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¢Se ve afectada la capacidad de deteccion de una RT-PCR
multiplex por la coexistencia de dos patogenos
gastrointestinales?
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INTRODUCCION

Salmonella sp y Campylobacter sp, se encuentran entre los patogenos causantes de gastroenteritis aguda bacteriana mas ampliamente descritos. Cada vez es mas
comun el uso de técnicas moleculares para la deteccion de estos microorganismos en muestra directa. La mayoria de estas técnicas son real-time multiplex PCR (RT-

PCR) capaces de detectar simultaneamente varias dianas.

El objetivo de este estudio es evaluar la deteccion mediante multiplex RT-PCR de dos patogenos (Salmonella sp y Campylobacter sp) cuando estos coexisten a igual

concentracion en una muestra asi como relacionar el numero de UFC/mL de la muestra con los valores de Ct de la RT-PCR.

MATERIALY METODOS
e Se sembraron en agar MacConkey (BioMérieux) y agar Campylosel (BioMérierux) las cepas
/ \ ATCC14028 Salmonella enterica ser. Typhimurium y ATCC33281 Campylobacter jejuni
salmonella sp 0, Mcfarland - - respectivamente.
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Q e Esas mismas diluciones se sembraron en placas de MacConkey y Campylosel para proceder al

/ recuento de microorganismos por mL real de cada muestra.

Figura 1. Disefio de la técnica de validacion de RT-PCR para ¢ Los datos de la RT-PCR fueron analizados mediante Seegene Viewer para extraer el valor de Ct.
la codeteccion de dos patdogenos gastrointestinales.
* La media de UFC/mL de cada dilucién se obtuvo tras el recuento por duplicado de las placas tras

24h de incubacion el MacConkey y 48h el Campylosel.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dilucién Dilucién con un solo microorganismo Dilucién con dos microorganismos
Ct Salmonella sp Concentracion (UFC/mL) Ct Salmonella sp Concentracion (UFC/mL)
10° 29.15 198400 29.05 208000
104 33.5 13050 32.59 31200
103 36.96 120 35.45 239

Tabla 1. Resultados la deteccion de Salmonella sp mediante una PCR multiplex y de los recuentos obtenidos tras la siembra de las diferentes diluciones analizadas.

* Un valor de Ct de 29.15 para Salmonella sp en nuestras condiciones experimentales, corresponde a un recuento de 1.9 x 10° UFC/mL.

* Si en estas mismas concisiones se anade un segundo microorganismo (Campylobacter sp) a la muestra en la misma concentracion, se le

anade una concentracion el valor de Ct para Salmonella sp es 29.05.

A concentraciones de 1.3x10* UFC/mL y de 1.2x10%? UFC/mL de Salmonella sp se obtienen unos valores de Ct de 33.5 y 36.96,

respectivamente.
* Al anadir Campylobacter sp a la mezcla en igual proporcion, los valores de Ct fueron de 32.59 y 35.45 respectivamente

* Al generar la ecuacion de la recta y calcular el valor de Ct estimado al cual la concentracion tedrica en UFC/mL es igual a 0, se obtienen

valores de Ct de 35.90 si s6lo se detecta Salmonella y de 35.89 en la codeteccion.

CONCLUSIONES

 La presencia de dos de los microorganismos mas comunmente causantes de diarrea aguda (Salmonella sp y Campylobacter sp) en la

misma proporcion en la muestra, no modifica la sensibilidad de la PCR ni los valores de Ct obtenidos para dichas dianas.

 Con estos resultados podemos predecir aproximadamente el numero de colonias esperadas en cultivo, y se plantea |la posibilidad de NO

sembrar muestras con Ct > 36.

* Son necesarios estudios adicionales en los que se evaluen el comportamiento de la RT-PCR con codetecciones de patogenos a diferentes

concentraciones.



