % a -20 °C. E n  el 

último lavado, se elimina el etanol completamente mediante secado al 

aire y se resuspende el D N A  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.

E n todos los casos, previamente a la extracción del D N A , las

alícuotas de 1 mi procedentes de muestras inoculadas y de

contaminación natural, se centrifugaron 3 minutos a 13.000 rpm. Tras 
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eliminar el sobrenadante, el sedimento se resuspendió en 500 pl de 

tam pón T E  para su lavado con el fin de eliminar los restos de la matriz 

del alimento y del medio de cultivo, centrifugándose de nuevo para 

eliminar completamente el sobrenadante. A continuación se llevó a cabo 

la extracción de D N A  de las células sedimentadas. E n  el caso de las 

muestras de contaminación natural se utilizó el método D N easy Tissue 

K it (Qiagen, Hilden, Alemania). Para la extracción de D N A  a partir de 

las muestras de alimentos inoculadas artificialmente se compararon 

cuatro métodos comerciales. E n  dos de ellos la extracción se basa en un 

tratamiento térmico por calor en presencia de una matriz que protege los 

ácidos nucleicos y en los otros dos, tras una extracción física o 

enzimática, se emplean columnas de purificación para la recuperación del 

D N A  favoreciendo la eliminación de posibles inhibidores.

3.2.1 Métodos basados en tratamiento por calor

“PrepM an” Ultra (Applied Biosystems, Norwalk, CT, USA) e 

“InstaG ene Matrix” (BioRad, Hercules, California, USA). E n  ambos 

casos la extracción comienza con un calentamiento de la m uestra hasta 

100 °C en presencia de una matriz que protege los ácidos nucleicos. Tras 

el tratamiento a 100 °C, opcionalmente, se realiza una purificación de los 

ácidos nucleicos mediante precipitación con acetato de sodio 3 M e 

isopropanol y un lavado posterior con etanol al 70 %. A  continuación se 

deja secar al aire para eliminar los restos de etanol. Finalmente se 

resuspende el D N A  en 100 |ul de agua ultra pura (Sigma-Aldrich, Madrid) 

y se mantiene a 4 °C durante 24 horas para permitir la disolución del 

D N A .
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3.2.2 Métodos basados en columnas de purificación 

“DN easy Tissue K it” (Qiagen, Hilden, Alemania) comienza con 

dos tratamientos enzimáticos consecutivos para la rotura de las 

membranas y la eliminación de proteínas (lisozima o lisostafina y 

proteinasa K). A continuación, el lisado obtenido se introduce en la 

columna de purificación en presencia de etanol lo que facilita la unión 

selectiva del D N A  a la columna de intercambio iónico.

“UltraClean Microbial D N A  isolation kit” (MoBio, Carlsbad, 

California, US) comienza con un tratamiento mecánico para la rotura de 

las paredes y membranas celulares en presencia de partículas de sílice y 

tam pón de lisis. Al lisado obtenido se le añade un tam pón con alta 

concentración de etanol y se introduce la mezcla en la columna lo que 

permite la unión selectiva del D N A  a la membrana de la columna.

En ambos casos, una vez que el D N A  se encuentra ligado a la 

columna, se procede al lavado de éste para la eliminación de restos 

celulares y restos de la matriz del alimento. Se realizan dos lavados con 

tampones de elevada concentración de etanol para evitar la elución del 

D N A . Tras los lavados, el D N A  se eluye de la membrana con 100 pl de 

agua ultra pura.

4.- Cuantificación de ácidos nucleicos

4.1 Espectrofotometría

Para estimar la concentración y la pureza del D N A  extraído, se 

utilizó un espectrofotóm etro (G eneQ uant R N A /D N A  calculador, 

Pharmacia Biotech, Barcelona) y una cubeta de cuarzo Suprasil® de 500

68



(ll (Hellma, Badalona). Se realizaron diluciones 1:100 en agua bidestilada 

(MilliQ) midiéndose la absorbancia a 230, 260 y 280 nm. Se estimó la 

concentración de D N A , asumiendo que una unidad de absorbancia a 260 

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

aproximada de 50 fig/ml. La pureza de la muestra viene dada por el 

cociente de las absorbancias a 260 y 280 nm, siendo óptima cuando 

dichos valores son mayores o iguales a 1,8. Las desviaciones de este valor 

son indicativas de la presencia de impurezas proteínicas. Así mismo, una 

elevada absorbancia a 230 nm  puede indicar la presencia de impurezas ya 

que esta longitud de onda está cerca del máximo de absorbancia de las 

uniones peptídicas y también puede indicar la contaminación con Tris- 

HC1, ED T A  u otras sales presentes en los tampones utilizados para la 

extracción.

4.2 Espectrojluorimetría

Con el fin de aumentar la precisión en la cuantificación de D N A , 

se utilizó el m étodo fluorimétrico comercial “Fluorescent D N A  

Quantitation K it” y el espectrofluorímetro VersaFluor® (Bio-Rad). En 

este caso, la cuantificación se basa en la utilización del fluorocromo 

bisBenzimida (Hoechst 33258) que presenta la capacidad de unirse 

específicamente al surco m enor del D N A  de doble cadena, 

preferentem ente a las secuencias AT. Al unirse al D N A , el fluorocromo 

cambia su conform ación y emite fluorescencia. La variación de 

fluorescencia se mide utilizando una longitud de onda de excitación de 

360 nm  y una de emisión de 460 nm. Para la cuantificación, en primer
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lugar se construye una recta patrón utilizando concentraciones conocidas 

de D N A  de timo de ternera. Dicha recta patrón se utilizará para 

interpolar los valores de fluorescencia obtenidos para las muestras 

problema de DNA. Este sistema permite la cuantificación del D N A  de 

doble cadena entre 10 n g /m l y 5 pg/m l.

5. Cebadores y sondas

5.1 Selección de cebadores y  sondas

Para la detección de los cuatro patógenos por PCR específica se 

realizó en primer lugar una búsqueda bibliográfica exhaustiva de los 

cebadores previamente utilizados y como resultado:

a) Para Salmonella spp., se seleccionaron com o prim era 

aproximación los cebadores ttr4 /ttró  diseñados por Malorny et al', 

(2004), dirigidos a la región ¿frRSBCA del genoma de Salmonella spp. 

localizada cerca de la isla de patogenicidad 2 y que codifica para los genes 

necesarios para la respiración con tetrationato. Com o segunda 

aproximación se ensayaron los cebadores descritos por H oorfar et al 

(2000) que amplifican un fragmento de 119 pb del gen invA de Salmonella.

b) E n  el caso de E  monoytogenes, se seleccionaron los cebadores 

descritos por Rodríguez-Lázaro et al., (2004) que amplifican un 

fragmento de 64 pb del gen hly de L. monocytogenes.

c) Para E. coli 0 1 5 7  se seleccionaron los cebadores y la sonda 

dirigidos al gen uidh que codifica para la ¡l-glucuronidasa diseñados por 

Jinnem an et al., (2003). Este gen es común a todos los serotipos de E. 

coli, pero se ha descrito una m utación en la posición +93 en el serotipo

0157:H 7. Para su uso en PCR convencional, así como en RTi-PCR en
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m odo SYBR Green se utilizó el cebador PT2 que cubre esta mutación 

(Yoshitomi et al., 2006). Para la detección por RTi-PCR en m odo 

TaqMan, esta mutación es reconocida por una sonda M GB que cubre la 

posición +93.

d) Para la detección específica de Sta. aureus se utilizaron los 

cebadores y la sonda previamente descritos por nuestro grupo (Alarcón 

et al.) 2006). Estos cebadores delimitan un fragmento de 124 pb  del gen 

nuc que codifica para una nucleasa termoestable.

Tras la selección bibliográfica de los cebadores (Tabla 9), se 

com probó su especificidad mediante PCR convencional utilizando 14 

cepas de referencia entre las que se incluyeron representantes de los 

cuatro patógenos en estudio (Tabla 7). Posteriormente, la especificidad 

de los cebadores se com probó mediante RTi-PCR tanto en m odo SYBR 

Green, com probando la Tm  de los ampücones, como en m odo 

TaqMan.

Todos los cebadores fueron sintetizados por M etabión 

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

AppliedBiosystems (Norwalk, CT, USA).
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T a b l a  9 .  Cebadores y sondas utilizados en este trabajo.

Microorganismo Cebador Secuencia del oligonucleóddo (5’ -> V) Tamaño
amplicón

Posición 
en el gen

T3 hibridación
(°C)

Referencia

E. coli 0157:H7 PT2

uidAF

uidAR
uidAP

GCG AAA ACT GTG GAA TTG GG

CAG TCT GGA TCG CGA AAA CTG

ACC AGA CGT TGC CCA CAT AAT T 
NED-ATT GAG CAG CGT TGG-NFQ3

132

121

230-250

241-261

383-362
266-286

63

63

Yoshitomi et al., 2006 

Jinneman et al., 2003

E  monocytogenes hlyF

hlyR

hlyP

CAT GGC ACC ACC AGC ATC T

ATC CGC GTG TTT CTT TTC GA

FAM-CGC CTG CAA GTC CTA AGA CGC CA-NFQ3

64 113-131

157-177

133-155

63 Rodríguez-Lázaro et al. 
2004a

Salmonella spp. ttró

ttr4

ttrP5

CTC ACC AGG AGA TTA CAA CAT GG 

AGC TCA GAC CAA AAG TGA CCA TC 

FAM-CAC CGA CGG CGA GAC CGA CTT T-NFQa

94 4287-4309

4359-4381

4336-4356

65 Malorny et al., 2004

JHOL

JHOR

JHOP

TCG TCA TTC CAT TAC CTA CC

AAA CGT TGA AAA ACT GAG GA

FAM-TCT GGT TGA TTT CCT GAT CGC A-TAMRA

119 167-186

234-285

189-210

55 Hoorfar et al., 2000

P1

P3

OriP214

TTA TTA GGA TCG CGC CAG GC

GGA CCA CGA TCA CCG ATC A

V1C-TCA ATG CGT TGG AAA GGA TCA CTA GCT GT- 
NFQa

100 164-184

245-264

213-242

63 Este estudio

Sta. aureus F5

R465

NucP402

CGC TAC TAG TTG CTT AGT GTT AAC TTT AGT TG

TGC ACT ATA TAC TGT TGG ATC TTC AGA A

FAM-TGC ATC ACA AAC AGA TAA CGG CGT AAA 
TAG AAG-NFQa

124 342-373

438-465

402-434

60 Alarcon et al., 2006

aNFQ: non-fluorecent quencher, silenciador oscuro



5.2 Diseño j  especificidad de nuevos cebadores para Salmonella spp.

Para el desarrollo de la RTi-PCR múltiple, se diseñaron nuevos 

cebadores específicos de Salmonella spp. Para ello, se utilizó la secuencia 

del origen de replicación de Salmonella spp. procedente de Salmonella 

typhimurium disponible en GeneBank (número de acceso J01808, Zyskind 

y Smith, 1980). Partiendo de uno de los cebadores diseñados por 

W idjojoatmodjo et al (1991), se utilizó el programa informático Primer 

Express, versión 2.0, (Applied Biosystems División, Perkin-Elmer Corp., 

California, USA) para diseñar una nueva combinación de cebadores y 

sonda TaqM an que cumpliera las condiciones adecuadas para RTi-PCR. 

El análisis de la especificidad de los nuevos cebadores y de la sonda, se 

llevó a cabo en prim er lugar “in silico” utilizando la base de datos del 

N CBI y la herramienta de comparación de secuencias BLAST 

{http:tvtvw.ncbi.nlm.nih.gov) e “in vitro}> mediante amplificación por PCR 

convencional y po r RTi-PCR en m odo SYBR Green y TaqMan. E n  

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 solución que contema: tam pón de PCR IX  (67 mM Tris-HCL,

pH  8,8; 16 mM (NH4)2S 0 4; 0,1% Tween-20), 1,5 mM MgCb, 0,2 mM

de una mezcla de dATP, dGTP, dCTP y dUTP, 5 pM de cada cebador,

0,5 U de Taq poümerasa (Bioron, Ludwigshafen, Alemania), 1 U de

UDG-glicosilasa (BioLabs, Ipswich, EUA) y 5 j l x I  de la solución de D N A .

E n  todos los casos se incluyó un control negativo de reacción en las

mismas condiciones, pero sin D N A  molde, y un control positivo con
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200 ng de D N A  purificado del patógeno correspondiente. La reacción de 

amplificación se llevó a cabo en un termociclador GeneAmp PCR 

System 9700 (PE Applied Biosystems, Norwalk, US) con el siguiente 

programa térmico: un ciclo inicial de desnaturalización de 5 min a 94 °C, 

seguido por 35 ciclos de 30 s a 94 °C (desnaturalización del D NA), 45 s a 

la temperatura de hibridación correspondiente para cada cebador (Tabla 

9) y 45 s a 72 °C (extensión), y un  último ciclo de extensión de 5 min a 

72 °C.

Tras la amplificación, 15 pl de los productos de PCR se separaron 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,8 % en tam pón TA E 0,5X 

(40 mM  Tris-acetato, pH  7,6 y 1 mM N a2EDTA) durante 30 minutos a 

100 V. Se incluyó com o m arcador de peso molecular una escalera de 100 

pb  (Invitrogen, Carlsbad, California) para com probar el tamaño del 

amplicón. Los resultados se visualizaron mediante la tinción del D N A  

por inmersión del gel en una solución de brom uro de etidio en agua 

destilada (5 m g/m i) durante 20 minutos y posterior iluminación con luz 

ultravioleta (UV) en un transiluminador (Spectroline, Westbury, USA). 

La imagen se digitalizó mediante el sistema de captación de imagen 

GelPrinter Plus, (TDI, Madrid).

7. PCR a tiem po real

7.1 SYBR Green I

La amplificación por RTi-PCR en m odo SYBR Green se realizó

utilizando “SYBR® G reen Core Reagents K it” (Applied Biosystems,

Norwalk), que permite modificar la concentración de los componentes.

Se utilizaron 200 pM de cada dATP, dCTP, dG TP, 400 pM de dUTPs, 
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IX  de tam pón SYBR Green, 1 U de AmpliTaq G old y 0,2 U de 

Amperasa en un volumen final de 20 pl. Se ensayaron diferentes 

concentraciones de M gCh para E. coli 0157:H 7 (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 aureus.

La reacción de RTi-PCR se llevó a cabo en un equipo GeneAmp 

5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems), formado por un 

termociclador con bloque térmico peltier de 96 pocilios (GeneAmp® 

PCR System 9600) junto a un sistema de detección fluorimétrica y 

captación de imagen CCD (GeneAmp® 5700 Electronics® y GeneAmp® 

5700 Sequence Detector). Se utilizó el siguiente program a térmico: Un 

ciclo inicial de 2 min a 50 °C para activar la Amperasa, un  ciclo de 

desnaturalización de 10 min a 95 °C (se activa la Taq Polimerasa) y 40 

ciclos de 15 s de desnaturalización a 95 °C y 1 min a la temperatura de 

hibridación correspondiente a cada cebador (Tabla 9).

Se añadió un program a térmico para el análisis de las curvas de 

disociación (Tm) de los amplicones que consiste en: un ciclo inicial de 15 

s a 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 unión del 

fluorocromo al D N A  debido a la desnaturalización progresiva del D N A  

de doble cadena. La temperatura a la cual la mitad de las moléculas de 

D N A  están disociadas se conoce como Tm  o temperatura de 

disociación. Esta temperatura es característica de cada amplicón y nos 

permite detectar la presencia de posibles amplicones inespecíficos así 

com o la formación de dímeros de cebadores.
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7.2 TaqMan

La amplificación por RTi-PCR en m odo TaqM an se realizó en un 

volumen final de 20 | L l l ,  utilizando el “TaqMan® Core Reagents K it”, y 

las concentraciones de los distintos componentes previamente 

establecidas para la RTi-PCR en m odo SYBR G reen junto con las 

sondas correspondientes en las siguientes concentraciones: para E. coli 

0157:H 7, 25 nM  de la sonda uidAP; para JL monogtogenes, 50 nM  de la 

sonda hlyP y para Sta. aureus, 100 nM  de la sonda nucP402. Para 

Salmonella se utilizaron las sondas ttrP  a 250 nM  y, la sonda JH O P  que se 

ensayó a distintas concentraciones (100, 200 y 300 nM) con el fin de 

optimizar las condiciones de reacción.

7.3 Rectas patrón para cuantificaáón

Para cuantificar los patógenos en las muestras de alimentos, se 

construyeron curvas patrón partiendo de: a) D N A  total cuantificado 

fluorimétricamente y b) suspensiones de células de cada uno de los 

patógenos, cuantificadas por recuento en placa.

7.3.1 A  partir de D N A

Se realizó la extracción de D N A  mediante D N easy tissue kit 

(Qiagen, Hilden, Alemania) a partir de 1 mi de un cultivo de 18 h de cada 

uno de los patógenos. Tras cuantificar espectro fluorimétricamente, se 

prepararon diluciones decimales seriadas para cubrir el rango entre 1 y 

106 equivalentes genómicos por reacción. Las correspondencias entre
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D N A  y equivalentes genómicos se calcularon en base al tamaño 

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

T a b la  10. Tam año del genoma publicado para los patógenos en estudio.

P a tó g en o T am añ o  g en o m a R eferencia
E. coli 0157:H 7 5,6 % Hayashi et al!, (2001)
L. monocytogenes 2,4 fe Glaser et al., (2001)
Salmonella spp. 5 fg McClelland et al., (2001)
Sta. aureus 1,6 fe Hein et al. ̂ (2001)

7.3.2 A. partir de células

Partiendo de cultivos en fase logarítmica de cada uno de los 

patógenos, se prepararon diluciones decimales seriadas en solución salina 

estéril. Se tom ó 1 mi de cada dilución y se centrifugó 3 minutos a 13.000 

rpm. Tras eliminar el sobrenadante, se lavó el sedimento con tam pón T E  

para eliminar los restos del medio y se extrajo el D N A  con el m étodo 

DNeasy Tissue K it (Qiagen, Hilden, Alemania) eluyendo en 100 |ll de 

agua ultra pura (Sigma Aldrich, Madrid). Se tom aron 5 pl de este D N A  

com o molde para la reacción de amplificación. Paralelamente, se 

realizaron recuentos en placas de TSA para estimar el número de células 

de partida.

Las rectas patrón para la cuantificación se obtuvieron, en los dos 

casos, representando gráficamente los valores medios de Ct  obtenidos 

de tres replicados de cada dilución en tres ensayos independientes, frente 

a la cantidad de células o equivalentes genómicos utilizados en cada 

reacción de RTi-PCR.



7.4 P C R j RTi-PCR de muestras de alimentos

Para el análisis de alimentos por PCR y RTi-PCR se utilizaron 5 

pl del D N A  recuperado como se indica en al apartado 3.2 realizándose 

las reacciones por triplicado. En cada análisis se incluyó un control 

positivo, con D N A  purificado por el m étodo de Pitcher et al., (1989) a 

partir de un cultivo puro de las cepas E. coli 0157:H 7 CECT 4267, L* 

monocytogenes CECT 4031T, S. entérica ssp. entérica CECT 915Ty Sta. aureus 

CECT 86T y un control negativo sin D N A . Como control externo de 

amplificación, se utilizó 1 ng de D N A  purificado del patógeno 

correspondiente, añadido al extracto de D N A  obtenido a partir de la 

m uestra de alimento para asegurar la ausencia falsos negativos por 

inhibición de la reacción.

8. Mini-VIDAS

El mini-VIDAS es la versión miniaturizada del sistema VIDAS. 

Se trata de un inmunoensayo enzimático que utiliza el m étodo ELFA 

(Enzyme Linked Fluorescent Assay) y se realiza de forma automatizada 

en el inmuno-analizador VIDAS (Biomerieux, Vitek, Madrid). E n  este 

trabajo se utilizaron los siguientes “kits” disponibles para los patógenos 

en estudio: mini-VID AS E C O  (E . coli 0157:H 7), mini-VID AS LM O (L. 

monocytogenes) y mini-VID AS SLM (Salmonella spp).

E n  todos los casos se parte del homogeneizado enriquecido, 

com o se indica en el apartado 2.2, y se lleva a cabo el ensayo 

inmunoenzimático que consiste en una fase sólida, similar a una punta de 

pipeta, que contiene los anticuerpos. E n  ella se van mezclando los
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reactivos que se encuentran sellados en tiras de pocilios a las que se 

añade secuencialmente una alícuota del medio de cultivo enriquecido. El 

patógeno correspondiente actúa como antígeno y, cuando está presente 

en la muestra, se une a los anticuerpos de la fase sólida. A  continuación, 

se tom an en la pipeta los reactivos necesarios para la detección, que 

incluyen un segundo anticuerpo unido al enzima fosfatasa alcalina que 

también se une al antígeno. Durante el proceso, la fosfatasa alcalina 

cataliza la hidrólisis del sustrato 4-metil-umbeliferol-fosfato emitiendo 

fluorescencia al liberar fosfato 4-metil-umbelilferona. La m uestra se 

introduce en el inmunoanalizador VIDAS que mide la fluorescencia a 

450 nm  lo que constituye el resultado de la detección. Si el resultado de 

la inmunodetección es positivo, se debe confirmar la presencia del 

patógeno mediante aislamiento en medios selectivos, a partir del caldo de 

enriquecimiento, y la identificación de las colonias para dar el análisis 

como positivo. Para E. coli 0157:H 7 se utilizaron los medios CT-SMAC 

y SMAC (Biokar, Madrid) donde las colonias típicas presentan color 

rojizo indicador de que no fermentan el sorbitol; para L. monocytogenes el 

agar Palcam, agar O xford o agar ALO A; para Salmonella spp. el agar XLD 

(Biolife, Milán, Italia) y el agar Entérico Hecktoen (Scharlau, Barcelona).

9. A nálisis estadístico

9.1 Comparación de los métodos de extracción

Para la comparación de los m étodos de extracción se realizó un 

análisis de varianza de medidas repetitivas (ANOVA) considerando el 

logaritmo neperiano del límite de detección establecido para cada

método. Además, se realizó el ajuste de Bonferroni para comparaciones
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múltiples con el fin de determinar el efecto del patógeno y de la matriz 

vegetal en el m étodo de extracción, tanto independientem ente como de 

forma combinada. E l nivel de significación de estableció para P = 0,05. 

Se utilizó el program a informático SAS 9.1.

9.2. Comparación de los resultados de PCR, RTi-PCRy mini-VTDAS

Los resultados obtenidos en los dos laboratorios se analizaron 

estadísticamente para com probar el grado de concordancia entre ellos. 

Para ello, se utilizó el índice de concordancia kappa que determ ina hasta 

que punto la concordancia observada es superior a la esperable por puro 

azar. El índice de concordancia kappa se define como:

Po-Pe
k =  ----------

1 - P e

donde P0 es la proporción de concordancia observada (en tanto por 1) y 

P e es la proporción de concordancia esperada por puro azar. D e este 

m odo, k =  1 indica una concordancia perfecta, k =  0 indica que la 

concordancia obtenida es igual a la esperada por azar y si k<0 el acuerdo 

observado es m enor al esperado. E n  función del valor del índice 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 función del valor obtenido para el índice 
kappa.

k a p p a g rad o  de acuerdo

<0 sin acuerdo
0-0,2 insignificante

0,2-0,4 bajo
0,4-0,6 m oderado
0,6-0,8 bueno
0,8-1 muy bueno

Una vez determinado el grado de acuerdo entre los laboratorios, 

se estableció la validez de las pruebas diagnósticas comparadas. Para ello 

se determinó la validez de cada una de ellas, lo que engloba sensibilidad y 

especificidad definiéndose “sensibilidad” como la proporción de 

verdaderos positivos que se detectan correctamente y “especificidad” 

com o la proporción de verdaderos negativos detectados correctamente 

(Altman y Bland, 1994a). Además, para valorar una prueba diagnóstica, 

es necesario establecer la probabilidad de que cada metodología ofrezca 

el diagnóstico correcto. Para ello se calculan los valores predictivos 

positivos y negativos (VPP y VPN). Estos valores indican la proporción 

de muestras contaminadas y no contaminadas, respectivamente, que se 

diagnostican correctamente (Altman y Bland, 1994b).

9.3 Comparaáón de los valores de cuantificaáón

Los valores de cuantificación por RTi-PCR obtenidos en ambos 

laboratorios respecto a la curva patrón de D N A , se com pararon 

estadísticamente mediante el contraste no paramétrico de Wilcoxon para
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muestras apareadas. El nivel de significación se estableció en P = 0,05 

utilizando el programa informático SPSS 17.0.
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IV. RESULTADO S





1. Comparación de los métodos de extracción

1.1 Sensibilidad de los métodos ensayados

La comparación de los cuatro métodos de extracción de D N A  

ensayados en este estudio se realizó en base a su eficiencia en la 

recuperación de D N A , a partir de las muestras de vegetales inoculadas, 

así como en la adecuación de este D N A  para su posterior amplificación 

por PCR. Para ello, se llevó a cabo la extracción a partir de tres matrices 

(brócoli, cebolla y pimiento verde) previamente inoculadas con 

diluciones decimales seriadas de cultivos puros de E. coli 0157:H 7 

CECT 4267, L. monocytogenes CECT 4031T, S. entérica ssp. entérica CECT 

915T y Sta. aureus CECT 86T, por separado, cubriendo el rango entre 1 y 

108 ufe/g. Para facilitar la comparación, el D N A  se recuperó en todos 

los casos en un volumen final de 100 pl de agua ultra pura y se analizaron 

5 pl en la reacción de PCR. Los productos de amplificación por PCR 

convencional específica con los cebadores PT2/uidA R  para E . coli 

0157:H 7; R465/F5 para Sta. aureus\ JH O L /JH O R  para S. entérica ssp. 

entérica y hlyF/hlyR para E. monocytogenes se detectaron por electroforesis 

(Figura 7).

io 6 io 5 io 4 103 102 10 i

Figura 7. Productos de PCR correspondientes a las distintas concentraciones 
de Salm onella  (en ufe/g), inoculada en brócoli, tras la extracción con DNeasy 
Tissue Kit.
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El nivel de sensibilidad se estableció considerando la dilución más 

alta para la que se obtenía un resultado positivo por PCR. El análisis se 

comenzó a partir de la alícuota más concentrada y se continuó con las 

menos concentradas hasta obtener resultado negativo en la 

amplificación. A partir del prim er resultado negativo, se analizaron al 

menos tres alícuotas más, en orden descendente de concentración para 

asegurar el resultado. E n  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 patógenos.

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

Salmonella L. E. coli Sta.
spp. monocytogenes 0157:H7 aureus

n u 106 106 105 107-MG D 10 105 102 106<urT3VHP 103 105 103
PU £ I 106 106 104 105

u 1 0 6 1 0 6 1 0 4 1 0 4

^  D 1 0 3 1 0 5 1 0 3 1 0 4

'2 P 1 0 6 1 0 5 1 0 6 -

PQ i 1 0 6 1 0 6 1 0 5 105

u 106 107 104 105rt -|—v 
^  D 103 105 104 104o
-S P 106 106 105 106
u  I 105 107 106 106
U, UltraClean Microbial DNA isolatdon kit (MoBio); D, DNeasy Tissue Kit (Qiagen); P, 
PrepMan Ultra (Applied Biosystems); I, InstaGene Matrix (BioRad).

Para E. coli 0157:H7, con DNeasy Tissue K it se consiguió la 

mejor sensibilidad detectándose hasta 102, 103 y 104 u fc /g  en pimiento
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verde, brócoli y cebolla, respectivamente. Sólo UltraClean Microbial 

D N A  igualó el resultado, en el caso de la cebolla, mientras que los otros 

dos métodos rindieron niveles de detección más altos (104 y 105).

E n  el caso de L. monocytogenes, los valores de detección fueron 

ligeramente más altos que los obtenidos para E. coli 0157:H 7 con todos 

los métodos ensayados. Los cuatro m étodos se com portaron igual en 

pimiento verde y brócoli, siendo DNeasy Tissue Kit y PrepM an Ultra los 

que rindieron mejores resultados permitiendo la detección como mínimo 

de 105 ufc/g. E n  cebolla, el D Neasy Tissue K it presentó mayor 

rendimiento, detectándose desde 105 u fc /g  mientras que con los otros 

tres métodos se detectaron 106 ó 107 ufc/g .

Para S. entérica ssp. entérica, el mejor nivel de sensibilidad se obtuvo 

también utilizando D Neasy Tissue Kit, en las tres matrices ensayadas, 

con valores de detección de 10 u fc /g  en pimiento verde y de 103 ufc/g , 

tanto en cebolla como en brócoli. E l PrepM an Ultra permitió la 

amplificación de hasta 103 u fc /g  en pimiento verde, pero el nivel de 

detección en cebolla y brócoli fue de 106 ufc/g , igualando al resto de 

m étodos ensayados en las diferentes matrices siendo, al menos tres 

órdenes logarítmicos menos sensibles que el DNeasy Tissue Kit.

Para Sta. aureus, la mayor sensibilidad fue de 104 u fc /g  utilizando

DNeasy Tissue Kit, en brócoli y cebolla. Este valor se igualó con

UltraClean Microbial D N A  en brócoli. Con PrepM an Ultra a partir de

pimiento verde y brócoli, no se obtuvo amplificación para ninguna de las

concentraciones ensayadas mientras que sí lo hizo en cebolla con una

sensibilidad de 106 ufc/g . Para confirmar este resultado, se repitió el

proceso de inoculación de Sta. aureus en pimiento verde y cebolla. Tras
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realizar una nueva extracción, mediante los cuatro métodos, se 

observaron resultados idénticos a los obtenidos en la primera 

inoculación. E l control externo de amplificación, al que se le añadió 1 ng 

de D N A  purificado, presentaba el amplicón esperado por lo que se 

descartó la presencia de inhibidores de la reacción. Así pues, mediante 

PrepM an Ultra a partir de brócoli y pimiento verde no se obtuvo D N A  o 

éste no era adecuado para la PCR.

1.2 Análisis estadístico

La comparación de los cuatro métodos de extracción ensayados se

realizó en base a sus límites de detección. Para garantizar la validez del

análisis estadístico, no se tuvieron en cuenta los resultados de Sta. aureus

ya que no se obtuvo amplificación, para este patógeno, con uno de los

m étodos ensayados (PrepMan). Para el análisis estadístico, se expresaron

los límites de detección como el logaritmo neperiano de la concentración

y se calculó la media de estos logaritmos, en prim er lugar, teniendo en

cuenta los límites de detección para cada patógeno en todas las matrices

y, en segundo lugar, considerando los límites para los tres patógenos en

cada matriz vegetal ensayada. Los resultados se m uestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Valores medios del logaritmo neperiano del límite de detección 
mostrado por los cuatro métodos de extracción en función de I) patógeno y II) 
matriz vegetal.

I) Patógenob>c
Método* Salmonella Lm E. coü 0157:H7 monocytogenes

U 14,6699 14,8978 10,2325
D 6,2271 11,8277 7,1624
P 12,3673 12,5952 11,0000
I 13,9023 14,8978 11,7675
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T ab la  13. (continuación)
II) Matriz vegetald

Método* Pimiento verde Brócoli 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 Matrix (BioRad). 
bCepas utilizadas en los ensayos de inoculación: E. coli 0157:H7 CECT 4267, S. entérica 
ssp. entérica CECT 915Ty L. monocytogenes CECT 4031T.
cMedia de los valores del límite de detección para cada patógeno, en todas las matrices. 
dMedia de los valores del límite de detección para cada matriz, en todos los patógenos.

El análisis de varianza de medidas repetitivas (ANOVA), realizado 

sobre las medias, reveló diferencias significativas entre los cuatro 

m étodos con un valor de P = 0,002. Para profundizar en el análisis, se 

estudiaron independientemente los efectos del patógeno y de la matriz 

vegetal sobre el m étodo de extracción. E n  el prim er caso, el valor de P = 

0,0157 indica que el patógeno tiene un efecto significativo sobre la 

eficiencia m ostrada por el m étodo de extracción. E n  el caso de la matriz 

el valor de P = 0,0554, podría también considerarse significativo 

(cercano a 0,05). Cuando se analiza la combinación de los efectos del 

m étodo de extracción y la matriz vegetal no se observan diferencias 

significativas entre los patógenos (P = 0,2489). Cuando se combinan el 

m étodo de extracción y el patógeno, no hay diferencias significativas en 

cuanto a la matriz vegetal (P = 0,1083). Al comparar los métodos entre 

si, considerando los efectos de las matrices y los patógenos combinados 

(Tabla 14), se observa que los m étodos Ultra Clean e InstaG ene no 

m ostraron diferencias significativas; InstaG ene m ostró los mismos 

resultados que PrepM an y las diferencias entre este último y Ultra Clean
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tampoco fueron significativas. Sin embargo, DNeasy Tissue K it muestra 

diferencias significativas con cada uno de los otros tres métodos. El valor 

más bajo de las medias de los logaritmos neperianos de los límites de 

detección en todos los casos, corresponde a DNeasy Tissue kit (Tabla 

13), es decir, es el m étodo que permite niveles de detección 

significativamente más bajos. Además, aunque no se incluyó en el análisis 

estadístico, el D N easy Tissue K it fue el que rindió un mejor nivel de 

detección para Sta. aureus, en dos de las tres matrices ensayadas. Por lo 

tanto, se consideró el mejor m étodo para la extracción de D N A  de los 

cuatro patógenos en las tres matrices ensayadas.

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

U a D P I
u -

D 0,004^ -

P 0,594 0,05 l b -

I 1 0,026b 0,915 -

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 análisis

Considerando el tiempo y la manipulación necesaria para la 

preparación de la muestra de D N A , los dos métodos basados en calor 

ensayados en este trabajo (PrepMan Ultra e InstaGene Matrix) son los 

que resultan más sencillos de manipular y el proceso requiere menos de 

una hora en ambos casos, incluyendo el paso opcional de purificación de
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los ácidos nucleicos. E n cuanto a los otros dos, el DNeasy Tissue Kit 

consta de varios pasos de lisis y lavado por lo que requiere más 

manipulación alargándose el proceso alrededor de 1 hora y 30 minutos. 

Respecto al UltraClean Microbial D N A  extraction kit consta de un 

mayor núm ero de pasos de lisis y lavado del D N A , completándose en 2 

horas. Además, este m étodo requiere agitación horizontal para el paso 

inicial de lisis mecánica 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.

E n  cuanto al coste económico, InstaGene Matrix es el más barato 

seguido de PrepM an Ultra, Ultra Clean y finalmente, el DNeasy Tissue 

Kit que aproximadamente duplica en precio a los anteriores.
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2. Aplicación de la RTi-PCR para la detección de patógenos en 

alimentos

2.1 Especificidad de los cebadores

Mediante PCR convencional los cebadores seleccionados 

amplificaron únicamente en las cepas de la especie para la que fueron 

diseñados, excepto en el caso de los cebadores ttr4 /ttró  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 m odo SYBR Green.

Para E. coli 0157:H 7 se mantuvieron las condiciones descritas para 

RTi-PCR por Jinnem an et al., (2003), 250 nM de cada cebador y 3,5 mM 

de MgCh. E n m odo SYBR Green, el análisis de disociación mostraba un 

único pico para E. coli 0157:H 7 con una Tm de 83,5 °C. Pero también se 

observó amplificación para Salmonella spp. con una Tm de 82,5 °C 

(Figura 8) por lo que en estas condiciones la reacción no permitía la 

detección específica ni la cuantificación de E . coli O l b l \ E 1 .
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Figura 8. Análisis de disociación de los amplicones generados por RTi-PCR 
en m odo SYBR Green, con los cebadores uidA F/uidA R correspondiente a
Salmonella y E. coli OI 57:H7.

Curvade disociación

Salmonella spp.
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Para garantizar la especificidad de la RTi-PCR en m odo SYRR Green 

se utilizó la aproximación descrita posteriorm ente por el mismo grupo 

(Yoshitomi et a l, 2006). Consiste en m antener el cebador uidAR 

(reverso) y sustituir el directo (uidAF) por un nuevo cebador (PT2) 

desplazado ligeramente en la secuencia del gen cubriendo la posición 

+93 que es específica del serotipo 0157:H 7. Utilizando estos cebadores, 

con las mismas condiciones de PCR descritas para la combinación 

uidA F/R , se obtuvo una reacción específica para la que el único pico de 

amplificación fue el de E. coli 0157:H 7 con una Tm  = 83,3 °C.

La especificidad se ensayó a continuación en m odo TaqMan, 

utilizando la sonda y las condiciones de reacción descritas por Jinnem an 

et a l, (2003). E n  este caso la sonda cubre la posición +93 y la reacción 

dem ostró ser específica ya que sólo la cepa de E. coli del serotipo 

0 1 5 7 :H 7  presentó señal de fluorescencia. Sin embargo, los valores de C t  

obtenidos en estas condiciones fueron muy altos (Ct > 3 7 ) en todas los 

cepas, lo que indicaba una baja eficiencia de reacción y un nivel de 

detección de unas 100 céls/reacción. Para tratar de mejorar el 

rendimiento de la reacción se ensayaron concentraciones crecientes de 

MgCb, manteniendo la concentración de la sonda en 25 nM y utilizando 

10 ng de D N A  de todas las cepas de E. coli y Salmonella. Se incluyeron 

distintos serotipos para asegurar que el incremento en MgCb no causaba 

una pérdida en la especificidad de la reacción (Tabla 15).
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T a b l a  1 5 .  Valores de CT obtenidos por RTi-PCR en m odo TaqMan con los 
cebadores uidA F/uidA R y la sonda uidAP específicos para E . coli 0157:H 7, en 
presencia de distintas concentraciones de MgCl2.

Especie 3 mM 3,5 m M 4 mM 4,5 mM

E . coli 0157: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. entérica spp. entérica 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 consideró que 3,5 mM era la 

concentración óptima de MgCh para esta reacción, dado que no se 

obtiene señal en el caso de E. coli CECT 515T (no enterotoxigénico). Se 

observó, un valor de C t de 39,5 (cercano a 40, considerado com o 

negativo) para Salmonella correspondiente a 10 ng de D N A. Para 

garantizar que la amplificación obtenida para Salmonella, no interferiría 

con la detección y cuantifícación de E . coli 0157:H 7, se ensayaron 

cantidades inferiores de D N A  (1 ng, 100 pg y 10 pg) así com o un 

núm ero mayor de cepas de Salmonella (Tabla 7) y se observó que no se 

obtenía señal para ninguna de las cepas de Salmonella ni para las cepas de 

E . coli de otros serotipos.

E n el caso de Salmonella, utilizando los cebadores ttr4 /ttró , mediante 

RTi-PCR con SYBR Green, se observó un único pico en la curva de 

disociación de las cepas ensayadas cuya Tm  era de 81 °C confirmando lo 

descrito por los autores, lo que indica la presencia de un solo amplicón. 
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Sin embargo, en las tres cepas de E. coli ensayadas, aparecía un amplicón 

con una T m  de 74 °C y otro más pequeño una Tm  de 81 °C 

correspondiente a Salmonella (81 °C) (Figura 9).
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F i g u r a  9 .  Análisis de la curva de disociación de los amplicones generados por 
RTi-PCR en m odo SYBR Green correspondiente a Salm onella  spp. y E . coli 
0157:H 7 con los cebadores ttr4 /ttró .

A continuación se abordó la detección mediante RTi-PCR en modo 

TaqM an (combinando los cebadores y la sonda TaqMan). Esta 

com binación tam poco permitió diferenciar Salmonella spp. de E. coli ya 

que para 100 pg de D N A  molde, el valor medio de C t 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 C t no es suficiente para garantizar 

la especificidad de la reacción y podría causar interferencias en la 

cuantificación de Salmonella spp. en las muestras de alimentos. Por todo 

ello, se ensayó un nuevo par de cebadores, descritos por H oorfar et al., 

(2000), dirigidos al gen invA. Estos cebadores resultaron específicos por 

PCR convencional y por RTi-PCR en m odo SYBR Green,
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confirmándose mediante el análisis de la curva de disociación la 

presencia de un único amplicón con T m  79,5 °C para Salmonella spp. La 

reacción en m odo TaqMan, utilizando las condiciones descritas por 

H oorfar et al., (2000) de 2,5 mM  MgCb, 300 nM  cebadores y 100 nM  

sonda, no rindió ninguna señal de amplificación por lo que para la 

optimización se ensayaron nuevas combinaciones de concentración de 

sonda y de MgCb que se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Valores de Q. obtenidos para S. entérica spp. entérica CECT 915T por 
RTi-PCR en modo TaqMan con los cebadores JHOL/JHOR y la sonda JHOP, 
a las distintas concentraciones de sonda y MgCl2 ensayadas.

M gCl2
2,5 m M  3,5 m M  4,5 m M

100 nM 40 40 28,1
Sonda 200 nM 40 40 27,7

300 nM 40 nt nt
Ct — 40 indica resultado negativo, nt, combinación no testada

Las combinaciones para las que se obtuvo señal fueron las 

correspondientes a 100 y 200 nM  de sonda y 4,5 mM de MgCb por lo 

que se seleccionaron 100 nM de sonda para los posteriores análisis. Se 

com probó de nuevo la especificidad de los cebadores y la sonda 

utilizando 10 ng de D N A  por reacción (unas 106 células) de cada una de 

las cepas de la Tabla 7. Se observó que para las distintas cepas de 

Salmonella spp. los valores de G reran  de 17,2 ±  0,2 y no presentaba señal 

para ninguna de las cepas de otros géneros. Por tanto, estas condiciones 

permitirían la detección específica de Salmonella spp. así como su 

cuantificación.

96



E n  el caso de E  monogtogenes, se utilizaron 6 mM de MgCh, 50 nM  de 

cada cebador y 50 nM  de la sonda hlyP siguiendo las condiciones 

descritas por Rodríguez-Lázaro et al., (2003). E n  m odo SYBR G reen la 

curva de disociación presentó un único pico de Tm  en 80,5 °C, para E  

monocytogenes que corresponde exactamente con el amplicón esperado, y 

no aparecía ningún tipo de señal en el resto de cepas. Se com probó 

también la especificidad y la eficiencia de la reacción en m odo TaqMan, 

con las cepas de referencia que aparecen en la Tabla 7, y sólo se observó 

señal en las pertenecientes a la especie E  monocytogenes, confirmándose la 

especificidad del sistema.

Para Sta. aureus se utilizaron las condiciones descritas previamente 

(Alarcón et al, 2006) que son: 4 mM  de MgCb, 300 nM  de cada cebador 

y 100 nM  de la sonda nucP402. E n  este caso, dado que el sistema había 

sido desarrollado por nuestro grupo, ya disponíamos de la inform ación y 

experiencia sobre su especificidad.

2.2 Sensibilidad de la RTi-PCR en muestras inoculadas

La sensibilidad de las reacciones de RTi-PCR se evaluó en muestras 

de pimiento verde inoculadas con los cuatro patógenos, 

independientemente, y en los que se realizó la extracción mediante el 

método DNeasy Tissue Kit. Se utilizó el sistema TaqM an y las 

condiciones establecidas como óptimas para cada patógeno. Para valorar 

la sensibilidad se analizaron los valores de Ct obtenidos en cada caso. 

Los resultados se muestran en la Tabla 17.
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Tabla 17. Valores de CT obtenidos para los DNA extraídos a partir de las 
muestras de pimiento verde inoculadas artificialmente.____________________

ufe/reacción*
E. coli 0157:H7 L. monocytogenes
CT Resultado CT Resultado

102 29,3±0,1 + 32,1 ±0,5 +
10 33,1 ±1,4 + 35,4±0,7 +
1 38,4±0,5 + 37,1 ±0,7 +

0,1 40±0 - 40±0 -

ufe/reacción*
Salmonella spp. Sta. aureus
Q Resultado CT Resultado

102 30,8±0,6 + 29,8±0,5 +
10 34,1 ±2,5 + 34,1 ±0,9 +
1 35±0,3 + 37,3±0,8 +
0,1 40±0 - 40±0 -

Valores correspondientes a 1,29 x 104 ufc/g para E. coli 0157:H7; 1,37 x 104 ufc/g para 
E  monocytogenes', 2,35 x 104 ufc/g para Salmonella y 3,2 x 104 ufc/g para Sta. aureus.

E n los cuatro patógenos ensayados se observó amplificación a partir 

de 1 cél/reacción lo que corresponde a 102 céls/g  de alimento. Este valor 

se consideró como el límite de detección de las cuatro reacciones 

ensayadas.

2.3 Curvas estándar de cuantificación

Para abordar la cuantificación de los cuatro patógenos en 

muestras de alimentos, se construyeron curvas patrón partiendo por un 

lado de D N A  total, purificado mediante DNeasy Tissue K it y 

cuantificado fluorimétricamente y, por otro, a partir de diluciones 

decimales seriadas de cultivos celulares de cada uno de los patógenos, 

cuantificados por recuento en placa.
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Para la construcción de las curvas patrón se representaron los valores 

medios de C t  en función del logaritmo de las concentraciones ensayadas. 

A  partir de estos datos se calcularon las rectas de regresión asociadas a 

los puntos así como el coeficiente de correlación para cada una de ellas. 

La Figura 10 muestra las rectas patrón obtenidas utilizando tanto el 

m odo SYBR G reen como el TaqMan, para el D N A  purificado y las 

suspensiones celulares, de los cuatro patógenos. Los valores de las 

pendientes oscilaron entre -2,84 y -3,58, valores cercanos a -3,32, 

considerado como el valor óptim o teórico (Higuchi et al} 1993). La 

eficiencia de la reacción según la formula E = 104 /s -1 descrita por 

Knutsson et al., (2002) calculada a partir de los valores de la pendiente 

(s), oscila entre 1,24 y 0,9. Los valores del coeficiente de correlación 

confirman la linealidad de la reacción ya que fueron del 99 % en la 

mayoría de los casos. Sólo para E. coli 0157:H 7 fueron ligeramente 

inferiores (96-97 %).

El límite de detección para E. coli 0157:H 7 se estableció en 1 

equivalente genómico (eg) ó 10 células/reacción. E n  el caso de L. 

monocytogenes, Salmonella y Sta. aureus aunque aparecía señal a un nivel 

inferior (10 1 eg/reacción ó 1 cél/reacción), los valores de Ct  

correspondientes no se incluyeron en las rectas debido a que no se 

obtuvo amplificación para todas las réplicas y, además, al representar los 

valores se perdía la linealidad. Considerando los rangos de concentración 

para los cuales existe una relación lineal con el valor del C t , se estableció 

como límite de cuantificación 1 eg/reacción o 10 céls/reacción, para los 

cuatro patógenos.
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E n la Tabla 18 se muestra la media de los valores de C t  para las 

distintas concentraciones de D N A  y de células, de los cuatro patógenos 

obtenidos a partir de 12 réplicas procedentes de 4 ensayos 

independientes.

Como se observa en la Figura 10, en el caso de Salmonella y Sta. 

aureus en m odo TaqM an las rectas de regresión obtenidas a partir de 

D N A  y de suspensiones celulares coinciden perfectamente mientras que 

para E. coli 0157:H 7 y E. monocytogenes, la recta de suspensiones celulares 

se encuentra por encima de la de D N A , en todos los puntos. E n  m odo 

SYBR Green, estas diferencias se aprecian en todos los patógenos 

excepto Salmonella. Los valores de Ct  más altos obtenidos en las 

suspensiones celulares son esperables debido al paso de extracción de 

D N A  al que son sometidas que sufren estas y que puede ocasionar 

pérdidas que afecten al rendimiento.
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T a b la  18. Valores de Ct obtenidos para las distintas concentraciones de A) D N A  cuantificado y B) Suspensiones celulares calibradas
A)
Eq.
genómicos

E . coli 0157:H 7 
SYBR TM

L. monocytogenes 
SYBR TM

Salmonella spp 
SYBR TM

Sta. aureus 
SYBR TM

105 15,36±0,28 20,3010,39 16,9210,38 17,8510,57 17,3810,20 20,1110,15 16,8610,45 19,9010,22

104 17,57±0,20 24,2910,28 20,2210,54 21,5710,77 21,2010,43 22,9710,69 19,9610,29 21,8910,75

103 21,45±0,59 27,2410,28 23,6610,57 25,4010,61 24,4210,91 27,0610,54 23,5610,44 25,4010,45

102 25,56±0,95 29,9510,77 27,4810,71 29,5210,19 29,7910,96 29,9910,64 26,810,24 30,2610,70

10 28,72±0,90 33,2410,41 31,4710,95 32,6310,84 32,5110,99 32,8610,68 29,8810,39 33,8110,66

1 32,68±0,97 35,9410,40 35,6111,01 35,8710,27 35,4111,53 36,5910,72 33,4310,49 36,6310,55

B)

Células E . coli 0157:H 7 E  monocytogenes Salmonella spp • Sta. aureus
SYBR TM SYBR TM SYBR TM SYBR TM

107 13,69±0,31 15,0910,15 14,7310,17 15,2310,08 13,9910,34 15,9910,92 14,5910,36 14,1510,06

106 14,69±0,33 18,8310,39 16,1610,10 19,3110,27 18,0810,16 18,1310,15 15,3910,13 15,6510,65

105 17,58±0,08 23,9010,34 19,9710,15 22,5110,40 20,8910,59 21,7910,27 18,3610,44 19,9310,26

104 20,86±0,53 29,4810,24 22,9710,22 27,4810,71 23,4210,74 24,0410,99 22,8310,41 22,9110,07

103 25,04±0,22 31,6610,40 26,3710,44 29,4310,41 25,4510,57 26,7610,26 26,5410,45 25,9710,20

102 27,42±0,41 33,6510,20 29,6510,33 33,2810,16 28,0810,99 29,0810,14 29,5010,43 29,0610,28

10 33,01±1,14 36,0010,66 33,4710,73 37,0710,66 32,9310,41 33,5410,78 32,5910,42 33,6811,81

Sombreados los valores que no se han incluido en el cálculo de la recta patrón
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y  =  - 3 , 2 5 x  +  3 4 , 7 4  

R 2  =  0 , 9 7

y  =  - 3 , 5 5 x  +  3 2 , 4 2  

R 2  =  0 , 9 9

y  =  - 3 , 0 7 x  +  3 6 , 1  

R 2  =  0 , 9 9

Log Co

y  =  - 3 , 5 5 x  +  4 0 , 4 5  
R 2  =  0 , 9 9

y  =  - 3 , 1 9 x  +  3 6 , 1 3  
R 2  =  0 , 9 9

y  =  - 3 , 6 4 x  +  3 6 , 2 4  
R 2  =  0 , 9 9

y  =  - 3 , 8 8 x  +  3 5 , 7 8  
R 2  =  0 , 9 9

L og Co Log Co

y  =  - 2 , 8 4 x  +  3 5 , 5 5  
R 2  =  0 , 9 9

y  =  - 2 , 9 4 x  +  3 5 , 1  1 
R 2  =  0 , 9 9

y  =  - 3 , 2 9 x  +  3 6 , 4 8  

R 2  =  0 , 9 9
y  =  - 3 , 6 9 x  +  3 6 , 0 4  
R 2  =  0 , 9 9

y  =  - 3 , 2 6 x  +  3 6 , 1 1  

R 2  =  0 , 9 9

y  =  - 3 , 2 3 x  +  3 5 , 7 5  
R 2  =  0 , 9 8

y  =  - 3 , 3 1  x  +  3 3 , 3 6  

R 2  =  0 , 9 9

3 . 5 5 x  +  3 6 . 8 6

Figura 10. Análisis de regresión para los valores de las rectas patrón a partir de 
DNA purificado (---- ) y suspensiones celulares calibradas
1 0 2



2.4 Análisis de muestras de contaminación natural por PCR, RTi-PCR y  mini- 

VTDAS

E n este trabajo se han analizado un total de 316 muestras de 

contaminación 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). D e ellas, 113 se analizaron para la presencia de E. coli 0157:H 7, 188 

para L. monocytogeneŝ  246 para Salmonella y 85 para Sta. aureus. Siguiendo el 

esquema indicado en el punto 2.2 de la sección Material y M étodos, se 

realizó la detección directa por RTi-PCR antes del enriquecimiento (Labl 

y Lab2) y, tras el enriquecimiento, por PCR convencional (Labl y Lab2) 

y mini-VIDAS (Labl). Sin embargo, no todas las muestras pudieron ser 

analizadas por todas las técnicas en estudio por lo que en el análisis 

estadístico sólo se incluyeron aquellas para las se disponía de los 

resultados completos (66 para E. coli 0157:H 7, 99 para L. monoytogenes, 

141 para Salmonella y 22 para Sta. aureus). E n  el Anexo II se detallan los 

resultados para aquellas muestras que resultaron positivas con alguna de 

las técnicas ensayadas.

Para los cálculos de sensibilidad, especificidad y capacidad 

diagnóstica de la RTi-PCR y el mini-VIDAS se tom aron los valores de la 

PCR convencional, tras enriquecimiento, como el “verdadero 

diagnóstico”. 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 continuación los resultados obtenidos 

para cada patógeno.
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2.4.1 Escherichia coli 0157:H 7

D el total de 113 muestras analizadas para la presencia de E. coli 

0157:H 7, 45 (40 %) resultaron positivas por PCR convencional tras el 

enriquecimiento en el medio selectivo correspondiente. El análisis 

estadístico se realizó con un total de 66 muestras que habían sido 

analizadas po r las tres técnicas. D e éstas, 22 (33 %) resultaron positivas 

por PCR convencional (Tabla 19).

Los valores del índice kappa obtenidos para la comparación 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 com pararon los resultados de la PCR en el Labl y en el Lab2 

con los del mini-VIDAS, los valores del índice kappa fueron 0,06 y 

0,052, respectivamente, indicando que no hay acuerdo entre ellos. E n  la 

Tabla 19 se m uestran los resultados obtenidos mediante RTi-PCR en 

ambos laboratorios y mediante mini-VIDAS en el CTC.

Tabla 19. Número de muestras positivas para la presencia de E. coli 0157:H7 
por RTi-PCR y  mini-VIDAS

Método de diagnóstico PCR convencional* TotalPositivo Negativo
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 (Labl) Negativo 21 44 65

Total 22 44 66
‘Resultado considerado como verdadero diagnóstico.
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El análisis de la capacidad predictiva (Tabla 20) mostró que la RTi- 

PCR tiene una especificidad del 100 %, una sensibilidad del 59 %, un 

VPP del 100 % y un V PN  del 83 %. Por su parte, el mini-VIDAS 

presenta una especificidad del 100 % y una sensibilidad muy baja (4,55 

%) en comparación con la RTi-PCR. El VPP del mini-VIDAS es del 100 

% al igual que la RTi-PCR pero su VPN es m enor (67,69 %).

Tabla 20. Resultados del análisis estadístico de los valores predictivos para la 
detección de E. coli 0157:H7 obtenidos para RTi-PCR y mini-VIDAS.

Método de 
diagnóstico

Validez Seguridad

Sensibilidad Especificidad
Valor
Predictivo
Positivo

Valor
Predictivo
Negativo

RTi-PCR 59,09 % 100 % 100 % 83,02 %
(Labl) (36,68-78,52)a (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)

a Entre paréntesis se muestran los límites del intervalo de confianza al 95 %.

2.4.2 L. monocytogenes

Se analizaron un total de 188 muestras para la presencia de E  

monocytogenes de las cuales 47 (25 %) resultaron positivas por PCR 

convencional. El análisis estadístico se realizó con un total de 99 

muestras. D e ellas, 77 (22 %) resultaron positivas por PCR convencional 

(Tabla 21).

Los valores del índice kappa para la comparación 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 Labl y el Lab2 con los obtenidos mediante el 

mini-VIDAS, los valores del índice kappa son 0,531 y 0,341, 

respectivamente, lo que indica, también en este caso, un acuerdo bajo o 

moderado. E n  la Tabla 21 se m uestran los resultados obtenidos mediante 

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

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

Método de diagnóstico PCR convencional3 TotalPositivo Negativo
Positivo 19 0 19

RTi-PCR (Labl) 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 (Labl) Negativo 10 71 81

Total 22 77 99
“Resultado considerado como verdadero diagnóstico.

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 %). Además, los 

valores predictivos también son sensiblemente más bajos para mini- 

VIDAS que para la RTi-PCR lo que demuestra que esta última es más 

sensible y segura para la detección de JL monocytogenes en alimentos.
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Tabla 22. Resultados del análisis estadístico de los valores predictivos para la 
detección de L. monocytogenes obtenidos para RTi-PCR y mini-VIDAS LMO.

Método de 
diagnóstico

Validez Seguridad

Sensibilidad Especificidad
Valor
Predictivo
Positivo

Valor
Predictivo
Negativo

RTi-PCR 83,36 % 100 % 100 % 96,25 %
(Labl) (64,04-6,41)a (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 %
(Labl) (32,67-74,93) (83,21-96,79) (41,15-85,64) (78,02-93,60)

a Entre paréntesis se muestran los límites 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. E l análisis estadístico se realizó con un total de 

141 muestras. D e ellas, 106 (25 %) resultaron positivas por PCR 

convencional (Tabla 23).

El índice 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 Labl y 

en el Lab2 con los obtenidos mediante el mini-VIDAS, los valores del 

índice kappa son 0,065 y 0,112, respectivamente, revelando la falta de 

acuerdo entre ellos.
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Tabla 23. Número de muestras positivas para la presencia de Salmonella spp. 
por RTi-PCR y mini-VIDAS.

Método de diagnóstico PCR convencional* TotalPositivo Negativo
Positivo 28 0 28

RTi-PCR (Labl) Negativo 7 106 113
Total 35 106 141

Positivo 27 4 31
RTi-PCR (Lab2) Negativo 8 102 110

Total 35 106 141

Positivo 5 6 11
mini-VIDAS (Labl) Negativo 30 100 130

Total 35 106 141
aResultado considerado como verdadero diagnóstico.

El análisis 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 m enor sensibilidad del mini-VIDAS 

(14 %) siendo así mismo sus valores predictivos (VPP y VPN), más bajos 

que los obtenidos para RTi-PCR.

Tabla 24. Resultados del análisis estadístico de los valores predictivos para la 
detección de Salmonella spp. obtenidos para la RTi-PCR y mini-VIDAS.

Validez__________   Seguridad
Método de 
diagnóstico Sensibilidad Especificidad

Valor
Predictivo
Positivo

Valor
Predictivo
Negativo

RTi-PCR 80% 100 % 100% 93,81 %
(Labl) (62,54-90,94)a (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 límites del intervalo de confianza al 95 %.
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2.4.4 Staphylococcus aureus

La detección de Sta. aureus se realizó mediante PCR convencional 

tras enriquecimiento en ambos laboratorios, por RTi-PCR en el Lab2 y 

por el m étodo tradicional de cultivo en el Labl. E n  la Tabla 25 se 

m uestran los resultados de RTi-PCR en el Lab2 y del m étodo de cultivo 

en el Labl. Del total de 85 muestras analizadas la presencia de Sta. aureus, 

19 (22 %) fueron positivas por PCR convencional. E n  el análisis 

estadístico 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 m oderado entre los resultados por PCR 

convencional en ambos laboratorios. Sin embargo, los resultados de la 

RTi-PCR, de los que sólo se dispone para el Lab2, concuerdan con los 

del m étodo de cultivo con un valor de k =  0.697 lo que indica que en 

este caso los resultados tienen una concordancia buena

Tabla 25. Número de muestras positivas para la presencia de Sta. aureus por 
RTi-PCR (Lab2) y por el método de cultivo (Labl).

Método de diagnóstico PCR convencional* TotalPositivo Negativo
Positivo 8 0 8

RTi-PCR (Lab2) Negativo 4 10 14
Total 12 10 22

Positivo 6 1 7
Cultivo (Labl) Negativo 6 9 15

Total 12 10 22
aResultado considerado como verdadero diagnóstico

Tras el análisis 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 V PP (Tabla 26). Cabe destacar que el 

procedimiento de cultivo lleva a dar com o resultado la presencia de 

Staphylococos coagulasa positivos, entre ellos Sta. aureus lo que explicaría 

valores de sensibilidad y V PP elevados e incluso mayores que los 

obtenidos por mini-VIDAS para otros patógenos.

Tabla 26. Resultados del análisis estadístico de los valores predictivos para la 
detección de Sta. aureus obtenidos para la RTi-PCR (Lab2) y para el método de 
cultivo (Labl)._______________________________________________________

Método de 
diagnóstico

Validez Seguridad

Sensibilidad Especificidad
Valor
Predictivo
Positivo

Valor
Predictivo
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 límites del intervalo de confianza al 95 %.

2.4.5 Análisis global

La evaluación de la RTi-PCR como técnica diagnóstica para el 

análisis de alimentos se realizó en base a los resultados globales 

obtenidos para E. coli 0157:H 7, ÍL monocytogenes y Salmonella spp. (Tabla 

27), y su comparación con el mini-VIDAS, procedimiento adoptado por 

la AOAC. Ambas técnicas m ostraron 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 V PP y V PN  son más altos 

que los mostrados po r el mini-VIDAS.
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T abla  27. Resultados del análisis estadístico de los valores predictivos globales
para RTi-PCR y mini-VIDAS.

Validez Seguridad
Método de 
diagnóstico Sensibilidad Especificidad

Valor
Predictivo
Positivo

Valor
Predictivo
Negativo

RTi-PCR

mini-VIDAS

75.95 % 
(64,78-84,55) 
22.78 % 
(14,41-33,85)

100.00 % 
(97,93-99,96) 
94.71 % 
(90,72-97,11)

100.00 % 
(92,50-99,85) 
60.00 % 
(40,75-76,78)

92.28 % 
(88,01-95,16) 
77.90 % 
(72.45-82,56)

a Entre paréntesis se muestran los límites del intervalo de confiarla al 95 %.

2.5 Cuantificación de las muestras

E n el Anexo II se detallan las muestras de alimentos de 

contaminación natural que han sido positivas po r alguno de los métodos 

utilizados así como los valores de cuantificación por RTi-PCR. El análisis 

estadístico de los resultados de cuantificación obtenidos en ambos 

laboratorios, se realizó con las 66 muestras analizadas para E. coli 

0157:H 7 y las 141 de Salmonella spp. dado que no se disponía de los 

datos del Labl para L. monocytogenes y Sta. aureus. E l test de homogeneidad 

de Wilcoxon permitió aceptar la “hipótesis nula de homogeneidad de 

resultados” con un valor de P de 0,955 y 0,918 para E. coli 0157:H 7 y 

Salmonella spp., respectivamente. Esto indica que no existen diferencias 

significativas entre la cuantificación obtenida en ambos laboratorios. Al 

realizar el análisis conjunto de los resultados obtenidos para los dos 

patógenos, se obtuvo un valor de P =  0,952, dem ostrando la 

reproducibilidad de la técnica.

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

patógenos de m odo 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. D e ellas, 67 % fueron positivas por 

RTi-PCR directa, sin enriquecimiento, y se cuantificaron respecto a las 

curvas patrón de D N A . E n la Tabla 28 aparecen los resultados de 

cuantificación por RTi-PCR de los cuatro patógenos en alimentos de 

contaminación natural.

Tabla 28. Niveles de cuantificación de los cuatro patógenos en muestras de 
alimentos de contaminación natural.

Nivel de
cuantificación
(ufc/g)

E . co li
0157:H7
(40)*

L.
m onocytogen es
(35)

Salm onella
spp.
(47)

Sta. aureus 
(14)

<10b 19 (47,5 %) 8 (23 %) 14 (30 %) 4 (29 %)
10 5 (12,5 %) 10 (28 %) 7 (15 %) 10 (71 %)
102 5 (12,5 %) 15 (43 %) 7 (15 %) -
103 7 (17,5 %) 2 (6 %) 15 (32 %) -
104 3 (7,5 %) - 4 (8 %) -
106 1 (2,5 %) - - -
aNúmero 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 ufe/g y no son detectadas por RTi-PCR.

El 18 % de las muestras positivas para E. coli 0157:H 7 y el 32 % 

para Salmonella presentaban niveles de cuantificación de 103 ufc/g . En 

ambos casos, aunque en m enor proporción (8 %), se detectaron niveles 

de 104 u fc /g  y, sólo en una muestra de brócoli, 106 u fc /g  de E. coli 

0157:H 7. Niveles inferiores a 10 u fc/g , por debajo del nivel de 

detección de la RTi-PCR, se observaron para E. coli 0157:H 7 en el 48 % 

de las muestras y para Salmonella en el 30 %. E n  el caso de E  

monocytogenes, se observan niveles de 102 u fc /g  en el 43 % de las muestras 

mientras que niveles inferiores a 10 u fc /g  en el 23 %. Aunque el núm ero 
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de muestras analizadas para Sta. aureus, comparativamente fue muy bajo, 

cabe destacar su presencia en niveles de 10 u fc /g  (71 %) o inferiores (29 

%).

3. Desarrollo de una reacción de RTi-PCR múltiple para la 

detección de E. coli 0157:H7, Salmonella spp. y Sta. aureus en 

alimentos

El diseño de la RTi-PCR múltiple utilizando sondas marcadas,

está limitado, entre otros aspectos, por las características del equipo

utilizado. Considerando las características del Abi Prism 7000 de que

disponíamos, que permite la lectura en tres canales, el diseño de la RTi-

PCR se limitó a una reacción múltiple para la detección de tres

patógenos. Las primeras aproximaciones a la RTi-PCR múltiple se

realizaron en m odo SYBR Green probando combinaciones de los

cebadores utilizados hasta el momento. Se estableció 63 °C como

temperatura de hibridación para garantizar la especificidad de los

cebadores de E. coli 0157:H 7 y E  monocytogenes y se observó que a esta

temperatura, los cebadores específicos de Sta. aureus funcionaban de

forma eficiente pero los de Salmonella no. Por otra parte, el análisis de las

curvas de disociación en este sistema no permitía diferenciar Salmonella

de E  monocytogenes. O tro  punto a considerar fue el hecho de que, en caso

de que resultara necesario hacer un enriquecimiento de la muestra previo

a la detección por RTi-PCR, Salmonella, Sta aureus y E. coli 0157:H 7

pueden ser enriquecidos en A PT como se demostró posteriormente,

mientras que E  monocytogenes tiene un crecimiento más lento y requiere de

medios selectivos para su correcto desarrollo. Por todo ello, se optó por
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el desarrollo de una RTi-PCR múltiple para Salmonella, Sta. aureus y E. coli 

0157:H 7. Para ello fue necesario diseñar un nuevo par de cebadores 

específicos de Salmonella que pudieran amplificar a 63 °C para mantener 

la especificidad los demás cebadores.

3.1 Diseño de cebadores y  sonda específicos para Salmonella spp.

Partiendo de la secuencia del origen de replicación de Salmonella 

spp., se obtuvieron distintas combinaciones de cebadores y sonda. Se 

diseñó un nuevo cebador (P3) y una sonda (OriP214) que junto al 

cebador P1 (Widjojoatmodjo et al., 1991) permitían su utilización en las 

condiciones de la RTi-PCR múltiple. Los cebadores seleccionados 

amplifican un fragmento de 100 pb y fueron sintetizados por Metabion 

(Martinsried, Alemania).

3.1.1 Comprobación la especificidad

3.1.1.1 In silico

La especificidad de la sonda (OriP214) y el cebador (P3) diseñados en 

este estudio se ensayaron en prim er lugar “in silico” mediante la 

herramienta BLAST de la base de datos del “National Center for 

Biotechnology Inform ation” (NCBI) observándose que tan sólo 

presentaban homología 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 silicd\ se

com probó 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. El amplicón de 

100 pb correspondiente, se obtuvo únicamente en las cepas de Salmonella 

spp. Además, la especificidad se ensayó 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 análisis de la curva 

de disociación m ostró una temperatura de fusión (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 amplificación en el resto de 

cepas ensayadas.

Curva de disociación

Temperatura

Figura 11. Análisis de las curvas de disociación de los amplificados obtenidos 
para las 22 cepas de referencia de Salmonella spp.

Posteriorm ente, se com probó la especificidad mediante el modo 

TaqM an utilizando la sonda OriP214 diseñada en este estudio. La media 

de los valores de C t obtenidos en las cepas de Salmonella spp. fue 14,81 ±
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0,52 y no se observó señal de amplificación para ninguna de las cepas 

ensayadas pertenecientes a otros géneros.

3.1.2 Sensibilidad de la RTi-PCR desarrollada para la detección de Salmonella 

Para determ inar la sensibilidad de la nueva reacción diseñada en 

este estudio, se construyeron curvas patrón partiendo, por un lado, de 

D N A  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 C t obtenidos a partir de 9 réplicas procedentes 

de 3 ensayos independientes.

T a b l a  2 9 .  Valores de CT obtenidos para las distintas concentraciones de D N A  
y células de S. entérica subsp. entérica CECT 915T ensayadas en m odo TaqM an y 
SYBR Green.

D N A Células
C o n cen trac ió n 3 SYBR

G reen
T aq M an

SYBR
G reen

T aq M 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/reacción; nd, no determinado; sombreado, valores que no se incluyeron 
en el cálculo de la recta patrón.

Las curvas estándar se construyeron representando el valor de C t  en 

función del logaritmo de la concentración correspondiente. 

Posteriorm ente, se calcularon las rectas de regresión asociadas a los
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puntos así como el coeficiente de correlación para cada una de ellas. La 

Figura 12 muestra las rectas patrón obtenidas tanto en modo SYBR 

G reen como TaqMan, para el D N A  purificado y las suspensiones 

celulares.

Los valores de las pendientes oscilaron entre -2,65 y -3,58, valores 

cercanos a -3,32, considerado com o el valor óptim o teórico (Higuchi et 

al, 1993). Por otro lado, la linealidad de las reacciones se confirmó con 

los valores del coeficiente de correlación que en todos los casos fueron 

muy cercanos a 1.

T a q M a n  SY BR G reen
40 •

t  y = -3,12x + 35,33 35 * y = -3,26x + 33,35

R2= 0,99
30 -

\ o  R2 = 0,99

H 25-
ú

20 ■

y = -2,88x + 35,47 * Q 15 • y = -2,65x + 33,19 Q 5
R2 = 0,99

10 •
R" = 0,99

Log Co Log Co

Figura 12. Análisis de regresión para los valores de las rectas patrón a partir de 
D N A  purificado ( •) y suspensiones celulares calibradas

Con el fin de com probar la eficiencia de los nuevos cebadores 

para el análisis de Salmonella spp. en alimentos, se analizaron un total de 

15 muestras naturales y se com pararon los resultados con los de los 

cebadores JH O L /R . Com o se observa en la Tabla 30, las 12 muestras 

positivas para Salmonella spp., coinciden con am bos sistemas. N o 

obstante, los valores de C t  correspondientes al nuevo sistema 

P l/P 3 /O riP , son ligeramente inferiores dando valores de cuantificación

117



del mismo orden logarítmico en 10 de las muestras y de dos órdenes 

logarítmicos superiores en las otras dos muestras restantes. Estos 

resultados sugieren un rendimiento igual o incluso mejor de la nueva 

reacción diseñada en este estudio.

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

M uestra
J H O L /R /P P 1 /P 3 /O riP

Ct Concentración* Ct Concentración*
Brócoli 36,71 ± 0,17 3,4 31,80 ± 0,54 19
Brócoli 34,10 ± 1,99 61,5 31,23 ± 0,76 73,8
Brócoli 34,02 ± 0,79 67,6 31,11 ±0,23 77,9
Col Milán 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-Rábano 29,88 ± 0,77 109,9 26,78 ± 0,27 134,8
Espinacas 40,00 ± 0,00 0 40,00 ± 0,00 0
Lechuga romana 38,90 ± 0,11 0,7 28,83 ± 0,69 154,1
Morrison little 40,00 ± 0,00 0 40,00 ± 0,00 0
Pavo 34,40 ±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
Rucóla 38,34 ± 2,2 1,8 28,81 ± 0,86 159,3

aValor medio de cuantificación en cels/g

3.2 Optimización de la RTi-PCR múltiplex

Mediante el sistema SYBR Green, los mejores resultados para la 

reacción de RTi-PCR múltiple se obtuvieron utilizando 3,5 mM  MgCb, 

100 nM  de cada uno de los cebadores específicos para E. coli 0157:H 7 y 

Salmonella spp. y 300 nM de los cebadores específicos para Sta. aureus. E n 

estas condiciones, el análisis de la curva de disociación para Sta. aureus 

CECT 86T, S. entérica ssp. entérica 915T y E. coli 0157:H 7 CECT 4267 en 
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amplificaciones independientes, m ostró temperaturas de fusión (Tm) de 

77, 80,3 y 83,3 °C, respectivamente. Cuando se realizó el análisis de 

■disociación de la RTi-PCR múltiple, se observaron los mismos valores de 

T m  por lo que los productos de amplificación de los tres patógenos son 

claramente diferenciables. En la Figura 13 se muestra la representación 

de la curva de disociación obtenida para las distintas combinaciones de 

los tres patógenos utilizando 1 ng de D N A  purificado de cada uno de 

ellos.
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Figura 13. Curvas de disociación correspondientes a la reacción RTi-PCR 
múltiple con SYBR Green en presencia de 1 ng de D N A  de A) Salmonella y E. 
coli 0157:H 7, B) Sta. aureus y Salmonella, C) Sta. aureus y E. coli 0157:H 7 y D) 
Sta. aureus, Salmonella y E. coli 0157:H 7.
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A continuación se diseñó la reacción en m odo TaqM an utilizando 

las sondas específicas para E. coli 0157:H 7, Salmonella spp. y Sta. aureus, 

marcadas en el extremo 5’ con los fluoróforos N E D  (2l-cloro-5'-fluoro- 

7,,8’-fused fenil-l,4-dichloro-6-carboxifluoresceina), VIC (2’-cloro-7'- 

phenil-l,4-dicloro-6-carboxifluoresceina) y FAM (ester de 

carboxifluoresceina N-hidroxisuccinimida), respectivamente. Estos 

fluoróforos fueron seleccionados en función de su longitud de onda de 

emisión máxima (VIC, 554 nm; FAM, 518 nm; N E D , 575 nm) y de las 

características del equipo de RTi-PCR (ABI Prism 7000 Sequence 

D etection 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 reacción procediera únicamente de los 

fluoróforos asociados a cada una de las sondas. Tras las distintas pruebas 

para optimizar la reacción, la temperatura óptima de hibridación para los 

tres pares de cebadores y las tres sondas se estableció en 63 °C. La 

concentración de cada una de las sondas se mantuvo a 50 nM el nivel 

más bajo para el cual se obtenía un buen rendimiento en la amplificación 

y no se observaban interferencias entre ellas. La concentración de los 

cebadores (100 nM  para los cebadores de E. coli 0157:H 7 y Salmonella 

spp. y 300 nM  para los de Sta. aureus) así como la de M gCh (3,5 mM) no 

se modificaron con respecto a las optimizadas en m odo SYBR G reen ya 

que el rendimiento de la reacción fue bueno en estas condiciones.
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3.3 Comparaáón RTi-PCR múltiple-simple

Una vez optimizadas las condiciones de la reacción múltiple, se 

com probó su sensibilidad comparando los resultados con los obtenidos 

para las reacciones de RTi-PCR simples correspondientes. Para ello se 

utilizaron cantidades idénticas de D N A  purificado de los tres patógenos 

a partir de diluciones decimales seriadas de E. coli 0157:H 7 CECT 4267, 

Sta. aureus CECT 86T y S. entérica ssp. entérica CECT 915T, cubriendo un 

rango de cinco órdenes logarítmicos, entre 1 y 104 eg/reacción. Se 

realizaron en paralelo, las reacciones múltiples conteniendo la mezcla de 

los tres patógenos, y las simples para cada uno de los patógenos, 

comparándose los valores de C t  obtenidos en cada caso. Estos 

resultados quedan recogidos en la Tabla 31.

Tabla 31. Valores de CT obtenidos mediante RTi-PCR simple (S) y múltiple 
(M) para distintas concentraciones de los tres patógenos.

Patógeno
Equivalentes genómicos/reacción
104 103 102 10 1

E. coli 
0157:H7

S 24,55±2,55 
M 27,96±0,03

32,04±2,24
31,02±0,56

32,62±1,99
33,74±2,52

35,02±0,8
35,72±1,9

39,2±1,9
40±0C

S. entérica
S 21,59±1,59 
M 25,95±0,21

25,11 ±1,58 
30,78±0,66

28,47±2,46
35,19±2,31

32,19±0,81
37,33±1,69

38,9±2,6
40±0

Sta. aureus
S 25,05±1,23 
M 25,02±0,74

28,88±1,48
28,96±0,41

32,27±1,47
32,02±0,24

35,19±1,63
34,64±0,77

38,3±1,2
40±0

Ct ^  40, resultado negativo.

Para Sta. aureus, los valores de Ct  fueron similares en RTi-PCR 

múltiple y simple. E n  el caso de E. coli 0157:H 7 y Salmonella spp., los 

valores de C t  de la RTi-PCR múltiple fueron, en todos los casos, más
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altos que los de la simple, posiblemente debido a que en el desarrollo de 

la amplificación múltiple, todos los cebadores y las sondas com piten por 

una cantidad limitada de componentes de la reacción (dNTPs, MgCh, 

Taq polim erasa.. Para la m enor cantidad de D N A  analizada (1 

eg/reacción) se obtuvo amplificación de los tres patógenos utilizando la 

reacción simple pero no con la múltiple. Estos resultados indican una 

ligera disminución en la sensibilidad de la reacción, que afecta a la 

detección en las concentraciones más bajas, cuando se utilizan todos los 

cebadores y las sondas, simultáneamente.

3.4 Aplicación de la RTi-PCR múltiple en alimentos inoculados

3.4.1 Amplificación a partir de concentraciones iguales de los tres patógenos

Se ensayó en dos tipos de lechuga (Redina y lechuga Romana) que se

inocularon con diluciones decimales seriadas de cultivos de E. coli

0157:H 7 CECT 4267, S. enteriditis spp. enteriditis CECT 915Ty Sta. aureus

CECT 86T cubriendo un rango entre 102y 107u fc /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 patógenos en estudio en el alimento a inocular. El

D N A  se extrajo mediante el m étodo D Neasy Tissue K it y se amplificó

por RTi-PCR múltiple, en triplicado, para cada concentración. E n  todos

los casos, se observó la amplificación de los tres patógenos en el control

externo garantizando así la ausencia de inhibidores de la reacción en

ambas matrices. El límite de detección, estimado como la dilución más

alta a partir de la que se obtiene amplificación, se determinó a partir de

dos experimentos de inoculación independientes. Para la RTi-PCR 
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múltiple con SYBR G reen se estableció en 9 ufc/reacción para E. coli 

0157:H 7, 18 ufc/reacción para Salmonella, y en 5 ufc/reacción para Sta. 

aureus. Estos valores corresponden a 104 u fc /g  para E. coli 0157:H 7 y 

Salmonella, y 103 u fc /g  para Sta. aureus. Utilizando la RTi-PCR múltiple en 

m odo TaqMan, el límite de detección para Salmonella y E. coli 0157:H 7 

mejoró en un orden logarítmico estableciéndose en 103 u fc /g  para los 

tres patógenos.

3.4.2 Amplificación a partir de D N A  o células de los tres patógenos en distintas 

concentraciones

Con el fin de evaluar de forma más fina la sensibilidad de la RTi-PCR

múltiple, se realizaron combinaciones de distintas cantidades de los tres

patógenos, utilizando D N A  purificado y cuantificado a partir de cultivos

puros. Paralelamente, para valorar la sensibilidad de la técnica cuando se

aplica a alimentos, se inocularon combinaciones de distintas cantidades

de células de cada uno de los patógenos en muestras vegetales (espinacas

y “little gem”) y el D N A  se extrajo utilizando el D Neasy Tissue kit.

Todas estas muestras se analizaron tanto en m odo SYBR G reen como

TaqMan. Los resultados se m uestran en la Tabla 32 a y b. E n  los ensayos

con D N A  se obtuvo la amplificación de los tres patógenos cuando se

encontraban en las mismas concentraciones. Sin embargo, utilizando

combinaciones de 10 y 104 eg/reacción, no se observaba amplificación

del patógeno que se encontraba en m enor cantidad mediante SYBR

Green ni utilizando las sondas TaqMan. N o obstante, en las

combinaciones de 10 y 102 eg/reacción en m odo SYBR Green, se

observaron los picos de Tm  correspondientes a los tres patógenos y
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también se observó señal de amplificación a la longitud de onda de las 

tres sondas cuando se utilizaba el sistema TaqMan, indicando que en 

estas cantidades los tres patógenos son detectados por la RTi-PCR 

múltiple.

Respecto a los ensayos de inoculación 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 patógenos. La carga microbiana endógena de estas 

muestras, estimada por recuento en placa fue de 2x104 y 3x104 u fc /g  

para la lechuga “little gem” y las espinacas, respectivamente. Tras el 

correspondiente enriquecimiento y la extracción mediante DN easy 

Tissue Kit, se analizaron mediante PCR. E n  ambos casos se obtuvieron 

resultados negativos para las tres PCRs específicas indicando así la 

ausencia de los patógenos previamente a la inoculación. E l control 

externo de amplificación rindió resultados positivos para los tres 

patógenos, en los dos vegetales, garantizando la ausencia de inhibidores 

de la reacción en las dos matrices utilizadas.

E n  las combinaciones de 10 y 104 eg/reacción (Tabla 32a), los

resultados fueron idénticos a los obtenidos a partir del D N A  purificado y

no se observó señal para el patógeno que se encontraba en m enor

cantidad, por ninguno de los dos m étodos (SYBR Green y TaqMan).

Cuando se utilizaron combinaciones de 10 y 102 céls/reacción se observó

amplificación mediante el sistema TaqM an en todas las combinaciones.

Sin embargo, se obtuvieron valores de Ct superiores a 39, en algunos

casos, para los patógenos que se encontraban en m enor cantidad (Tabla

32b). Del mismo m odo, utilizando el sistema SYBR Green, el análisis de 
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Tm  mostraba que, en muchos casos, el pico correspondiente al patógeno 

que se encontraba en m enor concentración era el más bajo.

E n el prim er experimento de inoculación (Tabla 32a) el sistema 

TaqM an no detectó E. coli 0157:H 7 cuando los tres patógenos se 

encontraban a la concentración más baja (10 céls/reacción). Sin 

embargo, en el segundo experimento de inoculación, en estas mismas 

concentraciones, los tres patógenos fueron detectados tanto por SYBR 

Green com o po r TaqMan (Tabla 32b). Estos resultados pueden deberse 

a la distribución aleatoria de los microorganismos en la suspensión. 

Como consecuencia, las alícuotas que se tom en de una suspensión no 

necesariamente contienen siempre la misma cantidad de células. Por esta 

razón, las diluciones correspondientes a 10 céls/reacción pueden 

contener un rango de entre 0 y 10 células lo que explica que, en algún 

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

a) Combinaciones 
células/reacción3.

de 10 y 104 equivalentes genómicos ó 10 y 104

Inocu lo
SYBR G reen 
I

T aq M an

Sal. Sta. E. Sal Sta E Sal. Sta. E.
10 10 10 + + + 31,04 ±  1,03 28,55 ±  0,52 40b
10 10 104 + + + 27,13 ±  0,31 29,52 ± 0,33 20,84 ± 0,53
10 104 10 - + - 40 20,85 ±  0,12 40

en 104 10 10 + - - 19,85 ± 1,13 40 40
o 10 104 104 - + + 40 19,05 ± 0,61 24,94 ± 0,63
C* 104 104 10 + + - 17,79 ± 0,12 17,32 ± 0,02 40
O.en 104 10 104 + - + 18,36 ±  0,30 40 23,33 ± 1,12
H 104 104 104 + + + 18,76 ±  1,00 18,18 ± 0,22 23,42 ± 1,82

10 10 10 + + + 28,77 ±  0,72 31,03 ±  0,54 40b
10 10 104 + + + 29,82 ±  6,11 25,22 ±1,11 19,78 ± 0,93
10 104 10 - + - 40 19,52 ± 0,14 40

6 104 10 10 + - - 17,78 ± 0,12 40 40
QJ
o 10 104 104 - + + 40 17,02 ± 0,14 20,58 ± 0,14
p 104 104 10 + + - 16,89 ± 0,22 17,25 ± 0,23 40

104 10 104 + - + 17,61 ± 0,21 40 23,84 ± 0,56
>0

104 104 104 + + + 18,13 ± 0,13 18,23 ± 0,04 25,6 ± 1,04

10 10 10 + + + 26,33 ±  0,65 30,12 ± 0,51 30,99 ± 0,32
10 10 104 + + + 29,02 ±  1,20 24,21 ±  0,23 17,34 ± 0,86
10 104 10 - + - 40 17,23 ±  0,13 40
104 10 10 + - - 16,61 ± 0,34 40 40
10 104 104 - + + 40 16,11 ± 0,35 18,98 ± 0,26
104 104 10 + + - 15,93 ±  0,35 16,24 ±  0,42 40

z 104 10 104 + - + 16,33 ±  0,21 40 21,32 ± 0,74
0 104 104 104 + + + 16,16 ±  0,34 16,21 ±  0,33 27,64 ± 1,31

aCorresponde a 6 ,lx l0 3y 6 ,lx l0 6ufc/g  para Salmonella; 7,9xl03 y 7,9xl06 ufc/g para E. 
coli; 3,4x103 y 3,4x106 ufc/g  para Sta. aureus.
bResultados negativos por TaqMan pero positivos por SYBR Green I.
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Tabla 32. (Continuación)

b ) Combinaciones 
células/reacción0.

de 10 y 10 2 equivalentes genómicos y 10 y 102

Inocu lo SYBR G reen  I T a q M an
Sal. Sta. E. Sal Sta E. Sal. Sta. E.
10 10 10 + + + 30,04 ±  1,63 31,54 ± 0 ,5 5 32,43 ± 1,08
10 10 102 d d + 39,17 ±  0,68' 36,66 ±  0,04 25,35 ±  0,08
10 102 10 d + d 31,59 ± 0,99 23,24 ± 0,04 36,71 ± 3,12
102 10 10 + + + 25,89 ±  0,51 38,64 ± 0 ,1 5 39,96 ± 0 ,1 2  '
10 102 102 d + + 39,24 ±  0 ,25 ! 24,42 ± 0 ,1 2 23,94 ±  0,61

M) 102 102 10 + + + 27,21 ±  0,98 23,99 ± 0,15 39,81 ±  0,20ii
O 102 10 102 + + + 21,36 ±  0,31 38,56 ± 0,29 23,32 ± 1 ,1 5Tt
e

• vH 102 102 102 + + + 30,06 ±  1,21 25,67 ±  1,21 26,79 ±  0,38
aX 103 103 103 + + + 27,13 ±  0,35 27,5 1± 1,32 25,84 ± 1,05
W 104 104 104 + + + 24,21 ±  0,95 20,75 ± 0,12 22,08 ±  1,23

10 10 10 + + + 37,50 ±  0,99 29,57 ± 0,01 36,69 ±  0,13
10 10 102 + + + 33,79 ±  0,89 29,63 ±  0,02 26,56 ±  0,32
10 102 10 + + + 37,48 ±  1,91 25,89 ± 0,45 35,15 ± 1,10
102 10 10 + + + 20,04 ± 0,06 29,71 ± 0,26 35,56 ± 0,03
10 102 102 + + + 38,39 ± 0,10 26,29 ±  0,13 28,39 ± 1 ,1 6
102 102 10 + + + 29,04 ±  1,19 23,53 ±  0,14 36,22 ±  1,83
102 10 102 + + + 31,06 ±  0,07 31,17 ±  0,96 19,98 ±  0,82

«< 102 102 102 + -1- + 31,33 ±  0,54 26,25 ±  0,00 33,00 ±  0,45
z 103 103 103 + + + 26,62 ±  0,00 23,62 ±  0,05 22,80 ±  0,12
Q 104 104 104 + + + 21,14 ± 0,12 19,77 ± 0,64 21,53 ±  0,64

d, pico débil a la correspondiente Tm.
cCorresponde a 5 ,lx l0 3 y 5 ,lx l04ufc/g para Salmonella; 4,2xl03 y 4,2xl04 ufc/g para E.
coli\ 7,8x103 y 7,8x104 ufc/g  para Sta. aureus.
d Resultados considerados negativos debido a que los valores de Ct son muy cercanos a 
40.

3.4.3 Detección tras enriquecimiento

Los niveles de detección alcanzados por la RTi-PCR múltiple en 

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

de E . coli 0157:H 7 y /o  Salmonella en 25 g, tal y com o rige la legislación 

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

lechuga “little gem ”) se hom ogeneizaron con 225 mi de APT y se

inocularon con 1, 10 o 102 ufc/25  g de cada uno de los patógenos,
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incubándose a 37 °C. Paralelamente se realizaron recuentos en placa de 

los cultivos para determinar la cantidad real inoculada.

Se tom aron alícuotas de 1 mi, a las 6 y a las 24 h, que se analizaron 

por RTi-PCR múltiple, tanto en m odo SYBR G reen com o TaqMan. En 

la Tabla 33 se muestran los resultados correspondientes a las 6 h  de 

enriquecimiento. E n  todos los casos se obtuvo amplificación en 

presencia de 10 y 100 ufc/25  g. Para las muestras inoculadas con 1 u fe / 

25 g no se obtuvo señal en el caso de E. coli 0157:H 7 en espinacas, ni 

para Salmonella en espinacas y lechuga “little gem” . Las muestras 

negativas se analizaron también tras las 24 h de incubación repitiéndose 

el resultado. E n  ambos casos el recuento en placa reveló que el inoculo 

inicial era de aproximadamente 1 ufc/25  g por lo que el resultado 

positivo para brócoli y negativo para espinacas y lechuga “little gem” se 

explicaría por la ausencia de estos microorganismos en la alícuota 

analizada, debido a su distribución aleatoria en el tubo.

Tabla 33. Detección de E. coli 0157:H7, Salmonella spp. y Sta. aureus por RTi- 
PCR múltiple en vegetales inoculados, tras 6 h de enriquecimiento en APT.

SYBR Green TaqM an
Inoculo inicial 

(ufc/25g) Bróc. Espin. LG Brócoli Espinacas LG

1,04 + - + 33,80 ± 1,41 — 36,03 ± 5,03£ . COll
0157:H7 10,4 + + + 27,40 ± 2,80 28,50 ± 0,81 27,70 ± 2,08

104 + + + 24,62 ± 1,20 27,39 ± 1,62 22,08 ± 1,20

0,97 + - - 37,35 ± 0,71 — —

S a lm o n e lla 9,7 + + + 29,47 ± 0,62 36,03 ± 5,03 30,14 ± 0,22
97 + + + 33,33 ± 0,90 30,26 ± 2,30 28,97 ± 0,02

1,69 + + + 23,62 ± 0,21 22,90 ± 0,17 25,08 ± 0,18
S ta . a u re u s 16,9 + + + 18,95 ± 0,08 18,88 ± 0,05 19,00 ± 0,12

169 + + + 18,96 ± 0,24 18,80 ± 0,30 18,93 ± 0,25
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V. D ISC U SIÓ N





D ISC U SIÓ N

El aum ento en la demanda de productos listos para el consum o 

ha llevado al desarrollo de la automatización en el procesado de los 

alimentos incrementándose el riesgo de contaminación (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 manipulación que generan las 

condiciones adecuadas para la proliferación de patógenos (Heaton y 

Jones, 2007). La detección y cuantificación de microorganismos 

patógenos 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 patógenos 

presentes en estos productos (Palchetti y Malscini, 2008). Por tanto, la 

aplicación de controles microbiológicos a lo largo de toda la cadena de 

procesado es imprescindible para minimizar riesgos y garantizar la 

calidad y seguridad del producto final.

Los m étodos tradicionales para la detección de patógenos en

alimentos se basan en el aislamiento e identificación de colonias en

medios selectivos lo que, en el caso de los patógenos, requiere de pasos

de pre-enriquecimiento, enriquecimiento y confirmación bioquímica

siendo el proceso largo y, en ocasiones, no concluyente. La necesidad de

desarrollar metodologías para la detección rápida, identificación y

cuantificación de estos microorganismos, ha sido el objetivo de un gran

núm ero de científicos. Este hecho se ha visto reflejado en la publicación,

en los últimos 20 años, de más de 2.000 artículos de investigación sobre
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la detección de patógenos, de los cuales un 38 % están relacionados con 

la seguridad alimentaria (Lazcka et al., 2007). Como resultado se han 

desarrollado nuevas técnicas para la detección rápida y sensible de 

patógenos en alimentos entre las que destacan los métodos 

inmunológicos y los de PCR (Kumar et al., 2008). E ntre los primeros, el 

VIDAS® (Vitek Inm uno Diagnostác Assay System, Biomerieux) es uno 

de los más utilizados por las empresas de alimentos por su facilidad de 

ensayo. E n  cuanto a las técnicas de PCR, constituyen una buena 

alternativa para la detección de patógenos en alimentos por su rapidez, 

sensibilidad y precisión (Hoorfar et al., 2004). E n  el caso de la RTi-PCR, 

a estas ventajas se suman la posibilidad de cuantificar los 

microorganismos presentes en la muestra y la automatización del 

proceso, que permite procesar un núm ero elevado de muestras, 

reduciendo los problemas de contaminaciones posteriores (Malorny et al, 

2008). N o obstante, su aplicación rutinaria en el análisis de alimentos es 

todavía escasa debido, por un lado, a su reciente incorporación en 

normas ISO y p o r otro, a la falta de resultados de validación en muestras 

de contaminación natural, y a las limitaciones de la técnica como son la 

presencia de inhibidores en las distintas matrices alimentarias, los niveles 

reales de detección de estos procedimientos o las posibles interferencias 

que la presencia de células muertas pueda ocasionar.

E n  este trabajo se ha abordado la aplicación de la RTi-PCR, en

distintas variantes, para la detección de patógenos, evaluándose así

mismo su utilidad como prueba diagnóstica en el control microbiológico

de alimentos. Se ha centrado en E. coli 0157:H 7, L. monocytogenes,

Salmonella spp. y Sta. aureus, cuatro de los patógenos que habitualmente se 
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investigan en alimentos ya que son responsables de un gran núm ero 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 (Anón, 2007a).

E n  prim er lugar se realizó un estudio comparativo de distintos 

m étodos comerciales de extracción de D N A , para los cuatro patógenos, 

con el fin de seleccionar el más adecuado para la detección por PCR. 

Posteriorm ente, se evaluó la aplicación de la RTi-PCR para la detección 

directa de los cuatro patógenos en muestras naturales, comparándola con 

el sistema mini-VIDAS como técnica rápida ampliamente utilizada en el 

análisis rutinario de alimentos. La evaluación de la técnica se llevó a cabo 

a partir de los resultados obtenidos, paralelamente en dos laboratorios, 

para com probar su reproducibilidad. Finalmente, se desarrolló un 

sistema de RTi-PCR múltiple para la detección simultánea de E. coli 

0157:H 7, Salmonella spp y Sta. aureus, en una única reacción, con el fin de 

conseguir un m étodo de análisis de patógenos más rápido y económico. 

A continuación se discuten los resultados obtenidos para cada uno de 

los aspectos investigados.

1. Selección de un método de extracción para la detección por PCR de 

E . co li 0157:H7, L . m onocytogenes, Salm onella spp. y Sta. aureus en 

alimentos

La aplicación de las técnicas de PCR para la detección de 

microorganismos en alimentos está condicionada por la presencia de 

sustancias inhibidoras de la reacción en la matriz alimentaria así como 

por la obtención de D N A  de calidad en cuanto a integridad y pureza del
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D N A  recuperado (Mafra et al.} 2008). Estos factores dependen de la 

propia composición de los alimentos así como del procesado durante la 

cadena de producción. Así por ejemplo, la acidez característica de frutas 

y verduras o los tratamientos alcalinos, que se aplican a muchos tipos de 

alimentos preparados, degradan considerablemente el D N A  (Di 

Bernardo et al^ 2007). Pero también afectan de forma considerable los 

parámetros físicos y químicos del m étodo de extracción de D N A  

utilizado. Por todo ello, es imprescindible disponer de un m étodo de 

extracción, que elimine los inhibidores de la matriz del alimento 

permitiendo la recuperación de los ácidos nucleicos con una calidad 

suficiente para la reacción de amplificación.

E n este estudio, se han comparado cuatro m étodos comerciales 

de extracción de ácidos nucleicos en cuanto a eficiencia, sensibilidad, 

estandarización, rapidez, rango de aplicación, facilidad de uso y coste. 

D os de estos m étodos incluyen la utilización de columnas de sílice y los 

otros dos, tratamientos térmicos de la muestra en presencia de una 

matriz protectora. Los cuatro métodos se evaluaron con los cuatro 

patógenos incluidos en el estudio, dos Gram-positivos L. monocytogenes y 

Sta. aureus, y dos Gram  negativos Salmonella y E. coli 0157:H 7. El estudio 

se centró en matrices vegetales, productos en los que se ha observado un 

aum ento en el núm ero de brotes de toxiinfecciones motivado por el 

increm ento en el consum o de frutas y verduras frescas (Doyle y 

Erickson, 2008). Se utilizaron brócoli, pimiento verde y cebolla 

inoculadas con las mismas diluciones de cada uno de los patógenos.

La comparación de los cuatro m étodos se llevó a cabo

determinando el nivel de sensibilidad en la detección del patógeno 
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correspondiente mediante amplificación por PCR específica. El D N A  

recuperado fue amplificado en todos los casos, aunque m ostrando 

diferente nivel de sensibilidad, excepto cuando se utilizó el m étodo 

PrepM an Ultra con el que no se obtuvo amplificación para Sta. aureus, en 

pimiento verde y brócoli, en ninguna de las concentraciones de 

patógeno, en dos ensayos de inoculación independientes. Sin embargo, si 

se obtuvo amplificación en la muestra de cebolla, por lo que el fallo de la 

reacción en las otras dos matrices podría estar relacionado con 

interacciones entre los componentes celulares de Sta. aureus y los 

compuestos fenólicos y orgánicos propios de estos vegetales.

Los estudios reportados en la bibliografía sobre comparación de

m étodos de extracción de D N A , incluyendo el PrepMan Ultra, apoyan

nuestros resultados. Así, Li y M ustapha (2002) lo compararon con dos

m étodos de purificación en columna y con el calentamiento directo de la

muestra, para la detección de Salmonella por PCR en carne de ternera y

cerdo. Heller et al. (2003) lo com pararon con dos métodos de extracción

basados en matrices magnéticas y con un tercero que utiliza una columna

de purificación para E. coli 0157:H 7 a partir de muestras de pan,

ensaladas, salsas y ternera. E n  ambos casos, observaron diferencias muy

ligeras entre ellos y concluyeron que PrepM an Ultra era el óptimo por

tratarse de un m étodo sencillo y rápido. Sin embargo, Park et al. (2006)

compararon PrepM an Ultra y DN easy Tissue K it para la extracción

simultánea de D N A  de Y. enterocolitica, Sta. aureus y Shigella spp., a partir

de muestras de lechuga, y obtuvieron productos de PCR más claros y

definidos con el segundo, para los tres patógenos. Coincidiendo con éste

último trabajo, en el presente estudio, DNeasy Tissue Kit rindió la
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sensibilidad más alta en las tres matrices ensayadas para E. coli 0157:H 7, 

E. monocytogenes y Salmonella y, en cebolla y brócoli para Sta. aureus, siendo 

por tanto el mejor método de extracción para todos los patógenos y 

matrices ensayadas.

El análisis estadístico de los límites de detección obtenidos para 

los tres patógenos (excluyendo Sta. aureus), considerando los efectos 

ejercidos por la matriz y el patógeno, dem ostró que existen diferencias 

significativas entre los cuatro métodos comparados. Así mismo, cuando 

se consideraron independientemente ambos factores, el análisis de 

varianza reveló que el m étodo de extracción se ve afectado 

significativamente tanto por el patógeno como por la matriz en la que se 

encuentra. Al comparar los cuatro métodos, considerando los efectos de 

la matriz y del patógeno globalmente, DNeasy Tissue K it fue el único 

que presentaba diferencias significativas con respecto a los demás, 

confirmando lo observado a simple vista.

Así mismo, en estudios previos del grupo de investigación,

DNeasy Tissue kit resultó al menos igual de sensible que el m étodo

descrito por Pitcher et al. (1989) al compararlo para la detección por PCR

de -L. monocytogenes en muestras de carne de vacuno (Aznar y Alarcón,

2003). E n  ese mismo estudio, DNeasy Tissue kit resultó más sensible

que otros m étodos comerciales basados en la purificación del D N A  a

través de columnas cromatográfícas. Además, ha sido aplicado con éxito

en otros estudios del grupo de investigación para la detección por PCR

de JL monocytogenes y Sta. aureus en una amplia variedad de matrices

alimentarias incluyendo productos cárnicos, lácteos, alimentos listos para

el consum o y pescados (Aznar y Alarcón, 2003; Alarcón et al, 2006).
136



Los m étodos que emplean columnas de sílice como son el 

DNeasy Tissue K it (Qiagen) y el UltraClean D N A  purification kit 

(MoBio) se basan en la unión del D N A  al sílice contenido en la columna, 

en presencia de altas concentraciones de sales y etanol. Estas condiciones 

estabilizan el D N A  y permiten una mejor eliminación de otros 

com ponentes celulares (Hoff-Olsen et al., 1999), así com o de restos de la 

matriz del alimento que podrían actuar com o inhibidores de la reacción 

de PCR (Barken et al., 2007). Estos m étodos presentan como principales 

inconvenientes, que resultan más caros y, además, requieren de una 

mayor manipulación para la purificación del D N A . Por el contrario, los 

métodos basados en tratamientos térmicos com o InstaG ene Matrix 

(BioRad) o PrepM an Ultra (AppliedBiosystems) son más económicos 

pero el D N A  obtenido tras la extracción es más inestable y puede 

presentar mayor cantidad de residuos sólidos que interferirán en la 

reacción de PCR. Por ello, este tipo de m étodos son más adecuados para 

muestras con poca cantidad de residuos sólidos com o aguas (Merk et al., 

2001).

Todos estos factores deben considerarse para establecer un 

m étodo de extracción de D N A  robusto que permita su aplicación para la 

detección por PCR de diversos patógenos en matrices alimentarias 

variadas, asegurando la especificidad y sensibilidad (Liu, 2008). E n  este 

sentido, los resultados del presente estudio confirman, por un lado la 

eficacia del DN easy Tissue kit para la extracción de D N A  de Sta. aureus y 

-L. monocytogenes (Alarcón et al, 2006; A znar y Alarcón, 2003), ampliando 

las matrices alimentarias ensayadas a vegetales frescos, y po r otro su
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eficacia para la extracción de D N A  de Salmonella y E. coli 0157:H 7 en 

alimentos vegetales.

2. Evaluación de la RTi-PCR para la detección directa y la 

cuantificación de E. coli 0157:H7, L. monocytogenes, Salmonella spp. 

y Sta. aureus en alimentos

La industria alimentaria requiere de m étodos rápidos y sensibles 

que permitan el análisis simultáneo de un gran núm ero de muestras para 

el análisis rutinario de alimentos con el objetivo de garantizar la 

seguridad de sus productos y ajustarse a los criterios microbiológicos 

contemplados en las normas ISO (internacionales), CEN  (europeas), 

AOAC (norteamericanas), A E N O R  (españolas), etc. Como se ha 

expuesto anteriormente, el VIDAS® (Vitek Inm uno Diagnostic Assay 

System, Biomerieux) es un m étodo establecido como rápido y de rutina, 

por su facilidad de ensayo, y que ha sido adoptado por la AOAC 

(“Association o f  Oficial Analytical Chemists”). Estudios recientes 

demuestran que su sensibilidad y especificidad pueden verse 

comprometidas dependiendo tanto del patógeno investigado como del 

alimento en el que se encuentra (Aznar y Solís, 2006; Erikcsson y Aspan, 

2007; Vaz-Velho et al, 2001). Como alternativa, la automatización en la 

detección por PCR, utilizando los equipos de RTi-PCR, favorecerá la 

incorporación de esta metodología com o técnica rutinaria en el análisis 

de alimentos. Sin embargo, se cuestionan sus ventajas en la detección de 

patógenos en alimentos en cuanto a que puede detectar células muertas y 

a que su sensibilidad está limitada po r el tamaño de la muestra que 

finalmente se analiza en el tubo de reacción (Maurer, 2006). Estas 
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limitaciones se han abordado introduciendo un paso de enriquecimiento 

previo a la detección po r PCR, lo que permite el crecimiento de las 

células vivas y la recuperación de las células dañadas, aum entando su 

número y, en consecuencia la sensibilidad en la detección (Schaad et al., 

1995). Por otro lado, en estudios previos en los que se comparó la 

detección por PCR y por RTi-PCR, observamos que con esta última 

aumentaba el nivel de sensibilidad en al menos una unidad logarítmica 

(Alarcón et al., 2006). Aunque el proceso de amplificación es 

fundamentalmente el mismo, el sistema de detección empleado en la 

RTi-PCR es más 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 diagnóstica para la 

detección de E. coli 0157:H 7, Salmonella spp, Sta. aureus y L. monocytogenes 

en el análisis rutinario de alimentos.

E n prim er lugar, se comenzó con la selección de cebadores 

específicos entre los publicados en la bibliografía para E. coli 0157:H 7 

(Jinneman et al., 2003), Salmonella spp. (Malorny et al., 2004), Sta. aureus 

(Alarcón et al., 2006) y E. monocytogenes (Rodríguez-Lázaro et al., 2004a). 

Al reproducir las condiciones de reacción publicadas encontram os que, 

en algunos casos, no se obtenía amplificación o que la especificidad no 

era la esperada y, en otros, hubo que ajustar las condiciones para 

optimizar el rendimiento. Así en el caso de los cebadores ttr4 /ttr6 , 

publicados po r Malorny et al. (2004) como específicos para Salmonella 

spp., se obtuvo amplificación en las cuatro cepas de E. coli incluidas en el 

estudio. E n  la publicación 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 com probar la 

especificidad de los cebadores seleccionados de la bibliografía bajo las 

condiciones de cada laboratorio. Por tanto, se ensayó un nuevo par de 

cebadores y sonda para Salmonella spp. (Hoorfar et al’, 2000) que 

probaron ser específicos por PCR convencional y, tras algunas 

modificaciones, también por RTi-PCR.

Tras com probar la especificidad del total de cebadores, se 

construyeron las curvas estándar a partir de D N A  purificado y de 

suspensiones celulares, y se establecieron los límites de detección en 1 0 1 

eg/reacción o 1 cél/reacción para Salmonella, Sta. aureus y JL. monocytogenes 

y en 1 eg/reacción o 10 céls/reacción para E. coli 0157:H 7. Los ensayos 

en muestras inoculadas revelaron un límite de cuantificación y detección 

de 102 ufc/g , en los cuatro patógenos, corroborando los niveles 

establecidos con cultivos puros y dem ostrando su utilidad para el análisis 

en alimentos.

Los niveles de detección obtenidos en este estudio, combinando

la extracción de D N A  con DN easy Tissue Kit y la RTi-PCR, igualan e

incluso mejoran los previamente publicados en la bibliografía para

patógenos alimentarios. Así pues, se encuentran en el mismo rango que

los obtenidos por RTi-PCR para patógenos como Sta. aureus en carne

(Alarcón et al, 2006) y en queso (Hein et al., 2001) inoculados

artificialmente, utilizando el D N easy Tissue Kit y el m étodo de Allman et

al., (1995), respectivamente; B. cereus en pasta y arroz utilizando el

AquaPure genomic D N A  isolation kit (Bio-Rad) y el NucleoSpin food

kit (Macherey-Nagel) (Fricker et al., 2007) o L. monocytogenes en leche

desnatada con el Dynabead D N A  D irect (Dynal) (Nogva et al., 2000). 
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Mejoran los resultados de Seo et al., (2006) que establecieron el límite de 

cuantificación en 103 u fc /g  para Salmonella spp. en helado casero, tras 

extracción de ácidos nucleicos mediante PrepM an Ultra. También 

Rodríguez-Lázaro et al (2004b) obtuvieron un límite de cuantificación 

más alto (103 ufc/g) para L. monocytogenes, en ensayos realizados a partir 

de productos cárnicos, utilizando los mismos cebadores de este estudio, 

y empleando el m étodo Wizard genomic D N A  purification K it 

(Promega) para la extracción del DNA.

A continuación se evaluó la RTi-PCR como prueba diagnóstica 

para la detección de estos patógenos directamente mediante su aplicación 

en 316 alimentos de contaminación natural, en dos laboratorios. Se 

com pararon los resultados con los obtenidos por PCR convencional tras 

el enriquecimiento, y con los del m étodo mini-VIDAS (bioMerieux) para 

E. coli 0157:H 7, Salmonella y E. monocytogenes. E n  el caso de Sta. aureus, no 

existe la versión de mini-VIDAS para la detección de este 

microorganismo por lo que la comparación se hizo con el m étodo 

tradicional de cultivo. E l índice kappa demostró que el grado de acuerdo 

entre los resultados de ambos laboratorios era “muy bueno o perfecto” 

para E. coli 0157:H 7, E  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 Sta. 

aureus fue moderado, lo que podría estar condicionado por el m enor 

núm ero de muestras analizadas para este patógeno.

La detección por PCR convencional tras enriquecimiento se 

realizó para evitar falsos negativos y /o  positivos por la incapacidad de la

PCR para diferenciar entre células vivas y muertas (Rudi et al., 2005).
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Asumiendo que el paso de cultivo previo a la PCR, permitiría el 

crecimiento de las células viables aumentando su número, de este m odo 

se favorece la detección de los niveles más bajos y se reduce la 

posibilidad tanto de falsos negativos como de falsos positivos. Con estas 

premisas, los resultados obtenidos mediante PCR convencional, tras 

enriquecimiento, se establecieron como “positivos reales o verdaderos 

positivos” para las posteriores comparaciones.

Al comparar los resultados de detección por RTi-PCR con los de

mini-VIDAS se observó, tanto para Salmonella como para E. coli

0157:H 7 que la RTi-PCR detecta un mayor núm ero de muestras

positivas que el mini-VIDAS (21 % y 20 % por RTi-PCR y 1 % y 8 %

por mini-VIDAS, respectivamente). Estadísticamente, estos valores se

reflejan en que, aunque ambas técnicas presentan gran especificidad, el

mini-VIDAS muestra m enor “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. Así po r ejemplo, Kum ar et al. (2008) encontraron un 31,6 % de

positivos mediante PCR y un 23,7 % con el ensayo ELISA, para la

detección de Salmonella, en muestras naturales de pescados y mariscos.

Por su parte, Stefan et al. (2007) dem ostraron que la RTi-PCR presentaba

mayor sensibilidad que el sistema VIDAS en la detección de E. coli

0157:H 7 en muestras de carne picada, tanto naturales como inoculadas

artificialmente. E n  el caso de E  monogtogenes, las diferencias en detección

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, además, mostró una sensibilidad menor. Estos 

resultados concuerdan con los obtenidos para L. monocytogenes en un 

estudio previo (Aznar y Solís, 2006) en el que la PCR dem ostró ser más 

sensible que el mini-VIDAS, tras ensayar ambos m étodos en una gran 

variedad de alimentos de contaminación natural.

Al realizar un análisis pormenorizado 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 núm ero de falsos negativos. Cabe señalar que en mini- 

VIDAS, el resultado positivo por inmunoensayo debe confirmarse 

mediante aislamiento e identificación del patógeno a partir del 

enriquecimiento. E n  estas placas de aislamiento es frecuente que el 

crecimiento excesivo de la microbiota acompañante enmascare la 

presencia del patógeno dificultando su recuperación (Aznar y Solís, 

2006). A este respecto, las técnicas de PCR aportan una mayor 

sensibilidad porque son capaces de detectar los patógenos 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 Solís, 2006), 

probablemente debido a reacciones inmunológicas cruzadas.

Considerando el total de muestras analizadas para los tres

patógenos ensayados por mini-VIDAS, el núm ero 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 análisis estadístico global de
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los resultados obtenidos para los tres patógenos reveló la alta 

especificidad tanto de la RTi-PCR como del mini-VIDAS. Sin embargo, 

en cuanto a “sensibilidad” y “seguridad”, la RTi-PCR se com porta m ejor 

como prueba diagnóstica que el mini-VIDAS, aún asumiendo que su 

aplicación directa, sin enriquecimiento, estará ofreciendo un resultado 

sesgado con posibles “falsos negativos” . Así mismo, en el caso de Sta. 

aureus los resultados de detección por RTi-PCR mejoran los obtenidos 

por el m étodo ISO 6888. N o obstante, en este caso, las diferencias son 

menos notables. Aunque ambas técnicas resultan muy específicas, la RTi- 

PCR es ligeramente superior en cuanto a “sensibilidad” y “seguridad” .

Además, la aplicación directa de la RTi-PCR sin enriquecimiento, 

ha permitido cuantifícar los niveles en los que se presentan estos 

patógenos de m odo 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 

patógenos encontrados ya que no tenemos conocimiento de estudios 

similares para su comparación. Así en este estudio se ha revelado que E. 

coli 0157:H 7 y Salmonella se encuentran en niveles más elevados (103-104 

ufc/g), mientras que E  monocytogenes predomina en niveles de 102 y Sta. 

aureus de 10 u fc /g  o inferiores. D e forma global, considerando los 

resultados de cuantificación de los cuatro patógenos, en el 33 % de las 

muestras se encuentran en niveles inferiores a 10 ufc/g , es decir, por 

debajo del nivel de detección de la RTi-PCR.

La legislación actual exige la ausencia tanto de Salmonella como de

E. coli 0157:H 7 en 10 ó 25 g de alimento. Así mismo, ocurre en E

monocytogenes en alimentos de consumo directo o en los que se pueda dar 
144



el crecimiento del patógeno por su composición o temperatura de 

almacenamiento, y para Sta. aureus en determinadas conservas y carnes. 

Los límites de detección de la RTi-PCR no perm iten garantizar la 

ausencia de ninguno de estos patógenos si no se realiza un 

enriquecimiento previo. N o obstante, para beneficiarnos de las ventajas 

de la RTi-PCR com o técnica rápida en el análisis rutinario de alimentos, 

recomendaríamos analizar la muestra mediante RTi-PCR directamente 

tras la homogeneización y, simultáneamente, llevar a cabo el 

enriquecimiento correspondiente. Tras este paso de enriquecimiento, las 

muestras que resultaran negativas se analizarían por PCR o RTi-PCR, 

para confirmar el resultado. D e este m odo el análisis se completaría en 

unas 24 horas, reduciendo la posibilidad de obtener falsos negativos. 

Comparado con la detección por mini-VIDAS, aún se consigue acortar 

el tiempo y reducir el coste del análisis, garantizando la precisión del 

resultado.

3. Desarrollo y validación de la reacción de RTi-PCR múltiple para la 

detección simultánea de E . co li 0157:H7, Salm onella  spp. y Sta. aureus 

en alimentos vegetales

Para garantizar la inocuidad de los alimentos, generalmente se 

investiga la presencia de más de un patógeno o agente toxigénico en una 

misma muestra, lo que implica la utilización de múltiples protocolos de 

análisis, que complican, alargan y encarecen el proceso. A este respecto, 

la “PCR múltiple” permite la detección e incluso cuantificación (RTi- 

PCR) de varios patógenos simultáneamente, utilizando un volumen 

mínimo de reacción. Los estudios publicados en los últimos años para la
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detección de patógenos en alimentos mediante RTi-PCR múltiple se han

dirigido a Salmonella y E. coli 0157:H 7 en carnes (Sharma y Carlson,

2000) o Salmonella y L. monocytogenes en aguas, leche y salchichas crudas

tras 6-18 horas de enriquecimiento (Jothikumar et al, 2003; W ang et al,

2004); E. coli 0157:H 7, Salmonella, y Shigella en carne de vacuno (Wang et

al, 2007). E n  este trabajo se ha desarrollado una nueva reacción de RTi-

PCR triple, utilizando cebadores y sondas específicos, para la detección

simultánea de E. coli 0157:H 7, Salmonella spp., y Sta. aureus. Con los

cebadores utilizados a lo largo de este trabajo se consiguió la

amplificación simultánea de E. coli 0157:H 7 y Sta. aureus a una

temperatura de hibridación de 63 °C. Sin embargo, los cebadores

específicos de Salmonella no rindieron amplificación en esas condiciones

por lo que se diseñó un nuevo sistema TaqM an para Salmonella spp

partiendo de la secuencia del origen de replicación (OriC). Se utilizó

com o cebador directo el descrito previamente por W idjojoatmodjo et al.

(1991) y se diseñaron un cebador reverso y la sonda TaqMan. E l sistema

desarrollado dem ostró ser específico 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 señal para las cepas de otros géneros relacionados

filogenéticamente o que com parten los mismos hábitats. E n  cuanto al

límite de detección (1 cél o eg/reacción), ha demostrado ser satisfactorio

para la detección de Salmonella en alimentos presentando resultados

iguales o mejores que los obtenidos en este mismo estudio con los

cebadores diseñados por H oorfar et al., (2000). La especificidad de los

cebadores y las sondas utilizados para la detección de E. coli 0157:H 7 y

Sta. aureus se describió en estudios previos (Jinneman et al, 2003; 
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Yoshitomi et al, 2006, Alarcón y Aznar, 2006) y había sido com probada 

a lo largo de este trabajo. Así mismo se com probó que no  se producían 

amplificaciones cruzadas con los otros cebadores y sondas cuando se 

encontraban presentes en la misma reacción.

El desarrollo de una PCR múltiple requiere de una cuidada

optimización de las concentraciones de cebadores, tam pón de PCR,

relación entre concentración de cloruro de magnesio y los

desoxinucleótidos, temperaturas de hibridación, concentración de

D N A  y Taq Polimerasa (Markoulatos et a l, 2002). E n  este estudio, la

optimización de las concentraciones de los reactivos se llevó a cabo

utilizando el m odo SYBR G reen debido a su mayor simplicidad y a su

m enor coste económico. Este sistema permite la identificación de los

amplicones a partir de sus Tm  tras el análisis de las curvas de

disociación (Wittwer et al^ 2001). E n  las reacciones simples, la presencia

de un único pico indica la especificidad de la reacción. Cuando se

obtiene más de un amplicón, estos pueden ser diferenciados en función

de su Tm , siempre y cuando esta diferencia sea de al menos 1°C (Ririe et

al, 1997, Lipsky et al, 2001). Mediante la reacción de RTi-PCR múltiple

desarrollada en este trabajo se obtuvieron únicamente tres picos en la

curva de disociación con Tm  claramente diferenciadas para cada

patógeno: 77 °C para Sta. aureus, 80,3 °C para Salmonella spp. y 83,3 °C

para E. coli 0157:H 7, confirmándose de este m odo la especificidad de

los tres grupos de cebadores y sondas y la ausencia de productos de

amplificación inespecíficos así como de dímeros de cebadores. La

reacción en m odo TaqM an se diseñó utilizando sondas marcadas en el

extremo 5’ con los fluorocromos, FAM, VIC, N E D  que presentan
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longitudes de onda de emisión 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 múltiples. Para com probar la 

eficiencia de la reacción de RTi-PCR múltiple se com pararon los 

valores de C t para cada uno de los patógenos con las correspondientes 

reacciones individuales (RTi-PCR simple), en m odo TaqMan. E n el 

caso de Sta. aureus, fueron muy similares para todas las concentraciones 

ensayadas mientras que en el caso de E. coli 0157:H 7 y Salmonella, los 

valores de Ct  resultaron ligeramente superiores en la reacción múltiple, 

lo que sugiere un ligero descenso en la sensibilidad de la reacción de 

PCR. N o obstante, la reacción simple presentó señal en el nivel más 

bajo (1 eg/reacción) para todos los patógenos, pero los valores de C t 

fueron próximos a 40 (negativo), por lo que consideramos como límite 

de detección 10 eg/reacción para ambas reacciones, simple y múltiple. 

Así mismo, en otros estudios como el de Corless et al. (2001) tampoco 

se observaron diferencias de sensibilidad entre la reacción simple y 

múltiple para la detección de Neisseria meningitidis, Haemophilus influente y 

Streptococcuspneumoniae utilizando cultivos puros.

Comparando con otras reacciones de RTi-PCR, múltiple la

sensibilidad de la reacción desarrollada en este estudio es del mismo

orden que las descritas en trabajos previos para la detección de E. coli

0157:H 7, 8 céls/reacción (Jothikumar y Griffiths, 2002), mientras que

iguala o mejora los niveles de detección descritos para este mismo 
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patógeno por Sharma et al (1999), 50 céls/reacción en la múltiple y 

entre 17 y 170 céls/reacción para la PCR simple, y por Jothikum ar et al. 

(2003) para Salmonella y JL. monocytogenes, 102 y 10 ufe/reacción, 

respectivamente. También mejora los límites de la PCR múltiple 

convencional, sin enriquecimiento, para Salmonella y Sta. aureus en uno y 

dos ordenes logarítmicos, respectivamente, obtenidos en un estudio 

previo del grupo (Alarcón et al, 2004).

Los ensayos con D N A  purificado de los tres patógenos en 

diferentes cantidades, revelaron que la RTi-PCR múltiple permitía 

detectar todas las dianas tanto mediante el sistema SYBR G reen como 

TaqM an cuando se encontraban en 10 y 102 eg/reacción. Sin embargo, 

al combinar 10 y 104 eg/reacción, la diana que se encontraba en m enor 

cantidad no era detectada. Esto mismo sucedía en los ensayos de 

detección en espinacas y lechuga “Little G em ” inoculados con los tres 

patógenos, en diferentes proporciones, donde mediante RTi-PCR 

múltiple, no se detectaría el patógeno presente en 103 u fe /g  si alguno de 

los otros se encuentra en 106 ufe/g. Sin embargo, esto es un hecho 

poco probable ya que los resultados de cuantificación obtenidos en este 

estudio m ostraron que los niveles de de los patógenos en las muestras 

naturales se sitúan mayoritariamente entre 102 y 104 ufe/g. La 

amplificación preferente de determinadas dianas en una reacción 

múltiple es un fenómeno bien conocido. Se debe principalmente a la 

variación en las interacciones entre los reactivos de la reacción de PCR 

en presencia de baja concentración del D N A  diana sobretodo en los 

primeros ciclos de la reacción (Mutter y Boyton, 1995). Por ello, el

patógeno que se encuentra en m enor cantidad se ve desfavorecido.
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Estos resultados coinciden con los obtenidos por Wolffs et al. (2007) en

una reacción doble para la detección de Campylobacter y Salmonella.

También, W ang et al. (2007) observaron este mismo efecto en una RTi-

PCR triple para la detección de E. coli 0157:H 7, Salmonella y Shigella.

Mediante ensayos de inoculación en brócoli, con cantidades similares de

los tres patógenos, se consiguió detectar por RTi-PCR múltiple en

m odo TaqM an hasta 0,9, 1,8 y 4,8 ufc/reacción de E. coli 0157:H 7,

Salmonella, y Sta. aureus, respectivamente, que corresponden a 103 u fc /g

de cada uno. Es por tanto, un orden logarítmico menos sensible que las

reacciones de RTi-PCR ensayadas en el apartado 2.2. N o  obstante, una

m enor sensibilidad en la reacción múltiple es esperable ya que se

desarrolla con una cantidad limitada de enzima y nucleótidos por lo que

las distintas reacciones individuales que se producen simultáneamente

compiten por el mismo conjunto de reactivos (Markoulatos et al., 2002).

Nuestros resultados m ostraron que en la RTi-PCR diseñada, la

amplificación 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 detección descrito para la PCR aplicada al

análisis de alimentos (Maurer, 2006) por lo que consideramos que el

rendimiento de la RTi-PCR múltiple desarrollada es adecuado para su

utilización en alimentos. A  este respecto, iguala e incluso mejora, los

niveles de detección reportados en la bibliografía para reacciones de

RTi-PCR simples aplicadas a alimentos, sin enriquecimiento previo. Por

ejemplo, Seo et al. (2004) describieron un sistema de RTi-PCR para la

detección de Salmonella, en huevo crudo, tras extracción de D N A

utilizando PrepM an Ultra (AppliedBiosystems) que permitía la 
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detección de 103ufc/m l; Fu et al. (2005) obtuvieron una sensibilidad de 

1,3x104 células/g para E. coli 0157:H 7 en carne de ternera, com binando 

un paso de separación inmunomagnética con la RTi-PCR; Alarcón et al 

(2006) obtuvieron una sensibilidad de 4,9x103 u fc /g  para Sta. aureus a 

partir de muestras de ternera inoculadas artificialmente utilizando el 

mismo método de extracción de D N A  utilizado en este trabajo 

(DNeasy Tissue Kit, Qiagen). Niveles de detección más bajos 

solamente se han descrito tras varias horas de enriquecimiento de la 

muestra en ensayos con E. coli 0157:H 7 en leche (Bohra et a l, 2001) o 

Salmonella spp. en carne (Kimura et a l 1999). A  la vista de estos 

resultados la reacción de RTi-PCR múltiple diseñada en este trabajo, es 

eficiente para la detección simultánea y automatizada de Salmonella spp., 

E. coli 0157:H 7 y Sta. aureus.

E n cuanto a la implantación de esta metodología como técnica

rápida en el análisis rutinario de alimentos, cabe señalar que la legislación

actual exige la ausencia de Salmonella spp. en 10 ó 25 g de alimento y

recomienda los mismo parámetros para E. coli 0157:H 7. Lo mismo

ocurre para E  monocytogenes, en aquellos alimentos que perm itan su

desarrollo, y para Sta. aureus en determinadas conservas y carnes. Este

requerimiento no puede cumplirse mediante la detección directa con

RTi-PCR, a pesar de la buena sensibilidad demostrada en este trabajo, ya

que existe una limitación en el tamaño de la muestra que puede

analizarse por P C R  Además, la cuantificación directa de los patógenos

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, observándose que en tan sólo 6 

horas se conseguía la detección por RTi-PCR múltiple de hasta 1 célula 

de cada uno de los patógenos en 25 g de alimento, ajustándose de este 

m odo a la normativa vigente para garantizar la ausencia de Salmonella y E. 

coli 0157:H 7.
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VI. CONCLUSIONES





CONCLUSIONES

1.- La comparación de los cuatro métodos comerciales de extracción de 

D N A , realizada en base a la sensibilidad en la detección por PCR de E. 

coli 0157:H 7, L. monocytogenes, Salmonella y Sta. aureus, ha demostrado que 

existen diferencias significativas entre ellos, tanto en función del 

patógeno como de la matriz en la que se encuentran. E l m étodo DNeasy 

Tissue Kit (Qiagen) ha resultado el más eficiente para la extracción de 

D N A  de los cuatro patógenos, en las tres matrices vegetales ensayadas.

2.- Para la detección cuantitativa de E. coli 0157:H 7, E. monocytogenes, 

Salmonella y Sta. aureus se han puesto a punto las reacciones de RTi-PCR 

con cebadores seleccionados de la bibliografía. Tras optimizar las 

condiciones de reacción, los ensayos de RTi-PCR en muestras 

inoculadas, han m ostrado un límite de cuantificación y detección de 102 

ufc/g , para los cuatro patógenos, corroborando los niveles establecidos 

con D N A  y cultivos puros. Este valor es un orden logarítmico inferior al 

establecido para PCR convencional en alimentos, demostrando la mayor 

sensibilidad de la RTi-PCR en la detección de patógenos.

3.- La aplicación directa de la RTi-PCR en alimentos de contaminación 

natural ha permitido cuantificar los patógenos presentes en el 67 % de 

las muestras positivas por PCR convencional, revelando que Salmonella y 

E. coli 0157:H 7 se encuentran en niveles de 103 ufc/g , E  monocytogenes de 

102 u fc /g  y Sta. aureus de 10 u fc /g  y que las muestras restantes (33%) 

presentaban niveles inferiores a 10 ufc/g.
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4.- Al comparar la RTi-PCR directa con el procedimiento mini-VIDAS 

para la detección de E. coli 0157:H 7, E  monocytogenes y Salmonella en 328 

muestras de alimentos de contaminación natural, se concluye que ambas 

técnicas presentan una especificidad similar pero la RTi-PCR se 

com porta mejor en cuanto a “sensibilidad” y “seguridad” aún asumiendo 

que su aplicación directa, sin enriquecimiento, estará ofreciendo un 

resultado sesgado con posibles “falsos negativos”. Queda dem ostrada la 

utilidad de la RTi-PCR como técnica diagnóstica para la detección de 

patógenos en alimentos.

5.- E n  base a los resultados obtenidos, proponem os la RTi-PCR para su 

utilización como m étodo de rastreo de los patógenos investigados en el 

análisis de alimentos. Es una técnica rápida y sensible que permite 

completar el análisis en unas 5-6 horas, en lugar de las 24-72 horas que 

requieren otras técnicas como el mini-VIDAS, con lo que resulta más 

adecuada para el análisis rutinario de alimentos. Sólo las muestras 

negativas se analizarían por PCR, tras enriquecimiento, para asegurar la 

ausencia del patógeno.

6.- Se ha diseñado un nuevo sistema de cebadores y sonda TaqM an

específico para Salmonella, con valores de Tm  (80,2 ±  0,1 °C) y Ct  (14,81

±  0,52) muy similares en las 198 cepas ensayadas, y límite de detección

de 1 cél o eg/reacción, lo que demuestra su validez para la detección de

Salmonella spp. Además, en su aplicación en muestras de alimentos de

contaminación natural, ha conseguido resultados iguales e incluso

mejores que los obtenidos con los cebadores diseñados por H oorfar et 
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al., (2000) utilizados en este estudio para la detección de Salmonella en 

alimentos de contaminación natural.

7.- Combinando el sistema TaqM an diseñado para Salmonella spp. con los 

previamente utilizados para E. coli 0157:H 7 y Sta. aureus, se ha puesto a 

punto una reacción de RTi-PCR múltiple que incluye 6 cebadores y tres 

sondas, marcadas con VIC, N E D  y FAM, que permite la detección 

simultánea y cuantitativa de los tres patógenos, con un límite de 

detección de 10 eg/reacción, para cada uno de ellos, dem ostrando la 

misma eficiencia que las correspondientes reacciones simples.

8.- La aplicación de la RTi-PCR múltiple, tras un paso enriquecimiento 

de tan sólo 6 horas en Agua de Peptona Tamponada, ha permitido la 

detección de hasta 1 célula de cada uno de los patógenos en 25 g, 

mediante ensayos en muestras de alimentos inoculados. Por lo tanto, 

queda demostrada su validez como técnica analítica para ajustarse a la 

legislación cuando se exige “ausencia” del patógeno, como es el caso de 

Salmonella y E. coli 0157:H 7 o de Sta. aureus en algunos alimentos.
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ANEXO I. Normas ISO citadas en este trabajo





ISO 11290-1:1996 Microbiology of food and animal feeding stuffs -- 

Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria 

monocytogenes — Part 1: Detection method. International Organization for 

Standardization, Geneve, Switzerland.

ISO 11290-2:1998 Microbiology of food and animal feeding stuffs -- 

Horizontal method for the detection and enumeration 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 médium. 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 aureus and other species) — Part 2: Technique using rabbit 

plasma fibrinogen agar médium. International Organization for 

Standardization, Geneve, Switzerland.

ISO 16654:2001 Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal 

method for the detection of Escherichia coli 0157. International Organization 

for Standardization, Geneve, Switzerland.

ISO 6579:2002 Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal 

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 aureus 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 Organization for 

Standardization, Geneve, Switzerland.

ISO 11290-1:1996/AMl: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 inclusión of precisión data, (2005). EN 

ISO 11290-1:1997/Al :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, Switzerland.

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, Switzerland.
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ANEXO II. Detalle de los resultados de cuantificación de las muestras 

que resultaron positivas por alguna de las técnicas empleadas para los 

cuatro patógenos investigados





T abla  34. E. coli 0157:H 7

Labl Lab2
Mini-

VIDAS PCRa RTi-PCR bc PCRa RTi-PCRbc

Acelga nd nd nd + 99
Agua Pozo - nd nd + 0
Agua Riego - nd nd + 0
Brócoli congelado + nd nd + 3060
Brócoli congelado + nd nd + 2,1 x 106
Brócoli congelado + nd nd + 2188
Brócoli congelado - nd nd + 662
Brócoli congelado - + 845 + 710
Brócoli congelado - + 1416 + 1532
Brócoli congelado - + 7219 + 6375
Brócoli escaldado - + 3945 + 4197
Calabacín Rodajas - nd nd + 0
Cebolla + nd nd + 328
Cebolla + nd nd - 0
Col Milán Salima - - 0 + 0
Col picuda - + 35.2 + 0
Col picuda - + 0 + 0
Endivias - + 12 + 29
Ensalada Crudites nd nd nd + nd
Ensalada Escarola - + 1.7 x 104 + 2,44 x 104
Ensalada Gurmet nd nd nd + nd
Ensalada Milenio nd nd nd + nd
Ensalada Variada nd nd nd + nd
Espinacas - + 152 + 0
Lechuga Iceberg nd nd nd + 6728
Lechuga Iceberg - - 0 + 0
Lechuga Iceberg - + 0 + 0
Lechuga Romana - + 0 + 0
Lechuga Romana + + 20 + 15
Pac Choi - + 2693 + 3340
Pechuga - + 0 + 23
Pimentón nd nd nd + 0
Pimiento amarillo - nd nd + 0
Pimiento tiras nd nd nd + nd
Pimiento tricolor - nd nd + 0
Pimiento tricolor - + 0 + 0
Pimiento tricolor - + 730 + 764
Pimiento tricolor - + 562 + 0
Pimiento tricolor - + 0 + 0
Pollo plancha - - 0 + 0
R. Rocket - + 0 + 0
Rucóla nd nd nd + 0
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T ab la  34. (Continuación)

Labl Lab2

Mini-
VIDAS

PCRa RTi-PCR bc PCRa RTi-PCRb-c

Rucóla - + 85.8 + 0
Rucóla nd + 2.5 x 104 + 3.2 x 104
Tomate - + 13956 nd nd
Tripa de pollo - + 310 + 0
Sombreado, muestras que se han incluido en el análisis estadístico; 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 
cCuantificación en función de la curva patrón de DNA purificado en eg/g
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T ab la  35. L. monocytogenes

Labl Lab2
Mini-

VIDAS PCRa RTi-PCRb PCRa RTi-PCRbc

Alcaparras - - - + 0
Apio Rodajas + - - - nd
Aros Cebolla + nd nd + nd
Berenjena Rodajas + nd nd + 0
Berenjenas + nd nd + 675
Brócoli congelado + - - - nd
Brócoli congelado + nd nd + 1494
Brócoli congelado + nd nd + 530
Brócoli congelado + nd nd + 2022
Brócoli congelado + nd nd - nd
Brócoli congelado + + + + 370
Brócoli congelado + + + + 426
Brócoli congelado + nd nd + nd
Brócoli escaldado + + + + 20
Calabacín - nd nd + 256
Cebolla - nd nd + nd
Cebolla - nd nd + 201
Col picuda - + - + 25
Col picuda - + + + 19
Empanadillas atún - + + + 102
Endivias + + + + 0
Ensalada Atún + nd nd - nd
Ensalada Crudites nd nd nd + nd
Ensalada Escarola - + - - -

Ensalada Estación + + + - -

Ensalada Gourmet nd nd nd + nd
Ensalada Italiana - nd nd + nd
Ensalada Italiana + nd nd - nd
Ensalada Jamón + nd nd - nd
Ensalada Mesclun - nd nd + nd
Ensalada Radiccio - nd nd + nd
Ensalada Rucóla - + + + 142
Ensalada Rucóla nd - - + 90
Ensalada Variada nd nd nd + nd
Flamenquín York - + - + 33
Judía lOmm - + + + 100
Lechuga - nd nd + nd
Lechuga Iceberg + nd nd + 454
Lechuga Iceberg - nd nd + nd
Lechuga Iceberg + + + - 0
Lechuga romana - + + + 323
Pavo blanqueta + - - - nd
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T abla  35. (Continuación)

Labl Lab2
Mini-

VIDAS PCRa RTi-PCRb PCRa RTi-PCRb-c

Pechuga pollo + - - - nd
Pimiento amarillo + nd nd + 278
Pimiento amarillo + nd nd + 0
Pimiento amarillo + nd nd - nd
Pimiento rojo + nd nd + nd
Pimiento tricolor + + + + 73
Pimiento tricolor + + + + 61
Pimiento tricolor + + + + 89
Pimiento tricolor - nd nd + nd
Pimiento tricolor + nd nd - nd
Pimiento tricolor + - - - nd
Pimiento tricolor + nd nd - nd
Pimiento tricolor + + + - nd
Pimiento tricolor + nd nd + 0
Redina - + + + 431
Romanescu + nd nd + 108
SanJacobo + + + + 29
San Jacobo + + + + 0
Sopa juliana - - - + 32
Surimi trozos - - - + 0
Zanahoria - + + + 893
Sombreado, muestras que se han incluido en el análisis estadístico; 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 
cCuantificación en función de la curva patrón de DNA purificado en eg/g
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T abla  36. Salmón ella spp.

Labl Lab2
mini-
VIDAS

PCRa RTi-PCRbc POR3 RTi-PCRb>c

Aji/CBC especias - - 0 + 0
Artesana Pollo - - - + 19
Brócoli - + 6042 + 6152
Brócoli - + 7150 + 6760
Brócoli - - 0 + 0
Brócoli - - 0 + 0
Brócoli congelado - + 543 + 410
Brócoli congelado - + 12 + 19
Brócoli congelado - + 205 + 140
Caviar - - 0 + 3520
Caviar - - 0 + 0
Caviar - - 0 + 261
Cebolla - nd nd + 7700
Cebolla - nd nd + nd
Chili + - 0 - 0
Col picuda - + 15900 + 16628
Col picuda - + 7300 + 6930
Coliflor - + 11915 + 12000
Coli-Rábano - + 11400 + 10996
Conserva Cebolla - - - + 0
Ensalada Escarola - + 0 + 0
Ensalada estación - + 1915 + 2003
Ensalada estación - + 0 + 28
Ensalada Italiana - nd nd + nd
Ensalada Mesclun - - 0 + 180
Ensalada Radiccio - nd nd + nd
Ensalada Radiccio - nd nd + nd
Ensalada Rucóla - + 3100 + 2710
Ensalada Rucóla - + 15300 + 11945
Ensalada Vips - + 1612 + 1551
Ensalada variada - + 1318 + 1230
Espinacas - + 17 - 0
Espinacas - - 0 + 0
Golosinas - nd nd + 2780
Lechuga - nd nd + nd
Lechuga Iceberg - nd nd + nd
Lechuga Iceberg - + 2970 + 3320
Lechuga Iceberg - + 0 + 0
Lechuga Romana - + 36 + 15
Lechuga Romana - + 67 + 35
Materia Orgánica + nd nd - nd
Mejillón + - 0 - 0

171



T ab la  36. (Continuación)

L a b l Lab2
m ini- 
VI DAS

P C R a R T i-P C R bc P C R a R T i-P C R b>c

Morrison Little - + 10 + 0
Pavo blanqueta 
Pavo blanqueta 
Pechuga 
Pechuga Pollo 
Pechuga Pollo

-
+

+
+
+

2355
0
0

3425
3998

+
+
+
+
+

2450
0
0

3926
4612

Pimentón - nd nd + nd
Pimentón + nd nd - nd
Pimentón + nd nd + nd
Pimentón + + 105 + 0
Pimentón + + 0 + 0
Pimentón + - 0 - 0
Pimentón + - 0 - 0
Pimentón + - 0 - 0
Pimiento tricolor + - 0 - 0
Pimiento tricolor - + 950 + 1138
Pimiento tricolor + + 300 + 270
Pimiento tricolor - + 125 + 99
Pimiento tricolor - + 172 + 167
Pimiento verde + nd nd - nd
Rucóla Selvática + + 0 + 29
Tripa de pollo + + 683 + 456
Sombreado, muestras que se han incluido en el análisis estadístico; 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 
cCuantificación en función de la curva patrón de DNA purificado en eg/g
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T abla  37. Sta. aureus

L a b l L ab2
R ecuen to s  P C R a P C R a R T i-P C R b>c

Alcaparras - + + 0
Apio en rodajas + + + 14
Brócoli congelado + + + 3
Caviar - + - nd
Caviar - + - nd
Caviar - + - nd

[ Empanada Atún - + + 0
Ensalada Atún <100 + nd
Ensalada Italiana <100 + nd
Ensalada Jamón <100 + nd
Espinacas - - + 0
Huevas Mujol + + + 55.3
Judía lOmm - - + 0
Lechuga Iceberg nd + 28
Lechuga Iceberg <100 + nd
Lechuga Romana nd + 49
Lechuga Romana <100 + nd
Pavo blanqueta + + + 80
Pimiento rojo <100 + nd
Pimiento rojo <100 + nd nd
Pimiento tricolor + + + 51
Pimiento verde <100 + nd
Pollo + + + 59
R. Rocket - - + 26
Rucóla - - + 6
Suri mi - + - 0
Zanahoria + + - -
Zanahoria <100 + nd
Sombreado, muestras que se han incluido en el análisis estadístico; nd, no determinado 
^Resultados de PCR convencional utilizando los cebadores 5F/465R 
bResultados de RTi-PCR utilizando los cebadores 5F/465R y la sonda nucP402 
cCuantificación en función de la curva patrón de DNA purificado en eg/g
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ANEXO III. Artículos publicados (o en proceso de publicación) con los

resultados de este trabajo
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Comparison of Four Commercial DNA Extraction Kits for PCñ 
Detection of Listeria monocytogenes, Salmonella, 

Escherichia coli 0157:H7, and Staphylococcus aureus in Fresh, 
Minimally Processed Vegetables
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ABSTRACT

Four commercial DNA citractvcn awthodt. PrrpMxo Ultra (Appkrd Bto*yttrni»>. IntoGcoe Mxtnx iBóoRad). DNcosr, 
Tiwue lut i Q u^cni. and UltnCleun i MoBio). w rrr emed fiar PCR dctrcooc of Listeria memocytogenes. Escherichia coB 0157t 
H7. Sabnonetia. and Sltqrkyloccccus aureus in fm h . mumaUy proetmed vegetables For c ocuparan "e purpotet. seufitmty 
u a y i  with ip e iiic  PCR* » r«r carnrd out jf trr  DNA extraetioa with (lie four n rtkodr in p r c a  pcpprt broccoli. arad onios 
iráficully  uoculated »tth the four palhogens «eparalcl) A» confirmed b> Oatmncal analym. the DNcacy Timoe lut rendered 
the hoghest «an tiv ity  valar i  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 c u  be succescfuHy 
jpplied for nny of the four moct commcmly studied puthogen». thus aaving tuse and cnvrall reducing the ccut of the anatjrú .

The PCR is a molecular approach that is currently weil 
established as a rapid. sensitice. and spedfic Jetee lian tech- 
nique. In the lasl 10 ye¡rs 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. H mee ver. 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 acti vity necessary for ampti- 
ticatión 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-

* Auík < for oonespondaice. Tel: * 14 %  3900022: Fat: + 34 96 
3939301: E-raail: roia.am ir'ítuvei.

ficiency of these methods have focused on food matrices, 
such as maize. vegetables i 7) animal specimens (12). and 
single palhogens such as Salmonella entérica Enteritidis 
from poultry (6) and from environmental substratos l ¡4), 
Ye minia enterocoiirica from meat (15), Listeria monocy- 
togenes from meat and other focd types (2. 3), Escherichia 
coli Ol57:H7 from cattle manure (22) and food samples 
(9), Staphylococcus aureus from raw meat and meat prod­
ucís (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 receñí years. the demand fcr fresh fruits and vege­
tables has ¡ ncreased 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 contamínate a variety of focd produets. including veg-
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In Rus warfc i  new mutaplex nngle to *  real t*ne PCR approach ii prrsented far Ríe d « « to n  ai 
Itdantára cok 01S7:H/ totaoaeile spp and Staphyioaoctvs a r ta s  t iñ e  ai Ríe more foquen food 
sornebaaeruf palhogens rtur a t e n a i i y n n l p r d  n i  vanrty of faod m jtncei Thestody xrkidrs 
the daigp and sprcRianr t r t n p  oí a new prsner and pro or specRic fcr SaknoaeMa spp ifcacton 
conchncn * n t  adrusfcd for the ssnukanraus am phfkam  and detonan ai qiecüc fcagments m the 
|l ghicurondisriiadA. £  cok; and Thermantoeast inuc S taasrais)(aies. and tn the rrph canon anpn  
sequencr anC.íakaoaHIa q p  .i Mehmg curve ana. yus usngaSYBILreen IRTlPCR approach Riowed 
chnctenstK  1*, valúes demora tras qg the qrcR k and rffiaent ampMcation oí the three íragmnts 
Vubsequentty a laqMan Rlt H .I approach utas sertJed uong RAM, NO and VK. flinrrscenky labdled 
specRic pnobes for an auteuruted det ection k was equa&v senatne thm unplex Rli KJ¡ reaction s n  
l í a  a r e te  and £  cok 0157:H7. u o i ;  same amamts ai purRied DMA and alowed defcctmn af 10 
gen croe 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. r o ed vegetable* reve ah pg a 
se n tm ty  erf lo’tK U g'1 each <d these pithogms in ditect detection. fo leming DMA extraction w sh 
DNeasy Tasue fct iQagrn; The nudaplex RTl-FCR devdaped vaeedthe senmvity reccgnsed fcr PCR 
in food and t  alows a tigh throughput and jutenuiarv thus R is pramtsmg as a rapid and cosí 
efíectne test far the faad indusry

C 2001 Osmer Ud Al nghts resetved

L Introductkm

In recen! y e tn . the growing consumption t í  fresh. m M m aly  
processed vegetables has lead to an inciease in the numfaei of 
outbreaks of food-borne disease kniced to  le s h  produce (Anón. 
2002). Agricultural irrigación wkh wastewatet that can be raw  
treated and/ot partialy diuted. is a caminen pcactice worldwide 
and co m ü tu teslh e  main ionice af puthogen contamination (Tbze. 
2006). Thaefcxe. f ra h  or nínimalty processed vegetables whict 
are often caten raw or m im tru ly  processed. can ccmpromise 
consum a health safay . The musí common bacterial enteropatho- 
gen* Associated with fru ís  and vegeta tí es are SnÉmondia spp 
(Thunberg et rd ,2002) m d£ahe»fthiacofi0157:H 7(RangH  et aL 
2005). They are considaed among the oigantsms that are most 
likdy lo cause an outbreak and thaefo ie  need lo be sludied for 
produce safety ( Bucle et a l , 2003) Satmcmeltu h  responsiMe for a

*C a ttifo tO tt HChot a .  H rpurum co  de auMcadopU hurawa dr 
Ag/aqumu y Tmotopa i t  tos A to n ía .  Apurado d t Canos 73. E-46100 
WryiUK VltoWM, Spaw Td..*34W 3900022 tn  *34963636301 

f« ii iü d d rs i  n u i a a l M u s f l  Ataaty

074C-C020.IJ - sar tone « u t a  o  200 Ebavwi til. Al l«tos «S0 W<1

dNB.l096AhA2MR.CB.002

laca leed. sefMimiüng b ac ía  tal M ection of the intestinal epithe- 
litun known as ‘ non-typhoÉl sal inane I  en is“ or 'gaslroentaR ís" 
and a systemk Infeakm  known as 'lyphoid* ar “enteric fe v a "  
w ith severe cmuequem.es The incide m e  of typhoid salmonelosis 
Is stabfe. w ith v o y  few cases in developed countries. bu l cases of 
non-typhoid sal mane) Icnés are Inueasing worldwide (C ania del 
P alillo . 2000) £  ro l  0 157«7  is the most Uuágenic serotype of 
the genus and is an imporLant cause cí diarrhoea. honorrtiagic 
co l lis and haemofy lie - urestm syndrome worldwide. assodated 
w ith hdgh mortalky retes of belween 101 and 4 0 t (Chen and 
Frankel 2005) Stapt̂ lacacaa a um u  is the  spedes most ca n -  
moniy assodated w ith staphyiocuccal focxl pdsoning It is usuaMy 
found In ready-lo-eat foods sim e contamirvetiun frequently ocvurs 
through im propa handlmg. and between upto30X and 50* cí the 
human population carnes Sta atrae as cexnmeitsaisfLe Loir e t  a i , 
2003) All three palhogens are among the food-bome bacteria 
currentlyobserved ki a wide tange of food producís sim e they are 
frequently reponed as the causatiw agents ki lood potscxung 
Furlhesmore. they are the human pathqgen* that cause the most 
econorrícally importanl food-bu ne di se as es thraughaut the 
w orld
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System as Predictive* Tools for the Routíne Detection 
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P. Qizaquivri- J. A. Gabaldóa • R. lin a r
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Abstr»ct In the presa* work, we have cvaluated a real 
ame poJymerase diain reaction-basad metwd (RTi-PCR) as 
a routine laboratory test, by comparing the resulte obtained in 
two laboratorios wkh the mini-VID ASSLM (bioMérieux).a 
standard acoepted tmmunoenzymattc (enzyme- bnkod i inmu­
no*» bent assay) inethod currently used in fbe food industry. 
To iiat aim, a set of 141 natura B y 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. Outof the 141 samples, 11 
were positive for Salmonelh detection by mini-VIDAS, 33 
by oooveníonal PCR in Labl, and 44 n  Labl Twenty- 
eigJit 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 ha sis of 
their poaiáve and negRive predictive valúes, calcukated 
using the result obtained—after enrichment—by conven - 
tional PCR as toe “gold standard.” Both positivo and
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negaírve predictive valúes were higher for RTi-PCR than 
toóse obtained for mini - VIDA S, indicating good performance 
of the RTi-PCR tochaique—appKod without enridunont—in 
tae detection o í  Sahume Bu in food producte. Overall, resulte 
obtained in this study on natunlly contaminjtod food 
ptoducte highlightúd that RTi-PCR without enrichment is a 
better predictive tool than mini-VIDAS.

Keywords Salm onella  spp. - Mini- VIDAS SLM PCR - 
RTi-PCR Food

Introductioa

Salmonella spp. is one of the most common and widdy 
distrihuted foodborne puthogens. It oorwti totes a inajor 
pubbc healii huí den and represente a significar* oo&t in 
inany oo un tries (WHO 2003). The reservón for this 
pathogen is intinly tic ga*rv>intestkv»l tract of maitines 
and birdt often adopting asyinptorñafie infccfion (Bkumlet 
ct al. 2000; Guard-Pekter 2001). Consumption of oontam­
inatod eggs, meat, and meat producís is Ose tnain cause for 
salmonelosis outbreaks. However, in recont years, the 
growing ooosumptiún of ready-to-eat producte has lead to 
an incoase in the number of aknooellosis outfcreaks linked 
to difiere nt kinds of food producte induding fresh produce 
(Anón 2002). This kind of product caí be oontaminatod due 
to agricultural irrigatioo with wastewater, which can be raw, 
fieated, andór 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 
rea liza ti on of biochemical and scrological oonfírmatioas 
(Van der Zee and Huis in't Vdd 2000). As an alternativo to
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