Interpretacién de las curvas de fusién vy los valores Tm

En el andlisis de la curva de fusién se pueden obtener 3 picos con distintos

valores de Tm

Organismo

Tm (°C)*

Salmonella spp

79

Salmonella. (Enteritidis)

84,8 - 84,9

Salmonella. (Typhimurium)

88,7 - 88,9

*Estos valores pueden oscilar ligeramente dependiendo del termociclador usado

y del software para el andlsisi de curvas de fusion y la cantidad de producto.
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Figure 2. Picos derivados de las cur-
vas de fusion, obtenidos segun el sero-
grupo analizado

(a) Enteritidis, (b) Typhimuriumy (c)

| mezcla de Typhimurium y Enteritidis

i Typhimurium
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Salmofast® TE mc

Deteccion de Salmonella spp, Salmonella enteritidis y Salmonella
typhimurium mediante PCR a tiempo real multiplexada.

Introduccién

Salmonella es el principal agente implicado en brotes de toxiinfecciones alimentarias
en todo el mundo. En la actualidad se conocen mas de 2.500 serotipos de Salmonella.
Los serotipos mas frecuentes aislados de humanos son S. typhimuriumy S. enteritidis.
Estas toxiinfecciones son por lo general debido al consumo de carne de pollo o de
huevos o derivados. Los resultados de la Encuesta de referencia Europea sobre la
prevalencia de Salmonella en pollos de engorde en el periodo 2005-2006 indicaron un
23.7% de positivos en el conjunto de la UE.

Los métodos tradicionales utilizados para la deteccion de Salmonella a partir de pro-
ductos alimenticios contaminados requieren mucho tiempo y mucha mano de obra.
Los métodos de PCR ya estan siendo ampliamente utilizados en laboratorios agroali-
mentarios, debido a su alta especificidad, robustez y simplicidad. Ademas, la PCR
multiplexada permite detectar simultdneamente varios organismos en una sola reac-
cion.

Salmofast® TE se basa en la amplificaciéon especifica y simultanea de tres fragmentos
de genes diferentes de cada organismo diana, usando PCR a tiempo real con andlisis
del pico de la curva de fusion (Tm).

Presentacion

Salmofast® TE se presenta en una caja con 2 pre-mezclas que contienen todos los
reactivos necesarios para 48 6 96 determinaciones.

* Premix A: Test de Salmonella multiplexado

e Premix B: Test con control interno

e Controles positivos (Salmonella typhimurium'y Salmonella enteritidis)

La version “Complet” incluye DNAready®, un tampoén de lisis con proteinasa K disefia-
do especificamente para una extraccion limpia, rapida y eficiente de ADN a partir de
suspensiones bacterianas.

Especificaciones técnicas

Salmofast® TE es un kit de PCR a tiempo real basado en un reporter fluorescente tipo
SybrGreen y esta indicado para detectar la presencia de ADN, tanto de cualquier Sal-
monella spp como de los serogrupos S. enteritidis y S. typhimurium en alimentos. Pue-
de también usarse para propdsitos cuantitativos en un rango linear que va de los 100
ng a los 0,0001 ng de ADN gendmico. Este kit puede usarse para la deteccion de Sal-
monella spp en alimentos, al margen de los serogrupos.

Sensibilidad: 100%



Epecificidad: 95 %
Los distintos sistemas de PCR que incluye el kit apunta a los genes
invA' de Salmonella enterica (spp), sd” de S. enteritidis y STM44923 de
S. typhimurium produciendo 3 fragmentos de ADN de119, 299 y 759 pb
de longitud, respectivamente.

La validacion de los juegos de oligonucledtidos incluidos en el test
(especificidad, inclusividad y exclusividad, etc..) han sido publicados
(veéanse informes referenciados)

Uso

Extraccién vy purificacion de ADN con DNAready®

PCR
e Tras el enriquecimiento pipetear 100 uL de
100 s enrichment (BPW) agua de peptona tamponada (APT) en un
+ tubo de microcentrifuga de 1,5 ml tipo
100 2l DNAready? Lysis Buffer “eppendorf” que contenga 100 ul de tampdn
* de lisis DNAready® y homogenizar con vor-
tex.
Incubation:
555 - 30min 56 °C e Incubar durante 30 min a 56 °C seguido de
— - 1omm®C 10 min at 95 °C
+ e (Centrifugar a 8000 x g 6 10000 rpm durante
s Centrilugation § min at 8600 » g 5 minutos
e Usar el sobrenadante claro, que contendra el
éﬁ ADN, para cargar la PCR
Load PCR. Make 1/10 or 1/100 dilutien if
\/ inhikitian is observed

Para cada muestra, preparar 2 tubos de reacciéon anadiendo 16 ul de las premix Ay
B de Salmofast® TE, respectivamente. Afadir 4 ul del extracto de ADN a ambos tu-
bos. Trabajar con diluciones 1/10 del extracto de ADN si se observan inhibiciones
(Premix B sin producto de PCR). Una amplificacién positiva del tubo que contiene la
Premix B, indica la ausencia de sustancias inhibidoras en el extracto de ADN y por
tanto valida cualquier resultado negativo en el tubo paralelo con Premix A.
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Para cada juego de muestras, realizar un control positivo (puede ser la Premix B
sola) y un control sin ADN muestra (Non Template Control) con la Premix A sin ADN
afadiendo 16 pl a los tubos respectivos. Un control negativo de extraccion también
deberia incluirse para controlar la posibilidad de contaminaciones cruzadas durante
el proceso de extraccion de ADN, en particular cuando se procesa un elevado nu-
mero de muestras

Programa de termociclador

Ciclos Paso Temperatura Tiempo
1 Activacion de la polimerasa 95 °C 10 min
35 Desnaturalizacion 95 °C 1 min
Hibridacion 60 °C 1 min

Extension 72°C 1,5 min

1 Extension final 72 °C 10 min

Una vez finalizada la PCR realizar un analisis de la curva de fusiéon (melting curve)
enfriando a 55 °C, y aumentando la temperatura progresivamente a razén de 0,05 °
C/seg desde 55 °C hasta 95 °C con monitoreo continuo de la fluorescencia. Debido
a los diferentes tamafios de los productos, cada diana produce un valor de Tm dis-
tinto y reconocible a partir del patrén incluido en el kit (ver mas abajo)

Interpretaciéon de los resultados

Ct Muestra (A) Ct Muestra (B) Resultado
<35 25 <30 0 No Ct Positivo
No Ct 25 < 30 Negativo
No Ct No Ct Inhibicion*

* diluir el extracto de DNA 1/5 0 1/10 y repetir.

Tanto Typhimurium como Enteritidis producen dos amplicones de tamafio distinto.
Uno de 119 pb, comun a todas las Salmonellas y otro especifico del serotipo.

Figura 1. Perfil de bandas tipico obtenido con Salmofast ® TE.
E 100 T+E )
ph Lineas
1: T; Salmonella Typhymurium
2. E; Salmonella Enteritidis
3. 100 pb ladder
4. T+E; Mezcla de moldes ADN: Typhymurium + Enteritidis
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