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RESUM 

La reacció en cadena de la polimerasa (PCR) és un mètode molecular nascut al 1983 amb 

diversos usos en diferents camps d’estudi, com són la arqueologia, la medicina i la seguretat 

alimentaria entre altres.  

És per aquest motiu que l’estudi es centra en la utilització d’aquest mètode molecular per poder 

realitzar una comparació entre els kits destinats a la detecció de microorganismes patògens com 

poden ser la Salmonella i la Listeria monocytogenes en diferents matrius alimentaries. Això serà 

possible gracies a una inoculació prèvia a diferents concentracions. Fins i tot s’ha volgut anar 

més enllà realitzant una simulació d’una verificació de la validació dels kits utilitzats en l’estudi 

basada en la normativa ISO 16140:3.  

Per poder dur això a terme s’han escollit quatre aliments de quatre categories diferents (un lacti, 

un ovoproducte, un vegetal i un peix) i tres kits de detecció diferents. Aquests tres kits es 

compararan entre ells i els resultats obtinguts de la PCR seran analitzats i comentats. Per poder 

realitzar la simulació de la verificació es calcularà el límit de detecció tenint en compte els 

resultats obtinguts de la PCR sabent que totes les mostres del assaig han sigut inoculades amb 

els microorganismes analitzats.  

Els resultats obtinguts no han sigut del tot concloents degut a les petites limitacions que s’han 

anat observant al llarg del desenvolupament del treball experimental, com, per exemple, la 

contaminació creuada. Malgrat això, s’ha realitzat un anàlisi dels resultats obtinguts de la PCR i 

s’ha escollit acceptar els resultats obtinguts com a vàlids. Això ha permès calcular i comentat 

correctament els límits de detecció obtinguts.  

Entre les conclusions més destacables cal remarcar que el estudi de camp hauria de ser repetit 
per poder obtenir resultats concloents i significatius que donessin peu a poder desenvolupar un 
estudi estadístic a través d’aquests i per poder discernir quin dels tres kits és el més òptim per 
realitzar una verificació s’han de tenir en compte diversos factors, per tant, no hi ha una única 
resposta vàlida. A més a més, els límits de detecció obtinguts son considerablement baixos i s’ha 
de tenir en compte que gran part d’ells ha detectat la inoculació més baixa realitzada en les 
diferents matrius.  
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RESUMEN 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es un método molecular nacido en 1983 con varios 

usos en diferentes campos de estudio, como son la arqueología, la medicina y la seguridad 

alimentaria entre otros.  

Es por eso por lo que el trabajo se centra en la utilización de este método molecular para poder 

realizar una comparación entre los kits destinados a la detección de microorganismos patógenos 

como pueden ser la Salmonella y la Listeria monocytogenes en diferentes matrices alimentarias. 

Esto será posible gracias a una inoculación previa a diferentes concentraciones. Incluso se ha 

querido ir más allá queriendo realizar una simulación de una verificación de la validación de los 

kits usados en el estudio basada en la normativa ISO 16140:3.  

Para poder llevar a cabo esto se ha elegido cuatro alimentos de cuatro categorías diferentes (un 

lácteo, un ovoproducto, un vegetal y un pescado) y tres kits de detección diferentes. Estos tres 

kits se compararán entre ellos y los resultados obtenidos de la PCR serán analizados y 

comentado. Para poder realizar la simulación de la verificación se calculará el límite de detección 

teniendo en cuenta los resultados obtenidos de la PCR sabiendo que todas las muestras del 

ensayo han sido inoculadas con los microorganismos analizados.  

Los resultados obtenidos no han sido del todo concluyentes debido a pequeñas limitaciones que 

se han ido observando a lo largo del desarrollo del trabajo experimental, como, por ejemplo, la 

contaminación cruzada. A pesar de esto, se ha realizado un análisis de los resultados obtenidos 

de la PCR y se ha optado por aceptar los resultados obtenidos como válidos. Esto ha permitido 

calcular y comentar correctamente los límites de detección obtenidos.  

Entre las conclusiones más relevantes se puede destacar que el trabajo debería ser repetido 

para poder obtener resultados concluyentes y significativos que dieran pie a desarrollar un 

estudio estadístico a través de ellos y para poder discernir cuál de los tres kits es el óptimo para 

realizar la verificación se deben tener en cuenta muchos factores, por lo que no hay una única 

respuesta válida. Además, los límites de detección obtenidos son considerablemente bajos 

teniendo en cuenta que gran parte de ellos han detectado la inoculación más baja realizada en 

las diferentes matrices.  
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ABSTRACT 

The polymerase chain reaction (PCR) is a molecular method born in 1983 with several uses in 
different fields of study, such as archaeology, medicine, and food safety among others.  

That is why the work is focused on the use of this molecular method to make a comparison 
between kits for the detection of pathogenic microorganisms such as Salmonella and Listeria 
monocytogenes in different food matrices. This will be possible thanks to a previous inoculation 
at different concentrations. We even wanted to go further by simulating a verification of the 
validation of the kits used in the study based on the ISO 16140:3 standard.  

In order to do this, four foods from four different categories (a dairy product, an egg product, a 
vegetable and a fish) and three different detection kits were chosen. These three kits will be 
compared with each other and the PCR results obtained will be analysed and commented. To 
perform the simulation of the verification, the detection limit will be calculated considering the 
PCR results obtained knowing that all the test samples have been inoculated with the analysed 
microorganisms.  

The results obtained have not been entirely conclusive due to small limitations that have been 
observed throughout the development of the experimental work, such as, for example, cross-
contamination. Despite this, an analysis of the PCR results obtained has been carried out and 
the results obtained have been accepted as valid. This has allowed us to correctly calculate and 
comment on the detection limits obtained.  

Among the most relevant conclusions we can highlight that the work should be repeated in order 
to obtain conclusive and significant results that would give rise to develop a statistical study 
through them and to be able to discern which of the three kits is the optimal one to perform the 
verification many factors must be taken into account, so there is no single valid answer. 
Furthermore, the detection limits obtained are considerably low considering that most of them 
have detected the lowest inoculation performed in the different matrices.  

 

Keywords: Verification, Validation, Salmonella spp., Listeria monocytogenes and ISO.  
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1. INTRODUCCIÓN  
Es importante definir ciertos términos básicos del trabajo para llegar a entender el 
procedimiento molecular que será descrito en el mismo.  

Por este motivo se desarrollarán los principales microorganismos patógenos del trabajo que 
serán la Salmonella spp. y la Listeria monocytogenes así como el método molecular, la Reacción 
en Cadena de la Polimerasa o más conocida como PCR (Polymerase Chain Reaction) y la 
definición de las matrices alimentarias a analizar.  

1.1.      SALMONELLA SPP 1 

La Salmonella se trata de un microorganismo patógeno, este puede dar lugar a una infección 
alimentaria como la Salmonelosis. Esta infección es causada principalmente por las 
serovariedades de S.enterica2 Typhimurium y Enteritidis.  

Este microorganismo es un bacilo gram negativo que pertenece a la familia de las 
Enterobacterias. Es aerobio facultativo y tiene la capacidad de moverse mediante flagelos. Su 
crecimiento se puede dar a temperaturas de 6-46 oC (temperatura óptima de 37 oC) y en un 
rango de pH de 4,1-9 (pH óptimo de 6,5-7,5) [1]. 

1.1.1. ¿Dónde podemos encontrar Salmonella? 

Este microorganismo lo podemos encontrar tanto en agua como en alimentos infectados, ya sea 
por su origen o por malas prácticas de higiene y manipulación. Los principales animales que la 
vehiculan son los porcinos y las aves [2]. 

Listado de alimentos comunes en los que podemos encontrar Salmonella:  

• Huevos y productos a base de huevo crudo o poco cocinados.  

• Carne cruda o poco cocinada, especialmente de aves.  

• Leche y productos lácteos no sometidos a ningún tratamiento térmico.  

• Agua contaminada.  

• Frutas y hortalizas crudas.  

• Natillas 

• Pasteles de crema y tartas 

• Merengues 

• Embutidos curados crudos 
 

1.1.2. La Salmonelosis 

La salmonelosis o también llamada enterocolitis por definición es la enfermedad gastrointestinal 
causada por cualquiera de las diversas especies de Salmonella.  

Los síntomas empiezan a manifestarse a las 8-48 horas después de la ingestión; una vez el 
patógeno ha colonizado el epitelio intestinal, es decir, el intestino grueso y delgado (este tiene 
dos funciones principales: actuar de barrera impidiendo la entrada de componentes nocivos y 
actuar de filtro selectivo). Esta colonización la realiza gracias a las fimbrias (estructuras proteicas 
que interviene en el proceso de fijación), que participan activamente en la infección facilitando 
la fijación del patógeno en el intestino delgado del hospedador.  Los más frecuentes son los 
siguientes: cefalea, escalofríos, vómitos, diarrea y una fiebre que puede durar varios días [3]. 

 
1 Indicamos spp. cuando se hace referencia a diversas especies del mismo género.  
2 Adjetivo aceptado para las Salmonella patógena.  
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Esta fiebre normalmente es debida a las endotoxinas (estructuras lipopolisacáridas que se 
encuentran en la mayoría de las bacterias gran negativas) liberadas por el patógeno cuando se 
lisa (ruptura de la membrana celular), suponen un factor de virulencia importante [4]. 

La enfermedad concluye al cabo de 2-5 días sin necesidad de intervención. Sin embargo, hay 
algunos pacientes que tras la recuperación pueden convertirse en portadores sanos, en estos 
casos la propagación acostumbra a darse por las heces.  

Es importante realizar un buen diagnóstico de la serovariedad de Salmonella ya que algunas de 
ellas pueden causar septicemia (infección de la sangre) y fiebre tifoidea (se caracteriza por una 
infección sistémica y fiebre alta durante varias semanas).  

Esta infección alimentaria no acostumbra a necesitar tratamiento y la administración de 
antibióticos no acorta la duración de la enfermedad ni mejora el estado del infectado. Además, 
desde 1965 la Salmonella empezó a mostrar resistencia a los fármacos antimicrobianos [5]. 

Para poder prevenir la enfermedad recomiendan que los alimentos que puedan contener una 
posible contaminación de Salmonella se calienten a 70 oC ya que a esta temperatura se vuelven 
inocuos, al igual que si se mantienen a 50 oC o más, o si se guardan a 4 oC. En los alimentos 
contaminados por un manipulador de alimentos podrá haber crecimiento del microorganismo 
si se guarda el alimento durante un período de tiempo considerablemente largo, en especial si 
no se guarda cocinado ni refrigerado [6]. 

1.1.3. Cómo analizar Salmonella  

Para poder realizar el análisis se acostumbra a partir del alimento de origen animal que podría 
ser el causante realizando una serie de pruebas rápidas basadas en procesos de enriquecimiento 
para incrementar el número de células del patógeno hasta una cantidad que nos permita 
cuantificar.  

Para realizar el enriquecimiento adecuado se usan medios de cultivo diferenciales y selectivos 
para poder discriminar el patógeno entre otras enterobacterias gram negativas [6]. 

Por ejemplo, el agar eosina azul de metileno (EMB) es un medio selectivo y diferencial muy 
utilizado para bacterias entéricas. El azul de metileno inhibe el crecimiento de las bacterias gram 
positivas, por lo que solo podrán crecer las bacterias gram negativas como la Salmonella. El 
patógeno al no fermentar la lactosa, se manifestará como una colonia translucida y rosa por lo 
que el medio será diferencial para bacterias entéricas comunes [7]. 

Este análisis será descrito con más precisión en el trabajo ya que habrá unas páginas dedicada 
íntegramente a este. En ellas se describirá con más precisión el enriquecimiento usado y la 
prueba rápida realizada, en este trabajo se tratará de un método molecular (PCR).  
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1.1.4. Contexto a nivel Nacional y Europeo de la Salmonelosis 

En Europa suceden alrededor de unos 90.000 casos de salmonelosis al año, es la segunda 
infección gastrointestinal más común en humanos después de la campilobacteriosis, según el 
informe redactado por la EFSA en 2019.  

En la Figura 1 se encuentran representados los 7 países con más casos confirmados entre 2015 
y 2019, como se puede observar España es uno de los países más afectados por Salmonella.  

En el estudio también se estableció una relación con la incidencia de los casos de Salmonelosis 
dependiendo de la época del año en la que sucedía. Y se estimó que los casos de Salmonelosis 
tenían más incidencia durante el verano, cuando las temperaturas acostumbran a ser más 
elevadas [8]. 

1.2.      LISTERIA MONOCYTOGENES 

La Listeria, al igual que la Salmonella se trata de un microorganismo patógeno. Sin embargo, a 
diferencia del otro, este se trata de un cocobacilo gram positivo no esporulante, anaerobio 
facultativo que tolera ambientes salinos. Es capaz de crecer en un medio con pH de 4,4-9,4 y a 
temperaturas de refrigeración (aproximadamente de 2-4 oC).  

Este microorganismo es capaz de formar biofilms (capa fina y viscosa formada por bacterias que 
forman un ecosistema y que normalmente se encuentran adheridas a una superficie) por lo que 
lo podremos encontrar en gran variedad de superficies [9]. 

La Listeria la portan los humanos y los animales en la flora intestinal y lo liberan con las heces 
[3]. 

1.2.1. Dónde podemos encontrar la Listeria monocytogenes  

Debido a que la Listeria es capaz de multiplicarse a temperaturas de refrigeración se puede 
encontrar en alimentos que tengan una vida útil relativamente larga como:  

• Pescados ahumados  

• Productos cárnicos tratados por calor (salchichas cocidas y patés) 

• Quesos de pasta blanda  

• Leche cruda o helados elaborados de leche cruda 

• Ensaladas preparadas, verduras y fruta fresca 

El hecho de que tenga capacidad de formar biofilms también nos permitirá encontrar el 
patógeno en cualquier fase de la elaboración del producto, el transporte, las ventas al por 
menor, los servicios de comida a grandes masas de gente y hogares.  
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Figura 1 Países con más casos confirmados de Salmonelosis de 2015 a 2019. [8]  
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La contaminación, también se puede dar por contacto del alimento con superficies 
contaminadas, malas prácticas de manipulación e higiene del personal, contaminación de la 
materia prima y aerosoles [9]. 

1.2.2. La Listeriosis 

La Listeria puede causar bacteriemia (bacterias en la sangre) y meningitis (inflamación del tejido 
que cubre el cerebro y la médula espinal), su período de incubación dura entre 1-4 semanas. A 
pesar de ser un patógeno alimentario menor de transmisión alimentaria, las infecciones por 
Listeria pueden ser muy graves.  

Los resultados de los estudios hecho en humanos con listeriosis, en animales y alimentos 
contaminados por el microorganismo, sugieren que no se trata de un patógeno muy invasivo y 
se requiera de un gran inóculo de colonias para iniciar los síntomas de la enfermedad.  

Esta enfermedad es muy frecuente en ancianos, mujeres embarazadas, neonatos y adultos con 
sistema inmunitario débil. Es muy poco probable que otros grupos de población manifiesten 
sintomatología. Entre esta sintomatología podemos encontrar fiebre y diarrea moderadas; en el 
caso de mujeres gestantes se pueden llegar a producir grandes lesiones en el feto llegando a 
abortos o infecciones graves en el recién nacido [10]. 

La inmunidad contra la Listeria monocytogenes viene dada por unas células inflamatorias de 
nuestro cuerpo, en el caso de eludirlas (como sucede en personas que tienen el sistema 
inmunológico debilitado) el microorganismo acabará capturado por los fagocitos intestinales. 
Aunque parezca algo positivo, en realidad no lo es ya que se iniciaría el proceso de infección de 
la Listeria [11]. 

Para prevenir la infección, cocinando a temperaturas superiores a 70 oC durante 2 minutos 
destruiría la bacteria, esto supondría una medida muy efectiva para acabar con la bacteria. En 
caso de que el proceso de fabricación del alimento no incluya tratamiento térmico, tendrá 
especial relevancia el mantenimiento de la cadena de frio para reducir al mínimo la 
contaminación y limitar la proliferación. Por lo que el producto no deberá estar a temperaturas 
superiores a 5 oC [9]. 

1.2.3. Cómo analizar la Listeriosis 

Para realizar el análisis de listeriosis en alimentos se puede realizar mediante el cultivo directo 
o mediante métodos moleculares. Gracias a este último se pude llegar a identificar el origen de 
la infección [11]. 

1.2.4. Contexto a nivel Nacional y Europeo de la Listeriosis 

La tendencia de casos notificados a nivel europeo permaneció estable desde 2015-2019 después 
de un período creciente. En 2018 la listeriosis fue la quinta zoonosis más frecuente en la Unión 
Europea. En 2019 el número de brotes de la unión europea aumentó un 50% respecto el 2018 
debido al brote notificado por España de la carne mechada en 2019, durante 2018 España no 
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notificó ningún brote de Listeria, de ahí el aumento. Según lo notificado en el informe de 
zoonosis de la Unión europea este brote causó 225 casos, 113 hospitalizaciones y 3 muertes.  

En la Figura 2 se encuentran representados los 7 países con más casos confirmados de Listeria 
entre 2015 y 2019, como se puede observar hay un pico en los datos de España debido al caso 
ya comentado de la carne mechada [12]. 

1.3.      REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA 

La reacción en cadena de la polimerasa o más conocida como PCR (por su acrónimo en inglés, 
polymerase chain reaction) es una técnica de biología molecular y tiene como principal objetivo 
la obtención de un gran número de copias de un fragmento de DNA específico, al que 
llamaremos DNA molde. Esta técnica fue diseñada por el científico Kary Mullis en 1983, el cual 
años más tarde ganó el Premio Nobel de Química en 1993.  

Entre las aplicaciones de la PCR podemos destacar la clonación de fragmentos de DNA 
momificados, se ha usado para seguir antiguas migraciones humanas, para obtener datos sobre 
la evolución de virus humanos patógenos y por supuesto seguridad alimentaria [13]. 

Se basa en la propiedad de las DNA polimerasas termoestables para poder replicar las hebras de 
DNA a partir de un molde. Las más comunes son las Taq polimerasas, esta es aislada de una 
bacteria termófila de fuentes termales Thermus aquaticus que es estable a temperaturas de 95 
oC y no se ve afectada por la fase de desnaturalización de la PCR; se comentará a continuación.  

Las DNA polimerasas termoestables sometidas a distintos ciclos de temperatura permiten la 
separación y unión de las hebras de DNA. La máquina automatizada que realiza todo este 
proceso es llamada termociclador. 

La PCR no copia realmente moléculas enteras de DNA sino que amplifica fragmentos específicos 
de unos cuantos miles de pares de bases (la secuencia diana) a partir de una molécula más 
grande de DNA (el DNA molde). o 

Durante cada ciclo de amplificación, la cantidad de DNA diana original se duplica, lo que provoca 
un aumento exponencial de DNA. En la práctica, se realizan normalmente de 20 a 30 ciclos, lo 
que produce un aumento de la secuencia diana de 106 a 109 veces. En pocas horas se pueden 
obtener grandes cantidades de DNA a partir de unas pocas moléculas diana [14]. 
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Figura 2 Países con más casos confirmados de Listeriosis de 2015 a 2019. [10] 
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1.3.1. Fases de la PCR 

 
1. Desnaturalización (Denaturation) 

Las cadenas de DNA se separan ya que se calientan a 95 oC 
durante 20-30 segundos3. Al final de esta etapa 
obtendremos las dos cadenas de DNA diferenciadas que 
servirán de molde para el siguiente paso.  

 

2. Hibridación (Annealing) 

En esta etapa los primers4 se alinean en el extremo 3’ con 
la secuencia complementaria del DNA molde. Esto se 
realiza a una temperatura de 50-60oC.  

 

 

3. Elongación o Extensión (Elongation) 

La DNA polimerasa termoestable incorpora los 
nucleótidos libres (previamente añadidos) partiendo del 
primer como soporte inicial y tomando como ejemplo la 
secuencia del DNA molde en dirección 5’-3’. En el caso de 
la Taq polimerasa la temperatura en la que el encima es 
funcional es a los 72oC. El tiempo de esta etapa depende 
de la enzima y del fragmento de DNA a amplificar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
3 El tiempo depende principalmente de la secuencia de nucleótidos de la cadena de DNA que se tenga 
que separar y del modelo del termociclador.  
4 Primers: también llamados cebadores o iniciador molecular, hace referencia a la secuencia de 
oligonucleótidos que marca las extremidades de la secuencia de DNA molde que se pretende sintetizar.  

Figura 6 Resumen de las tres etapas que conforman un ciclo de PCR 

Figura 3 Proceso de separación de las 
hebras de DNA por desnaturalización 

Figura 4 Los primers se unen al extremo 3' 
en la etapa de hibridación 

Figura 5 Elongación de la cadena de 
DNA gracias a la Taq polimerasa 
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Al final del ciclo obtendremos los amplicones (pieza de DNA o RNA producto de eventos de 
amplificación o replicación), los cuales tendrán el tamaño dictado por el número total de pares 
de bases. Estos se monitorizan gracias a la fluorescencia.  

Todo lo descrito corresponde a 1 ciclo de la PCR, por lo que cada vez que se repitan estos 3 pasos 
contará como ciclo más. Lo más habitual es que los termocicladores realicen entre 40-50 ciclos 
en cada run, esto dependerá de la casa comercial del termociclador [15].  

1.3.2. Detección  

Para poder monitorizar la fluorescencia de los amplicones se necesita un lector el cual ya va 
incorporado en los termocicladores. Lo que diferencia las diferentes casas comerciales es la 
fuente de energía que utilizan en la excitación. En general acostumbran a ser tres fuentes: 
lámparas de luz, diodos de emisión de luz (LED) y láseres.  

La señal de fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de producto de PCR y es generada 
por las sondas fluorescentes. Es decir, cuanta más señal de fluorescencia, más cantidad de 
“producto” en la muestra analizada.  

Los datos de fluorescencia son recogidos por un software del termociclador que permite 
construir una gráfica que representa la cantidad de fluorescencia en función del número de 
ciclos.   

Como se puede apreciar en la Figura 5 hay un parámetro que se trata del Ct (cycle threshold) o 
también llamado umbral del ciclo, este es la intersección entre una curva de amplificación y una 
línea de umbral. Indica el número de ciclos de un ensayo de PCR necesario para amplificar el 
patógeno para alcanzar un nivel detectable.  

El valor de Ct puede indicar el nivel relativo de patógeno en una muestra (cuanto más bajos sean 
los valores de Ct, reflejaran niveles de microorganismo patógeno más altos en la muestra 
analizada).  

Existen varias formas de detección y pueden ser clasificadas en: métodos específicos y métodos 
no específicos. Lo único que tienen en común los métodos específicos y los no específicos es que 
ambos métodos utilizan la señal de fluorescencia emitida para detectar los productos 
amplificados.  

• Los métodos no específicos se basan en el uso de moléculas que se intercalan y tienen 
afinidad por el DNA de doble cadena. Cuando estos se oxidan generan fluorescencia. 
Esta se captura en la etapa de extensión de cada ciclo.  
 

Figura 7 Representación de los de los gráficos obtenidos de una PCR convencional 
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El fluoroforo no específico más 
conocido es el SYBR Green. Este 
al estar cargado positivamente, 
mientras se encuentra en la 
solución sin unirse a la doble 
cadena de DNA prácticamente 
no emite fluorescencia. Pero, al 
unirse al surco menor del DNA 
incrementa hasta 1000 veces su 
fluorescencia.  
 
Como ventaja positiva este 
método no requiere la síntesis 
de sondas específicas, sin 
embargo, su principal 
desventaja es que puede unirse 
a cualquier molécula de DNA de 
doble cadena, incluyendo 
dímeros de primers.  
 

• Los métodos específicos consisten en transferir energía desde un fluoroforo a un 
aceptor, también llamado “quencher”. Existen dos tipos de métodos no específicos: 
pruebas basadas en hidrólisis y por hibridación.  
 
En las pruebas basadas en hidrólisis encontramos el fluoroforo unido al quencher, 
debido a la proximidad el aceptor (quencher) actúa como inhibidor de fluorescencia. 
Cuando estos se unen a la secuencia diana de DNA entre los dos primers y la Taq 
polimerasa empieza a realizar la elongación, esta rompe la unión fluoroforo-quencher 
logrando que la fluorescencia emitida por el fluoroforo sea liberada y captura por el 
equipo.  
 
En este caso mientras no 
haya unión de la sonda con 
el DNA diana no se emitirá 
ningún tipo de 
fluorescencia cosa que 
hace este método muy 
seguro y específico.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 8 Ejemplo del funcionamiento del SYBR Green 

Figura 9 Método no específico por pruebas basadas en hidrólisis 
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Las pruebas por hibridación consisten en la unión de una fluoroforo a un aceptor que a 
su vez se encuentra unido a otra sonda. En este caso, tanto el fluoroforo como el aceptor 
generan un espectro de excitación y emisión similar. Cuando ambas sondas se unen a a 
la secuencia diana de DNA, el fluoroforo es excitado y la señal emitida se transfiere 
también al aceptor. De esta manera hay un incremento de la fluorescencia generada. 
Un ejemplo comercial de pruebas de hibridación son los molecular Beacons.  
 
Como gran desventaja de los métodos específicos es que son más costosos que los no 
específicos, sin embargo, se gana en especificidad de la reacción [15]. 
 

1.3.3. Canales de excitación/detección 

Como bien se ha comentado anteriormente para poder monitorizar la fluorescencia se usa una 
fuente de energía que varía dependiendo de la casa comercial.  

Esta fuente de energía se puede medir en varios espectros o “canales” de excitación y detección.  

Dependiendo de los canales que nos permita detectar la PCR hablaremos de una reacción 
monoplex (1 solo canal) o de una reacción multiplex (2 o más canales).  

1.3.4. Controles  

Además de la secuencia diana, también se añaden y analizan los siguientes controles para 
asegurarnos de que la reacción PCR se está realizando correctamente.  

• Negativo: componente al que se le agregan todos los componentes de la PCR a 
excepción del DNA. Este control nos permitirá ver posibles contaminaciones.  
 

• Positivo: contiene DNA de la muestra, el cual se deberá amplificar.  
 

• Control interno (CI): secuencia de DNA que se encuentra en el mismo tubo de la 
muestra, distinta a la del DNA diana que se amplifica de forma simultánea y de forma 

Figura 10 Canales y gráficas de las ondas de excitación y detección [16] 
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independiente de la presencia o no del patógeno. Por tanto, este siempre deberá 
detectarse.  
 
Se amplifica con los mismos cebadores, pero se detecta por fluoroforos distintos, por lo 
que el canal de excitación y detección será distinto al del patógeno que se está 
analizando. Este control nos permitirá detectar falsos negativos causados por 
inhibidores [17]. 
 

1.3.5. PCR en tiempo real y PCR punto final o convencional 

Las primeras bases de la PCR en tiempo real se empezaron a desarrollar en 1992. El principio 
básico de la PCR en tiempo real tiene los fundamentos en la PCR de punto final o “convencional”; 
la que se ha estado comentado hasta ahora. Lo único que cambia entre ellas es como se detectan 
y analizan los productos amplificados.  

En la PCR en tiempo real la detección de los productos sucede en cada ciclo de la reacción, en la 
convencional la cantidad de producto acumulado de PCR se mide al final de los ciclos [15]. 

Tabla 1 Comparativa entre la PCR en tiempo real y la PCR convencional [15] 

PCR en tiempo real PCR convencional 

La detección se realiza en cada ciclo de la 
amplificación 

La detección se realiza al final de todos los 
ciclos, cuando ya se obtiene el producto 
acumulado de PCR 

Método cuantificativo y cualitativo Método cualitativo 
Los datos se recopilan durante la fase 
logarítmica de la PCR 

Menos sensibilidad que la PCR en tiempo real 

Menor cantidad de patógeno para ser 
detectado 

Mayor cantidad de patógeno para ser 
detectado 
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2. OBJETIVOS 

2.1. CONSIDERACIONES PREVIAS 

En el último año he estado realizando unas prácticas en la empresa Bioser S.A. que se dedica a 
la seguridad alimentaria. Es un distribuidor de todo tipo de productos destinados a todas 
aquellas industrias que requieran realizar análisis de alimentos para su comercialización.  

Durante este período de tiempo he podido desempeñar infinidad de funciones y poner en 
práctica mis conocimientos aprendidos durante mi etapa académica. Al mismo tiempo he 
adquirido aprendizaje y profesionalidad de la mano del departamento técnico de la empresa al 
ser mi primer contacto con el mercado de las industrias alimentarias.  

Entre las muchas funciones que he desempeñado y han sido parte de mi formación se 
encuentran temas tanto de maquinaria como de materiales necesarios para realizar ensayos 
técnicos de laboratorio e incluso toma de contacto con clientes, proveedores y comerciales de 
la empresa. Por ejemplo, estufas, autoclaves, preparadores de medios, fungible, gestión de 
incidencias, resolver dudas técnicas, estudio de incorporación de alternativas a productos 
existentes con rotura, estudio de productos nuevos…  

Una de las funciones que he desempeñado en la empresa es la implementación de un nuevo 
proveedor. Este proveedor cubre todo el sector de PCR a nivel de detección de patógenos 
alimentarios en productos. Este fue el punto de inicio del cual surgió el interés por realizar este 
trabajo.  

A partir de aquí me plantee como los laboratorios realizaban este tipo de análisis y las pautas 
que siguen. De ahí descubrí la necesidad del uso de kits que estuvieran validados ya que el hecho 
de que tuvieran esta certificación daba credibilidad al proveedor del producto y sobre todo a los 
resultados obtenidos. De esta manera se cercioran de que los resultados obtenidos son 
correctos.  

Pero, también, se quiso ir más allá y realizar una aproximación de la verificación de esta 
validación.  

Estos dos planteamientos permiten una comparación entre los kits validados y el intento de 
realizar una verificación interna.  

Se examinarán kits de extracción y detección de Salmonella y Listeria monocytogenes de 
Biotecon y Bax que pertenecen a la casa comercial Hygiena (marca elegida por Bioser S.A.), la 
cual se ayudó a implementar en la empresa, y kits de Bio-Rad (marca elegida por otros 
distribuidores). Estos kits tendrán validaciones emitidas por organismos como la AFNOR5 y 
AOAC6.  

El Anexo 1 recoge los certificados de validación de los seis kits que se usarán para realizar el 
estudio experimental.  

 

 

 
5 AFNOR (Asociación francesa de normalización): Asociación que pertenece a la organización 
internacional de la estandarización que desarrolla sus actividades internacionales de normalización, 
provisión de información, certificación y ensayo a través de una red de filiales que son miembros de la 
asociación.  
6 AOAC (Association of Official Agricultural Chemists): asociación sin ánimo de lucro que publica 
estandarizaciones y análisis químicos basados en métodos específicos con la finalidad de incrementar la 
confianza de los resultados obtenidos en análisis químicos y microbiológicos.  
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2.2. OBJETIVOS PRINCIPALES Y SECUNDARIOS 

Los objetivos principales del trabajo son:  

• Comparación y análisis de resultados de los kits de detección utilizados en la 

investigación.  

 

• Simulación de la ISO 16140-3:2021 que consiste en la verificación de un método de 

validación definido en unas matrices concretas.  

Objetivos secundarios del trabajo:  

• Ampliar conocimientos tanto a nivel de técnico de laboratorio como conocimiento de 

legislación en el ámbito de seguridad alimentaria.  

 

• Conocer otros usos de la PCR, así como su técnica aplicados a seguridad alimentaria.  

 

• Identificar diferentes equipos e instrumental de laboratorio.  

 

• Trabajar con cepas en las que se conoce la cantidad de UFC.  
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3. MATERIAL Y MÉTODOS  

3.1.      PROCESO DE VERIFICACIÓN SEGÚN LA ISO 16140-3 

Como bien se ha comentado a lo largo del trabajo, este consiste en la verificación del método 
de validación siguiendo la norma ISO 16140-3:2021. En la ISO se describe el procedimiento que 
se debe seguir para realizar esta verificación.  

Se ha decidido elegir esta parte de la norma ISO 16140 ya que se ha seguido la ruta marcada en 
azul del árbol de decisiones (Figura 10) indicado en la misma.  

 

Figura 11 Árbol de decisiones para la aplicación de las partes de la ISO 16140 

Antes de realizar una breve descripción de en qué consiste esta norma, enumeraremos las 
muestras a analizar; su elección será descrita a lo largo de este punto.  

• Salmón ahumado 

• Clara de huevo 

• Queso Brie 

• Lechuga 

Existen dos tipos de verificación:  

• Verificación de la implementación: Esta verificación tiene como objetivo principal 
demostrar que el laboratorio es capaz de realizar el método descrito en la validación de 
forma correcta.  
 

• Verificación del alimento: Esta verificación tiene el propósito de demostrar que el 
laboratorio es capaz de analizar los alimentos que se encuentran dentro del alcance de 
aplicación del laboratorio.  
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Dentro de las verificaciones se puede decidir si se realiza un método cualitativo o cuantitativo. 
En este trabajo se realizará un método cualitativo de verificación, es decir, se determinará la 
presencia o ausencia del microorganismo patógeno en una determinada cantidad de 
producto/matriz.  

La razón por la que se realizará un ensayo cualitativo es que se seguirá el Reglamento 2073/2005 
de la unión europea.  

Como se ha elegido alimentos que podrían contribuir al desarrollo de la Listeria monocytogenes 
y supondremos que se está realizando la verificación antes de que el producto haya dejado las 
instalaciones de la empresa que lo está produciendo, siguiendo el Reglamento 2073/2005 se 
determinará la presencia/ausencia del patógeno en 25 g de muestra.  

 

En el caso de la Salmonella dependerá del producto/matriz que se esté valorando, teniendo en 
cuenta todos los productos definidos anteriormente, podremos decir que al igual que en el 
anterior patógeno en todos ellos se determinará la presencia/ausencia en 25 g de muestra. 

 

Una vez ya sabemos el tipo de verificaciones que podemos encontrar debemos diferenciar entre 
los alcances que podemos encontrar, esta diferenciación nos ayudará a clasificar los 
productos/matrices elegidos para la verificación. Hay tres tipos de alcances: Alcance del método, 
Alcance de la Validación y Alcance de aplicación del laboratorio.  

 

Figura 12 Descripción de los tres tipos de alcances [20] 

Alcance del método

• Conjunto de 
productos/matrices 
sobre las que es aplicable 
el método por definición

Alcance de la Validación

• Conjunto de alimentos 
que han sido incluídos en 
la validación

Alcance de Aplicación del 
Laboratorio

• Conjunto de alimentos o 
matrices sobre el que el 
laboratorio en su rutina 
suele aplicar el método 
en cuestión

Tabla 3 Captura de pantalla de los criterios de aceptación de seguridad alimentaria para Salmonella del Reglamento 
2073/2005 [19] 

Tabla 2 Captura de pantalla de los criterios de aceptación de seguridad alimentaria para Listeria monocytogenes del 
Reglamento 2073/2005 [19] 
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Dentro de estos alcances hay que mencionar 
que uno está incluido dentro del otro. Es decir, 
el alcance de validación estará incluido dentro 
del alcance del método y el alcance de 
aplicación del laboratorio estará incluido 
dentro del alcance de validación que este a su 
vez estará incluido en el alcance del método.  

 

 

 

El siguiente paso para realizar la verificación consistirá en clasificar el alcance de las 
matrices/productos seleccionados para cada tipo de verificación.  

Para realizar la verificación de la implementación tendré que elegir un producto/matriz que se 
encuentre dentro de la validación a verificar y que al mismo tiempo se encuentre en el alcance 
de aplicación del laboratorio. En este caso se seleccionará la lechuga.  

Para realizar la verificación del alimento se deberá elegir un producto/matriz que se encuentre 
dentro del alcance de la validación y que sean relevantes para el laboratorio. En este caso se han 
elegido los alimentos restantes: el salmón ahumado, la clara de huevo, el queso brie y la 
lechuga.   

No solo se rige por el alcance si no que la verificación también exige realizar un número mínimo 
de alimentos. Para saber este dato se consultará la Tabla 5.   

Tabla 4 Resumen del número mínimo de alimentos que se deben seleccionar para realizar la verificación [20] 

 

En el caso del trabajo tendremos en cuenta un limitado grupo de alimentos por lo que nos 
tendremos que fijar en la segunda línea de la Tabla 5. En esta se nos indica tanto el número de 
alimentos que tienen que realizar la verificación de la implementación (en este caso 1) como el 
número de alimentos que tienen que realizar la verificación del alimento (en este caso 3). A 
continuación, se calcula el número total mínimo de muestras que deberán realizar ambas 
verificaciones:  

(𝑁𝑓𝑜𝑜𝑑 + 1) ≤ 5      →         (3 + 1) ≤ 5      →         4 ≤ 5    

Alcance del 
método

Alcance de 
la 

Validación

Alcance de 
Aplicación 

del 
Laboratorio

Figura 13 Inclusión de los tres tipos de alcances [20] 
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Por lo tanto, para realizar la verificación se necesitarán un mínimo de 4 productos/matrices, los 
cuales ya han sido previamente seleccionados.  

En este punto ya sabemos los productos/matrices que se han elegido para realizar la verificación 
y por qué, como bien se ha comentado anteriormente se aplicará un método cualitativo para 
realizar esta verificación. Este se basará en las características de rendimiento descritas en la 
Tabla 6. 

Tabla 5 Características de rendimiento necesarias que deben determinarse para realizar la verificación [20] 

 

Por lo que se observa en la Tabla 6 las características de rendimiento estarán basadas en el 
cálculo de la estimación del límite de detección 50 (LOD50).  

Entendemos como límite de detección (LODX) la concentración medida del analito7 obtenida 
mediante un procedimiento de medida determinado, para el cual la probabilidad de detección 
es X. Entonces, podemos decir que el límite de detección 50 (LOD50) será el nivel de detección 
en el que el 50% de los análisis presentan un resultado positivo. [21] 

Para poder realizar esta estimación se deberá elegir entre tres protocolos diferentes:  

• Protocolo 1: se aplica cuando hay incerteza de alcanzar el nivel de contaminación 
deseado ya que se ha hecho una inoculación con cultivo.  
 

• Protocolo 3: se aplica cuando el nivel de contaminación es conocido por que se ha 
utilizado material de referencia.  
 

• Protocolo 2: se aplica cuando la primera elección de protocolo no ha funcionado 
correctamente y se necesita repetir el experimento.  

En el caso de este trabajo se realizará el protocolo 1 y para saber la cantidad de inoculación que 
se deberá incluir y las réplicas se consultará la Tabla 7 que se encuentra en la ISO 16140-3.  

Tabla 6 Número de replicas necesarias en función del protocolo elegido y la inoculación para determinar la estimación 
LOD50 [20] 

 

Tal y como se puede ver en la Tabla 7 se deberán realizar un total de 10 réplicas.  

 
7 Analito: componente representado en forma de una cantidad susceptible de medida. [23] 
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3.2. CEPAS DE INOCULACIÓN 

Las cepas (especie descendiente de una única célula) que se usarán para realizar la inoculación 
(introducción de un componente que crecerá y se reproducirá) del ensayo son unas cepas de la 
casa comercial LGC, de los dos patógenos objetivos. Es decir, de Salmonella y de Listeria 
monocytogenes. Estas se comercializan en forma de lentícula liofilizada para que su transporte 
y conservación sea óptimo. Las lentículas que se usarán para realizar el análisis son las 
siguientes:  

Tabla 7 Cepas de reconstitución de la casa comercial LGC usadas para la verificación 

Referencia 
Fabricante 

Referencia 
Bioser 

Descripción  

LGCMIC-RM08-10 183032010 Easi-tab™: Salmonella ser. Abony, approx. 2,0x101 cfu/RM 

LGCMIC-RM28-10 183030010 Easi-tab™: Listeria monocytogenes, approx. 5,0x104 cfu/RM 

 

Según la ficha técnica del fabricante tienen una concentración de UFC aproximada; sin embargo, 
hay una desviación. Esto indica que no se sabe con ciencia cierta si la cantidad indicada de UFC 
es la que nos da el proveedor, por tanto, con esto se justifica la elección del protocolo 1.  

En el caso de la lentícula de Salmonella, la desviación y la concentración de UFC es la siguiente:  

Tabla 8 Captura de pantalla de la Ficha Técnica del producto RM08 con nº de lote 081801 

 

Teniendo en cuenta estos datos y que se deberán hacer 9 réplicas de cada alimento + 1 de 
blanco. La reconstitución de la lentícula se realizará de la siguiente manera:   

1. Como las lentículas se encuentran liofilizadas, estas se conservan a temperatura de 
congelación. Por tanto, para realizar la reconstitución se deberán sacar del congelador 
y dejar a temperatura ambiental aproximadamente 10 minutos.  
 

2. Una vez pasado este tiempo, se deberá añadir 
1ml de agua de peptona tamponada dentro del 
vial con un golpe de vórtex posterior y 
esperaremos 15 minutos. De esta manera se 
facilitará la resuspensión del patógeno en el 
agua de peptona. 
 

3. Al finalizar el paso 2, el 1ml de agua de peptona deberá ser traspasado a 4ml 
de volumen de diluente para poder alcanzar la concentración final deseada.  

Dado que la lentícula tiene una concentración de patógeno muy baja, en la 
verificación se ha decidido realizar únicamente 4 réplicas de cada uno de los 
alimentos seleccionados con la misma concentración de patógeno ya que si se 
realizaba un banco de diluciones no se obtendría prácticamente patógeno para 
poder ser analizando una vez hecha la inoculación.  

 

Figura 14 Representación del paso 2 de la reconstitución 
de la lenticula 

Figura 15 Representación del 
diluente de la lentícula 
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En el caso de la Listeria monocytogenes, la desviación y concentración de UFC es la siguiente:  

Tabla 9 Captura de pantalla de la Ficha Técnica del producto RM28 con nº de lote 28101 

 

Teniendo en cuenta estos datos y que se deberán hacer 9 réplicas de cada alimento + 1 de 
blanco. La reconstitución de la lentícula se realizará de la siguiente manera:  

1. Como las lentículas se encuentran liofilizadas, estas se conservan a temperatura de 
congelación. Por tanto, para realizar la reconstitución se deberán sacar del congelador 
y dejar a temperatura ambiental aproximadamente 10 minutos.  
 

2. Una vez pasado este tiempo, se deberá añadir 1ml 
de agua de peptona tamponada dentro del vial con 
un golpe de vórtex posterior y esperaremos 15 
minutos. De esta manera se facilitará la 
resuspensión del patógeno en el agua de peptona.  
 

3. Al finalizar el paso 2, el 1ml de agua de peptona 
deberá ser traspasado a los otros volúmenes de 
diluente para poder alcanzar la concentración final 
deseada.  

Una vez se ha reconstituido la lentícula se realizará un banco 
de diluciones para realizar una inoculación siguiendo las 
concentraciones de patógeno de la Tabla 7.  

• 9 x LOD50 / test portion [100] – 1 muestra 

• 3 x LOD50 / test portion [10-1] – 4 muestras 

• 1 x LOD50 / test portion [10-2] – 4 muestras 

• 1 muestra del blanco 
 

A cada una de las muestras enriquecidas se le añadirá 1 ml de la concentración del banco de 
diluciones asignado.  

3.3.      TERMOCICLADOR CFX96 TOUCH  

El termociclador CFX96 Touch es un equipo que realiza PCR en tiempo real 
de la Bio-rad. Tiene una alta capacidad (96 pocillos), un sistema óptico 
mediante LEDs que permite realizar varias lecturas de fluorescencia de forma 
simultánea y 6 canales de lectura.  

 

Este equipo es capaz de realizar reacciones multiplex en el mismo pocillo y también en el mismo 
canal. Además, como se ha comentado con anterioridad se trata de un equipo de plataforma 
abierta, por lo que se pueden usar distintos kits de casas comerciales distintas. También permite 
modular la rampa de temperatura a la que se hará el ciclo de la PCR dependiendo del patógeno 
que se esté analizando.   

Figura 16 Representación del paso 2 de la reconstitución 
de la lentícula 

Figura 17 Banco de diluciones 

Figura 18 Termociclador CFX96 Touch [18] 
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En el caso de este termociclador, la fluorescencia es medida por encima de la placa de la 
muestra, la lanzadera óptica es capaz de realizar la lectura de los pocillos con una alta 
sensibilidad y sin ningún tipo de interferencias. Esto se debe a que en cada posición y con cada 
exploración, la lanzadera óptica está centrada de forma reproducible de sobre cada uno de los 
pocillos de la placa por lo que la trayectoria de la luz LED es siempre fija y óptima.  

En la imagen se puede ver representada la 
lanzadera óptica del sistema CFX96 Touch la cual se 
desplaza por la placa. La luz enfoca directamente 
en el centro de cada pocillo de la muestra.  

 

 

 

El software del termociclador permite que las lecturas de fluorescencia se recojan 
automáticamente para poder ser interpretada cuando el usuario lo crea más oportuno. Este es 
fácil de utilizar para hacer una recopilación de los datos, el análisis de estos y la elaboración de 
Figuras y estudios t de datos de PCR en tiempo real [22]. 

3.4.      TERMOCICLADOR X5 

El termociclador de BAX® System X5 realiza la PCR convencional. A diferencia del otro 
termociclador este no tiene tanta capacidad ya que solo dispone de 32 pocillos [23]. 

El proveedor describe el Termociclador como un instrumento fácil de instalar y que 
prácticamente no necesita mantenimiento. Además, el tener solo 32 pocillos hace que sea un 
equipo pequeño que permite optimizar el espacio de trabajo en el laboratorio.  

Está diseñado para informar de la presencia de microorganismo patógeno en concentraciones 
tan bajas como 104 ufc/ml después de un correcto procedimiento de enriquecimiento [24]. 

En este Termociclador al igual que en el otro la lectura de la fluorescencia se realiza por la parte 
superior del equipo, también es capaz de realizar reacciones multiplex y va acompañado de un 
software que proporciona resultados rápidos para ayudar a tomar las decisiones correctas al 
manipular de alimentos.  

Como componente más característico de este instrumento que el otro Termociclador no tiene 
es que la tapa muestra diferentes colores dependiendo del estado en que se encuentre el 
equipo:  

Tabla 10 Tipos de estados del Termociclador durante la ejecución del proceso de PCR [25] 

DURANTE LA EJECUCIÓN DEL PROCESO DE PCR 

Color Estado del instrumento 

Azul (fijo) El instrumento se está precalentando para realizar la ejecución. 
Verde (fijo) El instrumento está listo para la ejecución. 
Rojo (parpadeo) El instrumento se está precalentando durante la ejecución.  
Rojo y Azul (se alternan) El instrumento esta alternando entre el calentamiento y el 

enfriamiento durante la ejecución del proceso de PCR. 
Azul (parpadeo) El instrumento está adquiriendo datos ópticos durante la 

ejecución de un proceso.  
Azul claro (fijo) La ejecución se ha completado. Las muestras se pueden sacar del 

Termociclador.  

Figura 19 Vista lateral de la lanzadera óptica que muestra el 
LED verde disparando encima de cada pocillo [21] 
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Tabla 11 Tipos de estados del Termociclador cuando el equipo no está procesando muestras [25] 

CUANDO EL EQUIPO NO ESTA PROCESANDO MUESTRAS 

Color Estado del instrumento 

Azul (parpadeo) El instrumento se está encendiendo. 
Rojo (fijo) La tapa del instrumento está abierta.  
Rojo (intermitente) Se ha detectado un error en el instrumento.   

 

 

 

 

 

 

3.5. ENRIQUECIMIENTO 

El enriquecimiento forma parte de la 
preparación previa de la matriz la cual 
consiste principalmente en añadir un caldo 
de cultivo “x” a “x” gramos de muestra para 
hacer crecer el microorganismo patógeno. 
Esta mezcla se realiza en unas bolsas que 
tienen un filtro incorporado, comúnmente 
llamadas bolsas stomacher.  

 

Según las validaciones que se van a verificar en todas ellas se realiza el enriquecimiento con 25 
gramos de muestra y 225 ml de caldo de cultivo.  

En el caso de la Salmonella el caldo de cultivo que se usará será el agua de peptona tamponada 
(APT) y en el caso de la Listeria monocytogenes se usará “Half Fraser” de la casa comercial Biokar. 

Tabla 12 Referencias de los caldos de cultivo utilizados para realizar la verificación 

Referencia 
Fabricante 

Referencia Bioser Descripción  

BM01008 007707010 Agua de Peptona Tamponada (APT) – Buffered Peptone 
Water (BPW) 

BM01608 007713010 Half Fraser 

 

• Agua de peptona tamponada: Permite la reanimación de Salmonella en matrices 
alimentarias que han sido sometidas a tratamientos subletales como la pasteurización, 
la adición de conservantes, la presión osmótica elevada y la alta acidez.  

Entre los compuestos activos del agua de peptona encontramos cloruro de sodio que 
sirve para mantener el equilibrio osmótico. Esta tamponada con fosfatos de sodio y 
potasio [26]. 

Figura 20 Representación del equipo X5. En orden de izquierda a derecha: (1) El instrumento se está precalentando para 
realizar la PCR (2) El instrumento está listo para que inicie la PCR (3) La tapa del instrumento está abierta [18] 

Figura 21 Elementos para hacer el enriquecimiento 
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• Half Fraser: Este caldo de cultivo se trata de un caldo selectivo y diferencial (caldo de 
enriquecimiento primario) de Listeria en matrices alimentarias.  

Entre los compuestos activos más importantes de este caldo de cultivo encontramos las 
diferencias de concentración de ácido nalidíxico y la acriflavina que permiten la 
recuperación de la Listeria, la poliptona, el extracto de levadura y el extracto de carne 
que aportan los nutrientes necesarios para el crecimiento de la Listeria y el cloruro de 
sodio aumenta la selectividad del medio. La acriflavina también inhibe el crecimiento de 
la microflora secundaria gram positiva [27]. 

Una vez realizados los enriquecimientos dentro de las bolsas stomacher con su respectiva 
inoculación se ponen dentro de un equipo que se encarga de homogeneizar la muestra (un 
stomacher).  

En este momento las muestras estarán preparadas para incubar en una estufa, dependiendo del 
tipo de matriz y de microorganismo patógeno la incubación tendrá unas condiciones de tiempo 
y temperatura diferentes. 

En el caso de la Listeria monocytogenes todas las muestras se incubarán a 30oC durante 
aproximadamente 25 horas. Para la Salmonella la temperatura de incubación será de 37oC y el 
tiempo variará dependiendo de la matriz. Para la lechuga y el salmón serán entre 16-20 horas, 
para la clara de huevo serán entre 22-26 horas y para el queso brie serán entre 20-24 horas.  

Además, para analizar Salmonella con la referencia KIT2025 se requiere de un segundo 
enriquecimiento en las matrices de lechuga, salmón y clara de huevo. Este segundo 
enriquecimiento se llama Brain Heart Infusion (BHI). 

Tabla 13 Referencia del BHI para realizar el segundo enriquecimiento 

Referencia 
Fabricante 

Referencia Bioser Descripción  

032135020 032135020 Brain Heart Infusion Broth  

 

El Brain Heart Infusion, se trata de una infusión de corazón y cerebro utilizado mayoritariamente 
en microbiología clínica. En este caso se infusionaron 10μL de muestra, una vez pasado el primer 
enriquecimiento, en 500μL de BHI. Posteriormente las muestras se volvieron a incubar entre 3-
4 horas.  
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En este punto las muestras ya estarían listas para realizar la extracción y detección del 
microorganismo patógeno. Es decir, la prueba de la PCR como tal.  

3.6.      EXTRACCIÓN Y DETECCIÓN  

Dependiendo del kit de detección la extracción se hará por separado o vendrá incluido todo en 
el mismo kit. A continuación, se describirán cuáles son aquellos protocolos que requieren de un 
kit de extracción por separado y en cuales de ellos viene todo junto. Por lo que, para realizar 
determinados se necesitaran o dos kits o uno.  

La etapa de extracción es la que nos permitirá aislar el DNA de la matriz inoculada en la etapa 
de detección.  

Estos kits contienen oligonucléicos (cebadores y sondas) específicos para el microorganismo 
patógeno a analizar.  

Tabla 14 Kits de detección que se usarán para realizar la verificación 

Referencia 
Fabricante 

Referencia Bioser Descripción  

357-8123 -  iQ-Check™ Salmonella II 

KIT2025 234016064 BAX® System X5 PCR Assay for Salmonella spp.  

R 602 27-1 233003096 foodproof® Salmonella Detection Lyokit 
357-8124 -  iQ-Check™ Listeria Monocytogenes II 

KIT2023 234015064 BAX® System X5 PCR Assay for L. monocytogenes  

R 602 23-1 233004096 foodproof® Listeria monocytogenes Detection Lyokit  
 

En la Tabla 14 se mencionan los kits de detección usados para el estudio.  

Tanto los kits de Bio-rad como los de Biotecon se realizarán en el equipo CFX (Termociclador de 
Bio-rad), los kits de BAX se realizarán en el equipo X5 (Termociclador de BAX).   

La razón principal por la que no se usa el mismo Termociclador es que aquellos kits usados en el 
CFX corresponden a kits de plataforma abierta y los kits usados en el X5 son kits de plataforma 
cerrada. Además, la PCR realizada en un termociclador (el X5) será de punto final y en el CFX se 
realizará PCR en tiempo real.  

 

Figura 22 Esquema resumen del proceso de enriquecimiento para la preparación de muestras 
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3.6.1. Kits de Salmonella  

Para analizar un poco los kits de detección de Salmonella se ha decidido realizar una tabla 

comparativa entre los tres kits que se utilizarán para llevar a cabo el trabajo. En esta tabla se 

analizarán los siguientes kits:  

Tabla 15 Kits de detección para Salmonella 

Referencia 
Fabricante 

Referencia Bioser Descripción  

357-8123 -  iQ-Check™ Salmonella II 

KIT2025 234016064 BAX® System X5 PCR Assay for Salmonella spp.  

R 602 27-1 233003096 foodproof® Salmonella Detection Lyokit 

 

En esta tabla comparativa se recogen los rasgos principales de los pasos que se deben seguir 

para poder poner en práctica el kit, así como la duración del termociclador, el coste y 

características significativas de cada uno de los kits.  

Sin embargo, en los kits de Bio-rad no se ha tenido en cuenta el coste por dos motivos: (1) los 

kits que nos interesa comparar a nivel de costes son los de Hygiena (2) lo que realmente se 

intenta comparar con el kit de Bio-rad es la practicidad del kit y el número de pasos a realizar.  

 

 

 

Figura 23 Relación entre los kits de detección y los termocicladores usados en la verificación [18] 
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Tabla 16 Comparación entre los tres kits de detección de Salmonella [28] [29] [30] [31] 

iQ-Check™ Salmonella II 
(A) 

BAX® System X5 PCR Assay for 
Salmonella spp. (B) 

foodproof® Salmonella Detection 
Lyokit (C) 

Extracción y detección juntas Extracción y detección juntas Extracción y detección por 
separado 

COSTE: -  COSTE: 376 € COSTE: 1.000 € (Detección) + 213 € 
(Extracción) 

Cantidad de reactivo para 96 
pruebas 

Cantidad de reactivo para 64 
pruebas 

Cantidad de reactivo para 96 
pruebas 

Más de un protocolo de extracción  Un solo protocolo de extracción  Más de un protocolo de extracción  

Real Time PCR PCR punto final Real Time PCR 

EXTRACCIÓN 

Añadir reactivo de lisis (1 reactivo) 
a la placa Deepwell  

Preparación del reactivo de lisis 
(proteasa + tampón de lisis) 

Añadir las muestras enriquecidas a 
un tubo tipo eppendorf  

Añadir la muestra en los pocillos 
asignados  

Preparar los tubos de ensayo  Llevar los tubos a centrifugación  

Mezclar la solución  Añadir reactivo de lisis en los tubos 
de ensayo 

Descartar el líquido en exceso para 
que solo quede el pellet 

Cerrar la placa con una película 
pre-sellada 

Añadir las muestras enriquecidas a 
los tubos de ensayo 

Añadir el reactivo de lisis y 
resuspender el pellet 

Poner la placa en un agitador 
térmico con calefacción  

Incorporar los tubos de ensayo en 
el termobloque con el programa 
preparado para gram negativos 

Incubar en un termobloque 

  Mezclar en un vórtex 

  Centrifugar la muestra 

DETECCIÓN 

Preparación de la Mastermix: 
solución de amplificación + sondas 
fluorescentes 

Depositar los tubos de PCR en el 
“cooling block” 

Depositar los tubos de PCR en una 
placa apta para ellos  

Pipetear la Mastermix preparada 
en cada pocillo de PCR 

Añadir el lisado obtenido de la 
extracción  

Pipetear la muestra en cada pocillo 
+ controles positivo y negativo 

Añadir las muestras sacadas de la 
extracción + controles positivo y 
negativo 

Sellar los tubos con tapones 
ópticos 

Sellar los tubos con los tapones 
ópticos  

Sellar los tubos con los tapones 
ópticos  

Colocar las tiras de PCR en el 
termociclador (X5) 

Colocar las tiras de PCR en el 
termociclador (CFX) 

Colocar las tiras de PCR en el 
termociclador (CFX) 

  

Pasos totales del protocolo: 10 Pasos totales del protocolo: 9 Pasos totales del protocolo: 11 

Duración del termociclador: 1,5 h Duración del termociclador: 3 h Duración del termociclador: 1,5 h 

 

Vemos que tanto en el kit B como en el kit C no se requiere ningún tipo de preparación de 

Mastermix, esto se debe a que las tiras para PCR del kit ya están preparadas con la Mastermix 

en forma de pastilla liofilizada. Esto ayuda a reducir el margen de error a la hora de realizar las 

pruebas.  

Además, observamos que el que menos pasos de manipulación tenemos es el kit B, la única 

desventaja de este kit es que la duración del termociclador será el doble del resto de kits, por lo 
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que se deberá valorar si nos es favorable tener más pasos y menos tiempo de obtención de 

resultados o tener menos pasos de manipulación y más tiempo de obtención de resultados.  

Por lo que respecta al precio vemos que hay una diferencia abismal entre el kit B y el kit C esto 
puede ser debido a la inversión inicial del termociclador. Por que como se ha comentado a lo 
largo del trabajo el termociclador CFX es de plataforma abierta, esto hace que los kits se tengan 
que adaptar también a trabajar para un termociclador abierto (inversión en i+D por parte del 
fabricante). En cambio, con el kit del X5 solo se debe realizar una inversión inicial en el 
termociclador de BAX con el mismo nombre. Este cambio de precio también puede ser debido 
a la cantidad de pruebas que incluye el kit B y el C, es innegable que al incorporar reactivo para 
menos reacciones abaratará el producto final. Este último factor también influye en el hecho de 
que en el kit C se necesitan kits separados para la extracción y la detección. Esto encarece el 
computo para realizar la PCR.  

Otra cosa importante que se debe valorar a la hora de elegir cual será el mejor kit es la cantidad 
de pruebas que realiza el laboratorio. Si es un laboratorio de larga envergadura con una cantidad 
de muestras considerable, el kit B con solo 64 reacciones (con posible análisis de 32 pocillos en 
el termociclador X5) limitará bastante la realización del estudio.  

Si comparamos los dos tipos de PCR en cuanto a materiales vemos que aquellos kits destinado 
a PCR en tiempo real (A y C) contienen el control positivo y negativo que ayudará a poder analizar 
los resultados finales. De esto, carece el kit destinado a PCR en tiempo final (B).  

Para poder ampliar información, consultar los siguientes anexos:  

ANEXO 2: Guía rápida de interpretación del iQ-Check™ Salmonella II 

ANEXO 3: Guía rápida de interpretación para ensayos en el equipo X5 

ANEXO 4: Guía rápida de interpretación del foodproof® Salmonella detection Lyokit 

3.6.2. Kits de Listeria monocytogenes 

Al igual que en el apartado anterior se ha decidido optar por una tabla comparativa para los kits 
de detección de Listeria monocytogenes.  

Tabla 17 Kits de detección para Listeria monocytogenes 

Referencia 
Fabricante 

Referencia Bioser Descripción  

357-8124 -  iQ-Check™ Listeria Monocytogenes II 

KIT2023 234015064 BAX® System X5 PCR Assay for L. monocytogenes  
R 602 23-1 233004096 foodproof® Listeria monocytogenes Detection Lyokit  

 

En esta tabla se analizarán los mismos parámetros que en la tabla 15.  

En este caso y debido a los mismos motivos que para la Salmonella tampoco se ha decidido 
contar con el precio de coste del kit de Bio-rad.  
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Tabla 18 Comparación entre los tres kits de detección de Listeria monocyotgenes [29] [32] [33] [34] 

iQ-Check™ Listeria 
monocytogenes II 

(D) 

BAX® System X5 PCR Assay for L. 
monocytogenes (E) 

foodproof® Listeria 
monocytogenes Detection Lyokit 

(F) 

Extracción y detección juntas Extracción y detección juntas Extracción y detección por 
separado 

COSTE: -  COSTE: 376 € COSTE: 1.000 € (Detección) + 253 € 
(Extracción) 

Cantidad de reactivo para 96 
pruebas 

Cantidad de reactivo para 64 
pruebas 

Cantidad de reactivo para 96 
pruebas 

Más de un protocolo de extracción  Un solo protocolo de extracción  Más de un protocolo de extracción  

Real Time PCR PCR punto final Real Time PCR 

EXTRACCIÓN 

Añadir reactivo de lisis (2 
reactivos) a la placa Deepwell  

Preparación del reactivo de lisis 
(proteasa + tampón de lisis + 
agente de lisis) 

Añadir las muestras enriquecidas a 
un tubo tipo eppendorf  

Añadir la muestra en los pocillos 
asignados  

Preparar los tubos de ensayo  Llevar los tubos a centrifugación  

Mezclar la solución  Añadir reactivo de lisis en los tubos 
de ensayo 

Descartar el líquido en exceso para 
que solo quede el pellet 

Cerrar la placa con una película 
pre-sellada 

Añadir las muestras enriquecidas a 
los tubos de ensayo 

Añadir el reactivo de lisis y 
resuspender el pellet 

Poner la placa en un agitador 
térmico con calefacción  

Incorporar los tubos de ensayo en 
el termobloque con el programa 
preparado para RT Listeria 

Poner en un disruptor mecánico 

  Incubar en un termobloque 

  Mezclar en un vórtex 

  Centrifugar la muestra 

DETECCIÓN 

Preparación de la Mastermix: 
solución de amplificación + sondas 
fluorescentes 

Depositar los tubos de PCR en el 
“cooling block” 

Depositar los tubos de PCR en una 
placa apta para ellos  

Pipetear la Mastermix preparada 
en cada pocillo de PCR 

Añadir el lisado obtenido de la 
extracción  

Pipetear la muestra en cada pocillo 
+ controles positivo y negativo 

Añadir las muestras sacadas de la 
extracción + controles positivo y 
negativo 

Sellar los tubos con tapones 
ópticos 

Sellar los tubos con los tapones 
ópticos  

Sellar los tubos con los tapones 
ópticos  

Colocar las tiras de PCR en el 
termociclador (X5) 

Colocar las tiras de PCR en el 
termociclador (CFX) 

Colocar las tiras de PCR en el 
termociclador (CFX) 

  

Pasos totales del protocolo: 10 Pasos totales del protocolo: 9 Pasos totales del protocolo: 12 

Duración del termociclador: 1,5 h Duración del termociclador: 3 h Duración del termociclador: 1,5 h 

 

En el caso de la Listeria monocytogenes se puede seguir prácticamente la misma discusión que 
en el apartado 3.6.1 en el que se comentan la diferencia de los kits de Salmonella. Para poder 
aplicarla a la Listeria monocytogenes la letra A, B y C corresponderían correlativamente a las 
letras D, E y F.  
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La diferencia más significativa es que en los tres kits se necesita o bien de un reactivo extra o 
bien de un equipo extra para poder realizar la extracción. Esto es debido a que al estar 
analizando Listeria monocytogenes, se esta analizando una bacteria gram positiva cosa que 
implica que el microorganismo tenga una pared celular más gruesa que la Salmonella y requiera 
de un proceso de extracción más agresivo o elaborado para poder aislar el DNA.  

Observamos el incremento de un paso en el kit F por el motivo comentado en el párrafo anterior 
que implica un aumento de la probabilidad de fallo por parte del técnico y el hecho de que se 
necesita una inversión extra en un equipo para poder utilizar este kit.  

Para poder ampliar información consultar los siguientes anexos:  

ANEXO 3: Guía rápida de interpretación para ensayos en el equipo X5 

ANEXO 5: Guía rápida de interpretación del iQ-Check™ Listeria monocytogenes II 

ANEXO 6: Guía rápida de interpretación del foodproof® Listeria monocytogenes Detection Lyokit 

3.7.      DISEÑO EXPERIMENTAL  

En este punto del trabajo, ya se han descrito todos los materiales a realizar. A continuación, se 
describe de forma esquemática el diseño experimental previo a la interpretación de resultados 
obtenida.  

Para el análisis de Salmonella:  

- Se analizan 4 alimentos dentro del alcance de la verificación de la implementación y la 
verificación del alimento.  
 

- Según lo que se comentó en el apartado 3.2. la lentícula usada para realizar la 
inoculación tiene una concentración muy baja de microorganismo patógeno que no 
permite realizar el banco de diluciones exigido por la verificación. Por este motivo, se 
decide llevar a cabo la verificación con 4 réplicas de cada alimento con la misma 
concentración de inóculo.  
 

- Se realiza la verificación con 17 muestras (4 para cada alimento + 1 blanco). 
 

- Estas muestras han sido enriquecidas con Agua de Peptona tamponada como primer 
enriquecimiento y algunas de ellas para realizar el análisis de BAX han sido sometidas a 
un segundo enriquecimiento.  
 

- Todas las muestras pasaran por tres protocolos diferentes para analizar Salmonella y 
dos termocicladores.  
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Para el análisis de Listeria monocytogenes:  

- Se analizan 4 alimentos dentro del alcance de la verificación de la implementación y la 
verificación del alimento. Los mismo 4 alimentos que para el análisis de Salmonella.  
 

- Se realiza un banco de diluciones como el que exige la verificación y se inoculan las 
muestras siguiendo los criterios establecidos por la verificación en el apartado 3.2. 
 

- Se realiza una verificación con 40 muestras (9 para cada alimento + 4 blancos para cada 
alimento.  
 

- Estas muestras han sido enriquecidas con Half Fraser.  
 

Figura 24 Esquema resumen del estudio de verificación para Salmonella 
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- Todas las muestras pasaran por tres protocolos diferentes para analizar Salmonella.  

Una vez situados en el momento en que todos los ensayos ya se han realizados se hará una 

interpretación y análisis de cada uno de los resultados obtenidos siguiendo la verificación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25 Esquema resumen para el estudio de verificación de Listeria monocytogenes 
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4. RESULTADOS 
Para realizar una correcta interpretación de los resultados obtenidos primero se analizarán los 

controles positivos y negativos. Para poder dar un ensayo como válido se deberá ver 

amplificación en el canal FAM para el control positivo, independientemente del resultado del 

control interno o canal HEX, y se deberá observar amplificación en el canal HEX o control interno 

para el control negativo. En este último es importante que no haya amplificación en el canal 

FAM ya que entonces ese ensayo se determinaría como resultado no válido.  

Esta amplificación corresponde al ciclo del ensayo de PCR en el que se detecta presencia de 

fluorescencia (Cq).  

Una vez realizada esta interpretación se procederá a analizar los resultados obtenidos de los 

pocillos de las muestras. Para facilitar esta interpretación todas las figuras que se verán a 

continuación serán extraídas mediante una captura de pantalla de los resultados obtenidos 

tanto por el software del termociclador CFX como del software del termociclador X5.  

Al final de cada apartado se encuentra el anexo vinculado a estos resultados en los cuales se 

podrá observar de manera más detallada todos los resultados obtenidos del ensayo.  

Para poder realizar una aproximación de la verificación para realizar el análisis de los resultados 

obtenidos se debe seguir la determinación del límite de detección 50 siguiendo el protocolo 1. 

El cual ya se justificó la elección en el apartado 3.1.  

Para poder seguir esta determinación se deben contabilizar los resultados positivos en cada 

inóculo siguiendo la Tabla 19 de la verificación. También se nos indican ciertas condiciones que 

se deben cumplir:  

- El blanco de las muestras siempre debería dar negativo, en caso contrario en la misma 

verificación se indica que todo el ensayo se tendría que repetir.  

 

- Se supone que el inóculo con concentración más alta de patógeno debería ser siempre 

positivo, en caso de obtener resultados negativos se indica repetir el ensayo desde cero.  

 

- En la Tabla 29 se indican algunos resultados como Unreliable MPN result esto indicaría 

que el resultado de esa combinación de inóculos positivos es muy improbable y no se 

consideraría como válido. En estos casos también se debería repetir el ensayo.  
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Tabla 19 Determinación del eLOD50 basado en el número de resultados positivos según el nivel de contaminación 
usando el protocolo 1 [20] 

 

En este punto en caso de querer realizar una verificación completa se debería valorar si este 

límite de detección se encuentra dentro del margen de aceptabilidad. Para saber si se encuentra 

dentro de este margen el resultado del límite de detección no debe ser inferior a 4 x LOD50.   

En este estudio no se comprobará si el resultado del límite de detección se encuentra dentro de 

este margen ya que para poder analizar los resultados con esta condición se debería haber 

realizado una verificación exacta y recordemos que se está realizando una aproximación de la 

verificación.  

Sin embargo, si se calcularán los límites de detección como si se siguiera una verificación estricta.  
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4.1.      SALMONELLA 

En el caso de la Salmonella solo usaremos el nivel de inoculación más bajo:  

- Nivel de inoculación bajo: 21 UFC/mL 

4.1.1. Interpretación y análisis primarios del kit 357-8123 

Lo primero que se debe interpretar son los controles positivos 

y negativos. El Cq que indica la Figura 26 es la fluorescencia 

medida en el canal FAM y el I.C. Cq hace referencia al control 

interno que lleva incorporado y son los resultados de la 

fluorescencia medida en el canal HEX. 

Se observa que en el canal FAM para el control positivo se ha detectado fluorescencia en un 

ciclo de la PCR aceptable, independientemente de que el control interno también se haya 

recuperado se podría decir que se trata de una muestra válida. Sin embargo, en el control 

negativo no se debería ver fluorescencia emitida en canal FAM, únicamente se debería ver la 

recuperación del control interno, cosa que hace que esto sea un resultado no válido. Esto puede 

indicar que ha habido algún error, ya sea de pipeteo o de inhibición. Dado que en uno de los 

ensayos que veremos a continuación pasa exactamente lo mismo, se ha interpretado que la 

pipeta estaba contaminada.  

Sabiendo esta condición, se usarán los resultados como válidos dado que el control interno del 

control negativo se ha recuperado correctamente.  

En la Figura 27 vemos que hay fluorescencia tanto en 

el canal FAM como el HEX. Independientemente de 

haber recuperado el control interno, al tener 

fluorescencia en el canal FAM se darán las pruebas 

como positivas.  

 

Además, al estar inoculadas con la misma concentración de patógeno vemos que la 

recuperación en el canal FAM es prácticamente en el mismo ciclo.  

En el caso de la Figura 28 nos encontramos en el mismo caso que en el anterior, por lo tanto, las 

muestras también se darán como positivas.  

Sin embargo, vemos que la recuperación en el canal 

FAM no es exactamente la misma, hay alguna 

varianza cosa que extraña porque están inoculadas 

con la misma concentración de patógeno. Esto puede 

ser debido a que la recuperación del microorganismo 

patógeno no ha sido exactamente igual en todas las 

muestras en la etapa de enriquecimiento o incluso la 

posición en la que se encontraban en la estufa.  

Figura 26 Resultados del control positivo y 
negativo del kit 357-8123 

Figura 27 Resultados de Salmonella en clara de huevo 
para 357-8123 

Figura 28 Resultados de la Salmonella en Lechuga 
para 357-8123 
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En las Figuras 29 y 30 pasa exactamente los mismo que con la Figura 39, por lo que todas las 

muestras también las consideraremos positivas. Se observa también una pequeña variación en 

una de las muestras del canal FAM.  

 

En el caso del blanco (Figura 31) del ensayo hay recuperación en el canal FAM, cosa que nos 

supone una incongruencia ya que al ser el blanco y no estar inoculado con ningún 

microorganismo patógeno no debería dar ninguna señal de fluorescencia en el canal indicado. 

Y, siguiendo una de las condiciones de verificación el ensayo se tendría que repetir. Esto podría 

ser debido a contaminación cruzada durante el ensayo.  

Aun sabiendo esto para poder realizar el estudio de 

verificación supondremos que el blanco ha dado 

negativo, es decir, que no ha habido recuperación en 

el canal FAM.  

Siguiendo la Tabla 20 y teniendo en cuenta la interpretación de resultados obtendremos el límite 

de detección 50 siguiente para todos los alimentos: 

Tabla 20 Resultados de la determinación del eLOD50 para el kit 357-8123 de todas las muestras 

Nivel de inoculación bajo Blanco eLOD50 (UFC/mL) 

4/4 0/1 < 1,0 x LIL = 1,0 x 21 UFC / mL = < 21 

 

Anexo 7: Resultados detallados del kit 357-8123 

4.1.2. Interpretación y análisis primarios del KIT2025 

Para poder realizar la interpretación de este kit no se hará la interpretación observando la 

fluorescencia en los canales FAM y HEX dado que este kit se ha empleado para realizar una PCR 

End Point. En este caso la interpretación se realizará únicamente con los resultados obtenidos 

de los pocillos tal y como se puede observar en la Figura 32.  

 

 

 

 

 

 

Figura 32 Representación de los resultados de Salmonella para KIT2025 

Figura 29 Resultados de la Salmonella en Queso 
para 357-8123 

Figura 30 Resultados de la Salmonella en Salmón para 
357-8123 

Figura 31 Resultado del Blanco en Salmonella 
para 357-8123 

Clara de 

huevo 
Lechuga 

Queso Salmón 
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Según la Figura 32 se pueden observar varias muestras con resultados negativos, es decir, que 

no hay presencia de microorganismo patógeno en esa muestra. Al realizar una inoculación de la 

misma concentración en cada una de las muestras, los resultados obtenidos de esta PCR no son 

muy lógicos. Quizás en este caso influye el factor del segundo enriquecimiento realizado con BHI 

que no tienen el resto de los kits con el que se han realizado los otros ensayos de Salmonella. 

En este caso si se realizara una repetición del ensayo se recomendaría realizar con otro medio 

de cultivo que solo implicara un único enriquecimiento.  

También se observa como el blanco ha dado negativo cosa que hace que cumpla con las 

condiciones de la verificación.  

Teniendo en cuenta estos resultados podremos realizar el límite de detección 50 para cada uno 

de los alimentos representados en las muestras siguiendo la Tabla 29:  

 

Tabla 21 Resultados de la determinación del eLOD50 para KIT2025 en clara de huevo, queso y salmón 

Nivel de inoculación bajo Blanco eLOD50 (UFC/mL) 

1/4 0/1 = 1,0 x LIL = 1,0 x 21 UFC / mL = 21 

 

Tabla 22 Resultados de la determinación eLOD50 para KIT2025 en Lechuga 

Nivel de inoculación bajo Blanco eLOD50 (UFC/mL) 

3/4 0/1 = 0,5 x LIL = 0,5 x 21 UFC / mL = 10,5 

 

Anexo 8: Resultados detallados del KIT2025 

4.1.3. Interpretación y análisis primarios 

del kit S 400 07 

Empezaremos con los controles positivos y negativos. 

En la figura 33 podemos ver como el control positivo 

emite fluorescencia tanto en el canal FAM como en el 

canal HEX. A pesar de haber recuperación del control 

interno, al ser positiva en el canal FAM se daría este 

resultado como válido. Si observamos el control 

negativo vemos que nos da no concluyente tanto para el canal FAM como para el canal HEX, 

esto supondría un resultado no válido por que a pesar de que nos interesaría que no hubiera 

emisión de fluorescencia en el canal FAM, el control interno se debería recuperar para poder 

dar el resultado del control negativo como válido.  

Sabiendo la información comentada en el párrafo anterior, se debería repetir el estudio de 

Salmonella para el kit S 400 07. Como esto no fue posible, se decidió utilizar los resultados 

obtenidos en este estudio del kit para realizar la interpretación de resultados.  

Figura 33 Resultados del control positivo y negativo del kit 
S 400 07 
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Si observamos la Figura 34, todas aquellas 

muestras en las que hay señal de fluorescencia 

en el canal FAM, se interpretaran como 

resultados positivos. En este caso las muestras 

A3, C3 y D3. En el caso de aquellas muestras en 

las que solo haya señal de fluorescencia en el 

canal HEX y no en el canal FAM, se interpretaran 

como resultados negativos ya que a pesar de 

recuperar el control interno no se ha detectado 

ningún microorganismo patógeno, como es el 

caso de la muestra B3.  

 

 

En las Figuras 35, 36 y 37 seguiremos las mismas 

indicaciones que en la Figura 45 para realizar la 

interpretación de resultados. Por lo tanto, como 

todas las muestras emiten fluorescencia en el 

canal FAM, todas las muestras serán positivas.  

 

 

 

Por lo que respecta al blanco del ensayo (Figura 38) 

vemos que hay emisión de fluorescencia en el canal 

FAM, cosa que nos indica que se trataría de una muestra 

positiva. Esto nos estaría indicando que no cumplimos 

con una de las condiciones de la verificación y que el 

resultado no tiene sentido ya que al tratarse de un blanco la muestra no debería amplificarse en 

el canal FAM.  

Siguiendo la verificación y los resultados obtenidos podemos decir que habrá un límite de 

detección para la clara de huevo y el mismo límite de detección para la lechuga, el queso y el 

salmón.  

 

Figura 34 Resultados de Salmonella en clara de huevo para 
S 400 07 

Figura 35 Resultados de Salmonella en lechuga para 
S 400 07 

Figura 36 Resultados de Salmonella en queso para S 400 07 Figura 37 Resultados de Salmonella en salmón para S 400 07 

Figura 38 Resultado del blanco en Salmonella para S 400 07 
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Tabla 23 Resultados de la determinación eLOD50 para el kit S 400 07 en clara de huevo 

Nivel de inoculación bajo Blanco eLOD50 (UFC/mL) 

3/4 0/1 = 0,5 x LIL = 0,5 x 21 UFC / mL = 10,5 

 

Tabla 24 Resultados de la determinación eLOD50 para el kit S 400 07 en lechuga, queso y salmón 

Nivel de inoculación bajo Blanco eLOD50 (UFC/mL) 

4/4 0/1 < 1,0 x LIL = 1,0 x 21 UFC / mL = < 21 
 

Anexo 9: Resultados detallados del kit S 400 07 

 

4.2.      LISTERIA MONOCYTOGENES 

A diferencia de la Salmonella en el caso de la Listeria monocytogenes podremos usar los tres 

niveles de inoculación de la verificación:  

- Nivel de inoculación alto: 7,8 x 104 UFC/mL 

- Nivel de inoculación intermedio: 7,8 x 103 UFC/mL 

- Nivel de inoculación bajo: 7,8 x 102 UFC/mL 

Se decidió realizar las inoculaciones con estas concentraciones de unidades formadoras de 
colonias ya que previamente en una confirmación en placa se analizó el recuento y no se obtuvo 
la cantidad de colonias suficientes con niveles de inoculación más bajos de 7,8 x 102 UFC/mL. 

4.2.1. Interpretación y análisis primarios del kit 357-8124 

Al igual que en los otros ensayos se empezará con la 

interpretación del control positivo y del control 

negativo. Como podemos ver en la Figura 39 

obtenemos un Cq tardío para el control positivo de 

este ensayo, es decir, la fluorescencia se empieza a 

detectar en el ciclo 49 de 50. Además, en el control 

negativo no hay recuperación del control interno. Teniendo en cuenta estos resultados 

podríamos dar como no válidos los resultados de este ensayo. En esta ocasión se debería repetir 

el ensayo.  

Se decidió repetir el ensayo, pero reduciendo el número de réplicas de esta manera se reducirá 

la posibilidad de contaminación cruzada entre las muestras. Al disminuir el número de réplicas 

para realizar el ensayo de verificación se extrapolarán los resultados para suponer que se han 

hecho las réplicas necesarias como en la primera ocasión.  

 

Figura 39 Resultados del control positivo y negativo del kit 
357-8124 
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Figura 40 Repetición del estudio de verificación de Listeria monocytogenes 

En la repetición del ensayo los resultados del control positivo 

y negativo fueron los representados en la Figura 41. En estos 

vemos que ha habido emisión de fluorescencia en el canal 

FAM tanto en el control positivo como en el control negativo. 

En el caso del control positivo es indiferente que el control 

interno también haya emitido fluorescencia ya que, aunque 

no la hubiera emitido se consideraría válido igualmente. En el caso del control negativo no lo 

podemos considerar resultado válido por que a pesar de que el control interno se ha recuperado 

también ha dado positivo en el canal FAM, cosa que no debería pasar para poder dar el control 

negativo como válido.  

Como se ha comentado anteriormente (apartado 4.1.1), este error puede ser debido a que la 

pipeta que se utilizó para realizar el ensayo se encontraba contaminada. Se llegó a esta 

conclusión dado que ambos ensayos fueron elaborados el mismo día y en el mismo run de PCR.  

Al igual que en el ensayo del apartado 4.1.1., sabiendo este error, se usarán los resultados 

obtenidos como válidos dado que el control interno del control negativo se ha recuperado 

correctamente.  

En las ilustraciones 42, 43, 44 y 45 vemos como todas las muestras han emitido fluorescencia en 

el canal FAM. Por lo que los resultados obtenidos se pueden considerar como positivos. Además, 

como en este caso se ha realizado una inoculación gracias a un banco de diluciones podemos 

afirmar que los resultados tienen sentido ya que a medida que hay menor cantidad de 

inoculación más tardío será el ciclo de detección en el canal FAM. Sin embargo, se puede ver 

una pequeña variación de la inoculación en la Figura 40 ya que no concuerda con el banco de 

diluciones realizado. Esta variación puede ser debida a la recuperación del microorganismo 

patógeno e incluso a la posición en la que la bolsa de enriquecimiento se encontraba situada en 

la estufa.  

Figura 41 Resultados del control positivo y negativo 
de la repetición del ensayo del kit 357-8124 
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Si analizamos el blanco del ensayo (Figura 46) le pasa lo mismo que en el apartado 4.1.1. En el 

blanco obtenemos una incongruencia ya que emite señal de fluorescencia en el canal FAM 

cuando la muestra no está inoculada. En este caso no se cumpliría una de las condiciones de la 

verificación. Pero tal y como se ha hecho en el apartado 

4.1.1. supondremos que el control en FAM no se ha 

recuperado para que se cumplan las condiciones de la 

verificación y poder determinar el límite de detección 50.  

 

Siguiendo la extrapolación mencionada con anterioridad los límites de detección 50 para todas 

las muestras serán los siguientes:  

Tabla 25 Resultados de la determinación eLOD50 para el kit 357-8124 de todas las muestras 

Nivel de inoculación 
alto 

Nivel de inoculación 
intermedio 

Nivel de inoculación 
bajo 

Blanco eLOD50 (UFC/mL) 

1/1 4/4 4/4 0/1 < 1,0 x LIL = 1,0 x (7,8 x 102 ) 
UFC / mL = < 7,8 x 102 

 

Anexo 10: Resultados detallados del kit 357-8124 

Figura 42 Resultados de Listeria monocytogenes en clara de huevo 
para 357-8124 

Figura 43 Resultados de Listeria monocytogenes en queso para 
357-8124 

Figura 44 Resultados de Listeria monocytogenes en lechuga para 
357-8124 

Figura 45 Resultados de Listeria monocytogenes en salmón para 
357-8124 

Figura 46 Resultado del blanco en Listeria monocytogenes 
para 357-8124 
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4.2.2. Interpretación y análisis primarios del kit KIT2023 

En este apartado nos encontramos en la misma situación que en el apartado 4.1.2. en la que la 
interpretación de resultados únicamente se realizará con los resultados obtenidos de los pocillos 
tal y como se puede ver en la Figura 58.  

 

Tal y como se aprecia en la Figura 47, vemos que gran parte de los análisis han dado positivo, 
cosa que tiene sentido dado que las muestras estaban todas inoculadas. Las únicas excepciones 
han sido los pocillos A7 (Huevo) y B7 (Salmón). En los pocillos C2 (Huevo), D2 (Salmón) y D2 
(Lechuga) que los resultados sean negativos es concordante dado que se trata de los controles 
blancos del estudio.  

Lo que no es concordante es que el pocillo B2 (Queso Brie) sea positivo ya que este también se 
trataba de uno de los blancos del estudio, es posible que haya habido contaminación cruzada 
de los pocillos adjuntos. Al ser negativo este parámetro no cumpliría con una de las condiciones 
de la verificación y se repetiría el ensayo.  

Además, vemos cómo se cumple una de las condiciones de la verificación dado que los pocillos 
que incluyen la concentración de inoculación más elevada de todas han dado positivo. Estos son 
los pocillos A1 (Huevo), B1 (Salmón), A1 (Queso Brie) y C1 (Lechuga).  

Suponiendo que el pocillo B2 (Queso Brie) ha dado negativo, los resultados de la verificación 
para el límite de detección 50 son los siguientes:  

Tabla 26 Resultados de la determinación eLOD50 para KIT2023 en clara de huevo y salmón 

Nivel de inoculación 
alto 

Nivel de inoculación 
intermedio 

Nivel de inoculación 
bajo 

Blanco eLOD50 (UFC/mL) 

1/1 4/4 3/4 0/1 = 0,5 x LIL = 0,5 x (7,8 x 102 ) 
UFC / mL = 3,9 x 102 

 

 

Figura 47 Representación de los resultados de Listeria monocytogenes para KIT2023 
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Tabla 27 Resultados de la determinación eLOD50 para KIT2023 en queso y lechuga 

Nivel de inoculación 
alto 

Nivel de inoculación 
intermedio 

Nivel de inoculación 
bajo 

Blanco eLOD50 (UFC/mL) 

1/1 4/4 4/4 0/1 < 1,0 x LIL = 1,0 x (7,8 x 102 ) 
UFC / mL = < 7,8 x 102 

 

Anexo 11: Resultados detallados del KIT2023 

4.2.3. Interpretación y análisis primarios del kit S 400 08.1 

Como en el resto de los kits que se han realizado usando real time PCR se empezarán analizando 
los controles positivos y negativos.  

En la Figura 48 se observa como ambos controles son 
válidos ya que para el control positivo hay una 
amplificación en el canal FAM y para el control 
negativo hay una amplificación en el canal HEX y no 
hay amplificación en el canal FAM. 

 

A pesar de que los controles se hayan recuperado 
correctamente, se observa en la Figura 49 que, a la 
hora de analizar las muestras, en varias de ellas 
(pocillos A1 y A2) se empieza a observar detección en 
ciclos muy tempranos de la de PCR. Esto supone una 
anomalía en el ensayo ocasionada seguramente por 
errores en el pipeteo.  

A la vista de este resultado se decidió repetir el 
ensayo como en el apartado 4.2.1., es decir, 
reduciendo el número de réplicas de las muestras y 
extrapolando las inoculaciones.  

Para poder comprender la repetición del estudio 
revisar la Figura 40.  

 

 

 

 

 

Los controles de la repetición del estudio se 
encuentran representados en la Figura 50. Ambos 
resultados son válidos por los mismos motivos 
referentes a la Figura 44.  

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 

Figura 48 Resultados del control positivo y negativo del kit S 
400 08.1 

Figura 49 Resultados de Listeria monocytogenes en 
clara de huevo para S 400 08.1 

Figura 50 Resultados del control positivo y negativo de la 
repetición del kit S 400 08.1 
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Se observa en las ilustraciones 51, 52, 53 y 54 que todos ellos tienen amplificación en el canal 
FAM, por tanto, todos los resultados obtenidos se podrían considerar positivos. Sin embargo, tal 
y como también pasa en el apartado 4.2.1, al tener una inoculación seriada el ciclo en el que se 
detecta la fluorescencia a lo largo de la dilución debería ser más elevado. Al tener menos 
concentración de microorganismo patógeno tardará más (ciclo tardío) en emitir fluorescencia 
para detectar que la muestra está contaminada. Y, tal y como podemos ver en las ilustraciones 
62, 64 y 65 vemos que esto no se cumple ya que la señal detectada por el canal FAM no es 
ascendente. En el apartado mencionado se comenta cual podría ser la posible causa de esto.  

Si observamos el blanco del estudio, Figura 55, 
obtenemos un resultado coherente y que cumple con 
las condiciones de la verificación ya que al no haber 
emisión de fluorescencia en el canal FAM y 
recuperación del control interno esta muestra será 
negativa.  

Siguiendo la verificación, el límite de detección 50 será el siguiente para todas las muestras:  

Tabla 28 Resultados de la determinación eLOD50 para el kit S 400 08.1 de todas las muestras 

Nivel de inoculación 
alto 

Nivel de inoculación 
intermedio 

Nivel de inoculación 
bajo 

Blanco eLOD50 (UFC/mL) 

1/1 4/4 4/4 0/1 < 1,0 x LIL = 1,0 x (7,8 x 102 ) 
UFC / mL = < 7,8 x 102 

 

Anexo 12: Resultados detallados del kit S 400 08.1 

 

 

Figura 51 Resultados de Listeria monocytogenes en clara de huevo 
para S 400 08.1 

Figura 52 Resultados de Listeria monocytogenes en queso para S 
400 08.1 

Figura 53 Resultados de Listeria monocytogenes en lechuga para S 
400 08.1 

Figura 54 Resultados de Listeria monocytogenes en salmón para S 
400 08.1 

Figura 55 Resultado del blanco en Listeria monocytogenes 
para S 400 08.1 
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5. DISCUSIÓN 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, para poder realizar una comparación de los kits 
usados se podrían diferenciar dos categorías: la practicidad de los kits y el resultado obtenido 
sabiendo que las muestras han sido inoculadas.  

Si solo nos fijamos en los resultados de las muestras inoculadas nos damos cuenta de que hay 
varios resultados negativos (absencia de patógeno) que deberían ser positivos y que además 
como todas las muestras han sido inoculadas con el mismo banco de diluciones y con la misma 
concentración se deberían observar los mismos resultados de absencia/presencia de patógeno.  

Esto nos da a pensar que puede que el inoculo no se haya recuperado correctamente en la 
incubación, esto puede ser debido a un factor el cual ya se ha comentado que es la posición de 
las bolsas de enriquecimiento dentro de la estufa.  

También hay que destacar que algunos de los blancos realizados no dan el resultado esperado 
(ampliación en el canal HEX y no ampliación en el canal FAM), esto supone que ha habido 
contaminación cruzada a la hora de realizar el ensayo. Aquí quiero destacar que los ensayos se 
realizaron durante dos días únicamente y todos a la vez, esto es un factor importante ya que la 
probabilidad de contaminación cruzada era muy elevada. Seguramente, si hubiera la posibilidad 
de poder rectificar se intentarían realizar los ensayos de manera separada entre ellos tanto de 
técnica como de microorganismo patógeno.  

Si nos fijamos en la practicidad de los kits hay uno que destaca considerablemente por tener 
muchos menos pasos que el resto y que tanto la extracción como la detección está incluida en 
el mismo kit. Estos kits son los fabricados por el proveedor BAX (KIT2023 y KIT2025). 
Personalmente hablando a la hora de realizar el ensayo me han parecido los más simples y 
prácticos. En cambio, los kits de Biotecon no resultan nada prácticos a la hora de realizar la 
extracción y la detección. A pesar de que ambos pasos vienen incluidos en el mismo kit, 
requieren de muchos pasos de manipulación cosa que incrementa las posibilidades de que haya 
tanto error humano como contaminación cruzada.  

Como ventaja positiva de estos últimos es que son de plataforma abierta, es decir, que 
independientemente de que el termociclador sea de otra casa comercial se pueden usar 
igualmente y además permiten hacer PCR en tiempo real, características las cuales no cumplen 
los kits de BAX.  

Por lo que respecta a la aproximación de la verificación, los resultados no han sido los más 
idóneos ya que entre otras muchas cosas descritas en el apartado 4 del trabajo, se han obtenido 
controles positivos y negativos inválidos y controles blancos que han dado positivo en 
microorganismo patógeno. Sin embargo, se ha podido justificar la razón de estos resultados y se 
han utilizado igualmente los resultados obtenidos. En caso de realizar una verificación estricta 
para un laboratorio acreditado se deberían haber repetido de nuevo todos los ensayos.  

A pesar de esto, se ha podido calcular el límite de detección:  

- Límite de detección obtenido en los ensayos de Salmonella  
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Tabla 29 Resumen de los límites de detección obtenidos en los ensayos de Salmonella 

Kit  Alimentos eLOD50 (UFC/mL) 

357-8123 Todos < 21 

KIT2025 Clara de huevo, queso brie y 
salmón 

21 

KIT2025 Lechuga 10,5 

S 400 07 Clara de huevo 10,5 
S 400 07 Lechuga, queso brie y salmón  < 21 

 

Si recogemos todos los datos obtenidos del límite de detección de Salmonella se observa que 
todos ellos son límites de detección considerablemente bajos. Por lo que se podrían dar como 
límites de detección aceptables teniendo en cuenta que se ha detectado que en gran parte de 
las muestras había presencia de patógeno ya que estaban inoculadas.  

La única discrepancia observada ha sido en la del KIT2025 para clara de huevo, queso brie y 
salmón dado que de las 4 inoculaciones realizadas solo se ha detectado presencia de patógeno 
en 1 de ellas. Este resultado hace que el límite de detección sea el mayor de toda la tabla 23. 

- Límite de detección obtenido de los ensayos de Listeria monocytogenes 

Tabla 30 Resumen de los límites de detección obtenidos en los ensayos de Listeria monocytogenes 

Kit  Alimentos eLOD50 (UFC/mL) 

357-2023 Todos < 7,8 x 102 

KIT2023 Clara de huevo y salmón  3,9 x 102 
KIT2023 Lechuga y queso brie < 7,8 x 102 

S 400 08.1 Todos  < 7,8 x 102 

 

A diferencia de los resultados obtenidos para Salmonella, los resultados del límite de detección 
para Listeria monocytogenes son considerablemente mayores, el motivo es la concentración de 
inoculación usada para realizar el estudio. En el caso de la Listeria el nivel de inoculación más 
bajo era considerablemente alto.  

Observamos que obtenemos el mismo límite de detección si hablamos de PCR en tiempo real y 
vemos una variación en la PCR en punto final, en la que en la clara de huevo y salmón en el nivel 
de inoculación más bajo no ha sido capaz de detectar presencia del patógeno.   

A pesar de esto en gran parte de las inoculaciones se ha detectado presencia de microorganismo 
por lo que podríamos dar los límites de detección como válidos.  
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6. CONCLUSIONES 
Para concluir el trabajo se ha llegado a las siguientes valoraciones:  

• Se ha podido analizar y poner en práctica conocimiento de análisis de PCR y legislación 

de seguridad alimentaria.  

 

• Si tenemos que decantarnos por cual es el mejor kit, no hay una respuesta clara ya que 

dependen de varios factores como, por ejemplo: la cantidad de muestras que se 

analizarán en el laboratorio, el número de pasos teniendo en cuenta el tiempo de 

procesamiento de las muestras del termociclador, el coste, la cantidad de equipos extra 

para realizar el análisis, si el equipo se trata de un equipo abierto o cerrado… 

 

• La simulación de la verificación se ha podido realizar con algunas limitaciones, entre 

ellas la contaminación cruzada. 

 

• Los resultados obtenidos no han sido los más concluyentes para poder realizar una 

simulación estricta, sin embargo, se ha podido realizar el cálculo del límite de detección 

para cada kit y matriz analizada.  

 

• Si tenemos en cuenta los resultados obtenidos de los límites de detección, al ser 

considerablemente bajos (teniendo en cuenta las concentraciones de inoculación 

correspondientes) podrían considerarse límites de detección aceptables.  

 

• Sabiendo que los resultados no han sido del todo concluyentes el estudio entero se 

debería repetir añadiendo algunos cambios, de esta manera se podrían obtener 

resultados concluyentes para un estudio estadístico como tal.  

 

• Debido a las diferentes limitaciones, si se hubiera hecho la verificación estricta, con los 

niveles de inoculación adecuados se podrían haber comparado los límites de detección 

obtenidos con los resultados de las correspondientes validaciones.  
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ANEXOS 

ANEXO 1: Certificados de validación de los kits de detección 
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ANEXO 2: Guía rápida de interpretación del iQ-Check™ Salmonella II 
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ANEXO 3: Guía rápida de interpretación para ensayos en el equipo X5 
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ANEXO 4: Guía rápida de interpretación del foodproof® Salmonella Detection Lyokit 
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ANEXO 5: Guía rápida de interpretación del iQ-Check™ Listeria monocytogenes II 
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ANEXO 6: Guía rápida de interpretación del kit foodproof® Listeria monocytogenes Detection 

Lyokit 
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ANEXO 7: Resultados detallados del kit 357-8123 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Verificación de los métodos para la detección de Salmonella spp. y Listeria monocytogenes 
mediante PCR en matrices alimentarias 

                 78 
 

ANEXO 8: Resultados detallados del KIT2025 
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ANEXO 9: Resultados detallados del kit S 400 07 
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ANEXO 10: Resultados detallados del kit 357-8124 

 

Resultados del ensayo: 
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Resultados de la repetición del ensayo:  
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ANEXO 11: Resultados detallados del KIT2023 
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ANEXO 12: Resultados detallados del kit S 400 08.1 

 

Resultados del ensayo:  
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Resultados de la repetición del ensayo:  

 

 

 

 


