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METODO PARA LA DETECCION Y CUANTIFICACION MULTIPLE Y SIMULTANEA
DE PATOGENOS MEDIANTE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN

TIEMPO REAL
CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona, en general, con la deteccidn, identificacion
y cuantificacién de bacterias patbgenas, y particularmente a un método para la
deteccion y cuantifiéacién multiple de cualquier combinacién de patdgenos, tales como
Listeria sp, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y/o Escherichia coli
0157:H7, mediante reacciéon de amplificaciéon multiplex empleando la reaccion en

cadena de la polimerasa en tiempo real.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En la actualidad, la deteccion de bacterias patégenas transmisibles por
alimentos, tales como Listeria sp, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y
Escherichia coli 0157:H7, constituye una tarea muy importante en el campo de Jla
medicina y de la higiene publica y tiene mucho interés en la industria agroalimentaria,
tanto la productora como la distribuidora de productos alimenticios (materias primas
y/o productos -elaborados), por lo que se han descrito diversos métodos para sus

deteccion e identificacion.

Una de las ﬁetodologias actuales, consideradas entre las mas efectivas para la
deteccién, cuantificaciéon e identificacién de patégenos, es aquella que se basa en
técnicas moleculares, como lo es el método de reaccion en cadena de la polimerasa, -
cominmente conocido como PCR. Eil procedimiento PCR generalmente es considerado

como la metodologia méas sensible y répida empleada para detectar acidos nucleicos
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de patégenos en una determinada muestra de ensayo en particular, y fa podemos
encontrar descrita dentro del estado de la técnica por Kary B. Mullis et a/, en la familia
de patentes estadounidenses US-4683195, US-4683202, US-4800159, US-
4889818, US-4965188, US-5008182, US-5038852, US-5079352, ‘US—5176995, US-
5310652, US-5310893, US-5322770, US-5333675, US-5352600, US-5374553, US-

5386022, US-5405774, US-5407800, US-5418149, US-5420029 entre otras.

Para llevar a cabo la técnica PCR, basicamente se tiene que contar con al
menos un par de iniciadores oligonucledtidos para cada uno de los patégenos a
identificar, tal que cada par de iniciadores comprenden unha primera secuencia
nucledtida complementaria a una secuencia que linda con el extremo 5 de una
secuencia de dcido nucleico objetivo y una segunda secuencia nucledtida
complementaria a una secuencia que linda con el extremo 3’ de la secuencia de acido
nucleico objetivo. Las secuencias de nucleétidos deben tener cada par de iniciadores
de oligonucleétidos que son especificos al patdgeno a detectar, de tal manera que no

reaccionen o se crucen con otros patdgenos.

Al ser la técnica PCR un meétodo sensible y rapido para detectar patégénos en
forma individual, esta también se puede emplear para detectar simultdneamente
multiples patégenos presentes en una muestra. Sin embargo, emplear la metodologia
PCR para la deteccién simultanea de multiples patégenos en una muestra tiene su
problematica, pues su principal obstaculo radica en la reaccion cruzada que se pueda
presentar debido al empleo de multiple secuencias de nucleétidos a fin de tener la
amplificacién preferencial de ciertas secuencias objetivo presentes en la muestra a

expensas de otras secuencias objetivo también presentes.

Ejemplos de aplicaciones de deteccién multiple y simultanea de patdgenos,

empleando la metodologia de PCR, son descritas por John W. Czajka en la publicacién
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de solicitud de patente internacional W0-0314704, y por Linxian Wo y otros en la
familia de patentes estadounidenses US-5612473, US-5738995, US-5753444, US-

5756701 y US-5846783.

En la publicacion de solicitud de patente intérnacionai WO0-0314704 se describe
un método para detectar especifica y simultdneamente especies patdégenas de
Campylobacter en una muestra de ensayo compleja. Las especies patdogenas de
Campylobacter a detectar pueden ser Campylobacter jejuni o Campylobacter coli. La
muestra de ensayo compleja puede ser una muestra de alimento, agua o una matriz
enriquecida de alimento. El método utiliza la amplificacién PCR con o sin un control
positivo interno y pares apropiados de iniciadores. Mdltiples especies pueden ser

detectadas en la misma reaccion.

Mientras que en la familia de patentes estadounidenses US-5612473, US-
5738995, US-5753444, US-5756701 y US-5846783 se describe un método PCR
multiplex para detectar rdpida y simultdneamente agentes infecciosos en una
muestra, Los agentes infecciosos detectados son Salmonella spp, Shigella spp,
Campylobacter spp, Yersinia spp y Escherichia coli en particular Escherichia coli
0157:H7. La limitante del método descrito en estas patentes es que permite una
reaccién cruzada minima entre los oligonucleétidos y sondas, asi como de estos con

otras secuencias de acido nucleico durante la amplificacién.

De otros métodos moleculares que se emplean actualmente, existen algunos
comercializados para detectar patdgenos en alimentos, unos mediante hibridacién de
ADN (Gene-Trak systems, Unipath), que es muy sensible pero requigre de
aproximadamente 50 h, y otros mediante amplificacion de &cidos nucleicos (BAX,

FOMS Dupont y Probelia, Sanofi Diagnostic Pasteur) que requieren, al menos, 24 h.
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Ninguno de dichos métodos proporciona resultados en el mismo dia de la produccién

del alimento ni realizan una cuantificacién de la contaminacién patdgena presente.

De los métodos antes descritos, en algunos casds sera necesario sé6lo aumentar
la sensibilidad del método para detectar de forma fiable y rapida la presencia o
ausencia de patégenos en particular, mientras que, en otros casos sera necesario,
ademas, cuantificar los patégenos eventualmente presentes con el fin de establecer
los limites de concentracion a partir de los cuales la presencia del patégeno puede

presentar un problema para la salud del consumidor.

En vista de lo anterior, es de sumo interés para la industria de alimentos y de
la salud.contar con un metodo rapido, que emplee menos de 5 h, para detectar y
cuantificar simultdneamente cuatro de los mas importantes agentes infecciosos o
patégenos transmisibles por alimentos y/o por superficies ambientales contaminadas,
como lo son Listeria sp, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y Escherichia
coli 0O157:H. Esta deteccion y cuantificacion mlﬁltigr;le, simultanea y rapida de
patégenos, mediante reaccién de amplificacién mdaltiplex empleando la reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real, permitiré ahorrar costos y tiempo en una
industria en donde los tiempos de anaquel de los productos son extremadamente

cruciales.
SUMARIO DE LA INVENCION

En vista de lo anteriormente descrito y con el propdsito de dar solucion a las
limitantes encontradas, es objeto de la invencién ofrecer un método para la deteccion
y cuantificacion muitiple y simultdnea de cualquier combinaciéon de patégenos, tales
como Listeria sp, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y/o Escherichia coli

0157:H7, en una o mas muestras de ensayo mediante reaccién de amplificacidn
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muitiplex empleando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, los
pasos del método son (a) extraer ADN presente en la muestra o muestras de ensayo;
(b) preparar una mezcla de reaccién espécn’fica para los patédgenos a detectar y
cuantificar, tal que la mezcla de reaccién contiene los reactivos necesarios para la
amplificacion enzimatica del ADN extraido e identificacion de los patdégenos a detec’;ar
y cuantificar; (c) amplificar, mediante reacciéon de amplificacion mﬂltiplex‘ empleado
PCR, la mezcla de reaccién; y (d) determinar simulténeamente la presencia o ausencia
y cuantificacion de los patdgenos en la muestra o muestras de ensayo; el método
tiene la particularidad de que (i) la mezcla de reaccién para la amplificacion enzimatica
del ADN extraido e identificacion de cualquier combinacion de Listeria sp,
Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y/o Escherichia coli 0157:H7 a detectar
y cuantificar contiene (a) un primer par de iniciadores oligonucledtidos identificados
como SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 y una sonda identificada como SEQ ID NO: 3 que
reaccionan con una primera secuencia objetivo de acido nucleico de Listeria sp; (b) un
segundo par de iniciadores oligonucledtidos identificados como SEQ ID NO: 4 y SEQ ID
NO: 5 y una sonda identificada como SEQ ID NO: 6 que reaccionan con una segunda
secuencia objetivo de acido nucleico de Staphylococcus aureus; (c) un tercer par de
iniciadores oligonucleétidos identificados como SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8 y una
sonda identificada como SEQ ID NO: 9 que reaccionan con una tercera secuencia
objetivo de &acido nucleico de Campylobacter jejuni; y/o (d) un cuarto par de
iniciadores oligonucledtidos identificados como SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11 y una
sonda identificada como SEQ ID NO: 12 que reaccionan con una cuarta secuencia
objetivo de &cido nucleico de Escherichia coli 0157:H7; (ii) la presencia o ausencia y
cuantificacién de dichos patdgenos en cualquier combinacidon de Listeria sp,
Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y/o Escherichia coli 0157:H7 en la
muestra o muestras de ensayo se determina por una sefial fluorescente o emisién de

fluorescencia especifica de cada producto amplificado.
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Otro objeto de la presente invencién es ofrecer un oligonucledtido que tiene
una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo formado por las secuencias

identificadas como SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3.

Es también objeto de la invencion ofrecer un oligonucleédtido que tiene una
secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo formado por las secuencias

identificadas como SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6.

Otro objeto de la invencion es un oligonuciedtido que tiene una secuencia de
nucledtidos seleccionada del grupo formado por las secuencias identificadas como SEQ

ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9.

Es también objeto de la invencion ofrecer un oligonucledtido que tiene una
secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo formado por las secuencias

identificadas como SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12.

Aunado a lo anterior es también objeto de la invencidon ofrecer una sonda
marcada que comprende un oligonucleétido identificado como SEQ ID NO: 3; y al

menos un marcador.

Otro objeto de la invencion es ofrecer una sonda marcada que comprende un

oligonucleétido identificado como SEQ ID NO: 6; y al menos un marcador.

Es también objeto de la invencién una sonda marcada que comprende un

oligonucleétido identificado como SEQ ID NO: 9; y al menos un marcador.

Otro objeto de la invencién es ofrecer una sonda marcada que comprende un

oligonucleétido identificado como SEQ ID NO: 12; y al menos un marcador.

6
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Finalmente es objeto de la invencién ofrecer un juego de diagndstico para la
deteccién y cuantificacion mdltiple y simultdnea de cualquier combinacién de -
patdgenos, tales como Listeria sp, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y/o
Escherichia coli O157:H7, en una o mas muestras de ensayo mediante reaccion de
amplificacion multiplex empleando la reaccidén en cadena de la polimerasa en tiempo
real, el juego de diagnéstico tiene (a) uno o mas oligonucledtidos segin cualquiera de
los grupos de secuencias identificadas como SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ 1D
NO: 3; SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 5; SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8y
SEQ ID NO: 9; y/o SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12; (b) una o mas
sondas marcadas que tienen cualquiera de oligonucledtidos con las secuencias
identificadas como SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 12; vy
un marcador diferente para cada secuencia; y (c) otros reactivos o composiciones

necesarias para llevar a cabo el ensayo.

DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

Los detalles caracteristicos de la invencién se describen en los siguientes
parrafos en conjunto con las figuras que lo acompafan, las cuales son con el propésito

de definir al invento pero sin limitar el alcance de éste.

Figura 1 ilustra una curva de calibracién para Listeria sp de acuerdo al invento,
donde Al: es una referencia de mayor concentracion; A4: es una referencia de menor
concentracién. La lectura de una muestra se interpola en las lecturas de las

referencias para conocer las UFC/ml.

Figura 2 ilustra una curva de calibracion para Staphylococcus aureus de

acuerdo al invento, donde Al: es una referencia de mayor concentracion; A4: es una
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referencia de menor concentracién. La lectura de una muestra se interpola en las

lecturas de las referencias para conocer las UFC/ml.

Figura 3 ilustra una curva de calibracion para Campylobacter jejuni de acuerdo
al invento, donde Al: es una referencia de mayor concentracidén; A2: es una
referencia de menor concentracién. La lectura de una muestra se interpola en las

lecturas de las referencias para conocer las UFC/ml.

Figura 4 ilustra una curva de calibracidn para Escherichia coli O157:H7 de
acuerdo al invento, donde Al: es una referencia de mayor concentracién; A3: es una
referencia de menor concentracion. La lectura de una muestra se interpola en las

lecturas de las referencias para conocer las UFC/ml.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El termino “amplificacion enzimatica de ADN”, como es empleado en el
contexto de la presente descripcion, significa el empleo de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para incrementar la concentracion de una secuencia en particular de
ADN dentro de una mezcla de secuencias de ADN. La secuencia particular de ADN que

es amplificada es referida como una “secuencia objetivo”.

El término “par de iniciadores” es empleado bajo el significado de un par de
iniciadores oligonucledtidos que son complementarios a las secuencias que lindan con
la secuencia objetivo. El par de iniciadores consiste de un iniciador “corriente arriba”
que tiene una secuencia de acido nucleico que es complementaria a una secuencia
“corriente arriba” de la secuencia objetivo, y un iniciador “corriente abajo” que tiene
una secuencia de acido nucleico que es complementaria a una secuencia “corriente

abajo” de la secuencia objetivo.
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El término “reaccion de amplificacidon muitiplex” significa, en el contexto de la
presente descripcién, amplificacion, por procedimiento de PCR, de multiples

secuencias objetivo de DNA en unha muestra de ensayo en particular.

En la presente invencion se detectaron y cuantificaron simultdneamente cuatro
bacterias utilizando la técnica de PCR en tiempo real, que en comparacién con las
otras técnicas, no se requirié de un pre-enriquecimiento, ni de preparar serie de tubos
con una mezcla de reaccion especifica para cada bacteria a detectar; es necesario
resaltar que representa un avance el hecho de detectar cuatro bacterias de manera
simultdnea y reducir el tiempo total de analisis a 2,5 h minimo representando una
ventaja competitiva en la dism\inucién del costo de analisis, utilizando una misma
mezcla para la prueba de deteccién. Ademas de lograr una mejor sensibilidad, ya que
la preparacion de la muestra (que ya esta incluida en el tiempo de 2,5 h) ha permitido
obtener mejores resultados porque se ha adecuado de tal forma que no existen

factores que puedan influir desfavorablemente en la amplificacion.

El método proporcionado por esta invencion permite detectar, identificar y
cuantificar simultdneamente muitiple patégenos transmisibles por alimentos,
superficies o ambientes contaminados, tales como Listeria sp, Staphylococcus aureus,
Campylobacter jejuni y/o Escherichia coli O157:H7, en una o mas muestras de
ensayo, mediante reaccion de amplificacion multiplex empleando la reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real. La muestra de ensayo puede ser cualquier
muestra que contiene ADN en la que se desea conocer la posible contaminacién por
dichos patdgenos. En una realizacion particular, dicha muestra de ensayo es una
muestra de un producto alimenticio, por ejemplo, ‘productos carnicos y lé’cteos, o una

muestra de superficies o ambientes contaminados.
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OLIGONUCIEOTIDOS: DISENO E INFORMACION DE SECUENCIA

Los oligonucledtidos de la invencion han sido disefiados con el propdsito de
identificar especificamente a Listeria sp, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni
y Escherichia coli 0157:H7 que puedan estar presentes en un muestra de ensayo sin

dar falsos positivos debido a la presencia de otros patégenos presentes en la misma.

Se cuenta con un par de iniciadores oligonucledtidos para cada uno de los
patégenos a identificar (Listeria sp, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y
Escherichia coli 0157:H7), tal que cada par de iniciadores comprenden una primera
secuencia nucledtida sintética “corriente arriba” complementaria a una secuencia
nucledtida “corriente arriba” que linda con el extremo 5’ de una secuencia de acido
nucleico objetivo y una segunda secuencia nucledtida sintética “corriente abajo”
complementaria a una secuencia “corriente abajo” que linda con el extremo 3’ de la
secuencia de &cido nucleico objetivo. Las secuencias de nucledtidos deben tener cada
par de iniciadores de oligonucledtidos que son especificos al patdgeno a detectar, de
tal manera que no reaccionen o se crucen con otrés patdgenos. Asi mismo, para cada
uno de los patdégenos a identificar se desarrollé una secuencia sintética de prueba para

sonda. Los oligonucleétidos desarrollados se muestran en la Tabla 1.

Identificador Tipo Patégeno Secuencia Nucledtida

SEQ ID NO: 1 I”'C'a;'r‘;irbac,,";”e”te Listeria sp | CTTGACATCCTTTGACCACTCTG
SEQ ID NO: 2 I“'C'agg;j o lente | icteriasp | GACTTAACCCAACATCTCACGAC
SEQ ID NO: 3 Prueba P Listeria sp AGCTGACGACAACCATGCACCACC
. Iniciador “corriente | Staphylococcus
SEQ ID NO: 4 arriba” F aureus AACAAAACAGACCATCTTTAAGCG
. Iniciador “corriente | Staphylococcus
SEQ ID NO: 5 abajo” R aureus AGATGAGCTACCTTCAAGACCTTC
SEQ ID NO: 6 Prueba P Stapgl’j lgf;““s ACTCAACCGACGACACCGAACCCT
Y . Iniciador “corriente | Campylobacter
SEQ ID NO: 7 arriba” F jejuni GCAGCAGTAGGGAATATTGCG
SEQ ID NO: 8| Iniciador “corriente | Campylobacter | TACGCTCCGAAAAGTGTCATCC
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abajo” R Jjejuni ,
SEQ ID NO: 9 Prueba P Cam?é’] !ggf'“er AACCCTGACGCAGCAACGCCGC
. Iniciador “corriente | Escherichia coli
SEQ ID NO: 10 rriba” F 0157117 | GCAGATAAACTCATCGAAACAAGG
i Iniciador “corriente | Escherichia coli
SEQ ID NO: 11 Sbaio” R 0157117 | TARATTAATTCCACGCCAACCAAG
SEQ ID.NO: 12 Prueba P Escherichia coll | \ - cTGTCCACACGATGCCAATGT
0157:H7
Tabla 1

En una realizacion preferente de la invencion las secuencias SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO:12 empleadas como sondas de prueba son
marcadas en su extremo 5’ con un fluordforo o un colorante capaz de emitir energia, y
en su extremo 3’ con un apagador o un colorante capaz de capturar la energia emitida
de la excitacién del fluoréforo. Los fluoréforos y apagadores, empleados como
marcadores para poder detectar e identificar Listeria sp, Staphylococcus aureus,
Campylobacter jejuni y Escherichia coli O157:H7 sin producir reacciones cruzadas

entre ellos y los demas componentes, son mostrados en la Tabla 2.

Fluoréforo | Apagador
para para
Identificador Patégeno Secuencia Nucleotida ma;aje ma;aje
extremo | extremo
5 3"
SEQ D NO: | isteria sp - | AGCTGACGACAACCATGCACCACC|  TET BHQ-1
SEQ 1(153 NO: Stapgg;gzzccus ACTCAACCGACGACACCGAACCCT | TxR BHQ-2
SEQ D NO: Cam%fggf"’ter AACCCTGACGCAGCAACGCCGC | Cy5 BHQ-3
SEQ ID NO: | Escherichia coli )
> e O | ACCCTGTCCACACGATGCCAATGT | FAM BHQ-1
Tabla 2
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PREPARACION DE LA MUESTRA O MUESTRAS DE ENSAYO DE ADN

Para el desarrollo de la metodologia del invento se consideraron los siguientes

pasos para la preparacion de una muestra de ensayo:

Se procede a una etapa de lavado, donde una muestra de alimento, superficie
o ambiental se somete a una solucién salina formando una suspensiéon que
posteriormente es centrifugada para obtener un primer sedimento obtenido por la

eliminacién de sustancias hidrosolubles presentes en la suspensién.

Una vez obtenido el sedimento de la muestra, éste se incuba con lisozima para
romper la pared celular de las bacterias ahi presentes, para posteriormente proceder a
una incubacién con proteinasa K para provocar la hidrdlisis .de las proteinas y de la

lisozima previamente adicionada.

La extraccidn de las proteinas y demas compuestos liposolubles ahi presentes
se hace por medio de aplicacion de fenol-cloroformo-alcohol, a fin de que una vez
extraidas, por medio de una precipitacién con etanol, se proceda a una precipitacién

selectiva del ADN presente, formando una concentracién de ADN que es secada.

Finalmente con la concentracién de ADN obtenida, se forma una suspension
que es calentada a aproximadamente 65 °C que origina una rapida disolucién de la

muestra de ADN.
En cada uno de los elementos probados se hicieron pruebas de cantidad de

reactivo adicionado, tiempos de centrifugacidn-incubacion, repeticion de los lavados,

hasta encontrar las condiciones Optimas. La preparacién de la muestra se realizd
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tomando en cuenta que todos los reactivos y muestras deben mantenerse en

temperatura de refrigeracién durante su proceso.

Ejemplos del proceso de preparacion de la muestra o muestras de ensayo de

ADN son descritos a continuacion:

Eiemplo 1: Preparacidon de muestra de ADN a partir de una muestra de

alimento de productos carnicos o quesos,

1.

10.

11.

12.

13.

14,

Colocar 25 g de la muestra de alimento en un tubo cénico de 50 mil estéril, y aforar
a 40 ml con solucidn salina estéril a temperatura ambiente.

Dejar reposar el tubo con la muestra de alimento por 10 min en posicién vertical.
Eliminar el alimento, centrifugar a 3500 min! por 15 min y extraer

cuidadosamente el sobrenadante para no perder el sedimento.

. Agitar en vortex el sedimento por 10 s.

. Transferir la totalidad del sedimento a un tubo Eppendorf de 2 ml, enjuagar el tubo

cdnico con 1 mi de salina estéril y reunir el lavado con el obtenido previamente.
Centrifugar a 14 000 min™ por 8 min. |

Eliminar todo el sobrenadante con pipeta automatica.

Afadir 100 pl de Tris-HCI de 100 mmol y pH=8, y 30 ug de lisozima, y mezclar en
vértex por 10 s.

Incubar a 37 ©C por 30 min en bafio de agua.

Afadir 100 pt de TE 1X con SDS al 1% y 3 pl de Proteinasa K (20 mg/ml).

Mezclar e incubar a 55 °C por 30 min.

Agregar 500 p! de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (24:24:1) y 100 pl de TE 1X
y agitar 5 min por inversion.

Centrifugar por 8 min a 13 500 min™ y transferir 250 pl de la fase superior a otro
tubo.

Adfadir 582,5 pl de etanol absoluto y mantener en el congelador por 10 min.
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15.

16.

17.

18.

19.

Centrifugar por 8 min a 13 500 min™,

Decantar y secar.

Redisolver en 25 pl de TE 1X y asegurar que el boton de DNA se disuelva.
Calentar a 65 °C por 15 min.

Dejar a temperatura ambiente por 30 min y procesar.

Eiemplo 2: Preparacién _de muestra de ADN_ a partir de una muestra de

ambiente o de superficie.

1.

10.

11.

12.

13.

Pasar una esponja estéril por una superficie de 20 cm x 20 cm a analizar para
obtener una muestra.

Exprimir la esponja en una bolsa para proceder a decantar el liquido en un tubo
cbnico de 50 ml, y aforar a 40 mi con solucién salina estéril.

Centrifugar a 3500 min™! por 15 min y extraer cuidadosamente el sobrenadante
para no perder el sedimento.

Agitar en vodrtex el sedimento por 10 s.

. Transferir la totalidad del sedimento a un tubo Eppendorf.de 2 ml. Enjuagar el tubo

cénico con 1 mli de salina estéril y reunir el lavado con el obtenido previamente.
Centrifugar a 14 000 min™ por 8 min.

Lavar 2 veces mas con 1.5 mi de solucién salina estéril.

Eliminar todo el sobrenadante con pipeta automatica.

Aﬁadir 100 ! de Tris-HCl de 100 mmol y pH=8, y 30 ug de lisozima, y mezclar en
virtex por 10 s.

Incubar a 37 °C por 30 min en bafio de agua.

Afiadir 100 pl de TE 1X con SDS al 1% y 3 pl de Proteinasa K (20 mg/mt).

Mezclar e incubar a 55 9C por 30 min.

Agregar 500 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamflico (24:24:1) y 100 pl de TE 1X

y agitar 5 min por inversion.

14



WO 2007/123386 PCT/MX2007/000052

14. Centrifugar por 8 min a 13 500 min™! y transferir 250 pl de la fase superior a otro
tubo.

15. Afiadir 582,5 ul de etanol absoluto y mantener en el congelador por 10 min.

16. Centrifugar por 8 min a 13 500 min™,

17.Decantar y secar.

18. Redisolver en 25 ul de TE 1X. Asegurarse de que el botén de DNA se disuelva.

19, Calentar a 65 °C por 15 min.

20'. Dejar a temperatura ambiente por 30 min y procesar.

PREPARACION DE [ A MEZCLA DE REACCION

Una vez obtenida la muestra o muestras de ensayo de ADN se prepara una

mezcla de reaccion utilizando los componentes descritos en la Tabla 3.

Componente de la Mezcla de Concentracién { Cantidad a | Concentracion
Reaccion inicial ahadir (u)) final
MgCl, 50 mmol 1,75 3,5
DNTPs 10 mmol 0,5 200 umol
Buffer 10X 3,75 1,5X
SEQID NO: 1 5 nmol 1 200 pmol
Listeria sp SEQ ID NO: 2 5 nmol 1 200 pmol
SEQ ID NO: 3 5 nmol 0,25 50 pmol
SEQID NO: 4 5 nmol 1 200 pmol
Stapgg igzzccus SEQ ID NO: &5 5 nmol 1 200 pmol
SEQ ID NO: 6 5 nmol 0,25 50 pmol
SEQ ID NO: 7 5 nmol 1,5 300 pmol
Cam%(ggia“er SEQ ID NO: 8 5 nmol 1,5 200 pmol
SEQ ID NO: 9 5 nmol 1,75 350 pmol
. . { SEQ ID NO: 10 5 nmol 1 200 pmol
Escg‘;g;f_’;j;"” SEQID NO: 11| 5 nmol 1 200 pmol
SEQ ID NO: 12 5 nmol 0,25 50 pmol
ADN polimerasa Taq 5 U/ul 0,25
Agua 2,25
Muestra de ensayo de ADN 5
Volumen Total 25
Tabla 3

Posteriormente, se procede a preparar un cdctel de reaccion para 100

reacciones mezclando los componentes descritos en la Tabia 4.
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Componente de la Mezcla de Cantidad a afiadir Cantidad a afiadir
Reaccion (ul) para una (ul) para 100
reaccion reaccion
MgCl, 1,75 175
DNTPs 0,5 50
Buffer 3,75 375
SEQ ID NO: 1 1 100
Listeria sp SEQ ID NQO: 2 1 100
SEQ ID NO: 3 0,25 25
SEQ ID NO: 4 1 100
Stapgg[gfj‘;c"“s SEQ ID NO: 5 1 100
SEQ ID NO: 6 0,25 25
SEQ ID NO: 7 1,5 150
Cam}".’e’;(ggf’“er SEQ ID NO: 8 1,5 150
SEQ ID NO: 9 1,75 175
. .| SEQ ID NO: 10 1 100
Escg‘jgg_,'ﬁ;o” SEQ ID NO: 11 1 100
SEQ ID NO: 12 0,25 - 25
Agua 2,25 225
Muestra de ensayo de ADN 5
Tabla 4

El coctel preparado se mezcla perfectamente por inversiéon y se dispensan
19,75 pl én viales Eppendorf de 0,5 ml para ser almacenados en congelacién

protegidos de la luz.

REACCION DE AMPLIFICACION MULTIPLEX EMPLEANDO PCR EN TIEMPO REAL Y

DETECCION Y CUANTIFICACION DE PATOGENOS

En una realizacion preferente del invento, la reaccién de amplificacion multiplex
empleando PCR en:tiempo real proporciona muchas ventajas sobre el método de PCR
convencional de un solo objetivo a detectar. La reaccién de amplificacion multiplex
empleando PCR requiere del desarrollo de las iniciadores oligonucledtidos y sondas
especificas para la secuencia objetivo del patégeno a detectar, de tal manera que
dichos iniciadores oligonucledtidos y sondas sean compatibles entre si dentro de una

misma temperatura 6éptima de entre 40 °C a 65 °C y sometidas a las mismas
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condiciones de reaccion quimica a fin de permitir el cruzamiento o atadura, por
hibridacién, de dos segmeuntos de acido nucleico complementarios. Aunado a esto, los
juegos de iniciadores oligonucledtidos y sondas no deben reaccionar cruzadamente ni
cruzarse o atarse, durante la amplificacion, a otras secuencias de acido nucleico para

{as cuales no fueron disefados.

Teniendo en cuenta lo anterior, los siguientes pares de iniciadores
oligonucledtidos son usados para amplificar cada una de las secuencias objetivo de
acido nucleico de cada patdgeno a detectar. Un par de iniciadores oligonucleétidos de
Listeria sp identificados como SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 que se cruzan o atan a
una secuencia objetivo del genoma de Listeria sp. Un par de iniciadores
oligonucledtidos de Staphylococcus aureus identificados como SEQ ID NO: 4 y SEQ ID
NO: 5 que se cruzan o se atan a una secuencia objetivo del genoma de
Staphylococcus aureus. Un par de iniciadores oligonucleétidos de Campylobacter jejuni
identificados como SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8 que se cruzan o se atan a una
secuencia objetivo del genoma de Campylobacter jejuni. Y un par de iniciadores
oligonucleodtidos de Escherichia coli 0157:H7 identificados como SEQ ID NO: 10 y SEQ
ID NO: 11 que se cruzan o se atan a una secuencia objetivo del genoma de

Escherichia goli O157:H7.

Cada sonda identificadas como SEQ ID NO:3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9y
SEQ ID NO: 12, que es empleada en la reacciéon de amplificacion multiplex empleando
PCR en tiempo real, es un secuencia oligonucleétida doblemente marcada que es
complementaria a cada una de las secuencias intermedias en los productos
amplificados obtenidos. Cada una de las sondas estdn marcadas en su extremo 5’ con
un fluoréforo o un colorante capaz de emitir energia, y en su extremo 3’ con un
apagador o un colorante capaz de capturar la energia emitida de la excitacion de dicho

fluordforo, tal como lo describe Nazarenko et al. en la patente estadounidense US-

17



io

15

20

25

WO 2007/123386 PCT/MX2007/000052

5866336 donde se hace mencién a fluoréforos que transfieren energia y como estos
son aplicados en los iniciadores oligonucledtidos en los métodos de amplificacion

nucleica.

En una realizacién preferente de la invencién, los fluoréforos empleados son
TET, TR, Cy5, FAM; mientras que los apagadores empleados son BHQ-1, BHQ-2 y
BHQ-3. Tal que la secuencias oligonucleétidas empleadas como sondas (SEQ ID NO:3,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 12) son marcadas en sus extremos 5’y 3’

conforme a la combinacién indicada en la Tabla 2 antes mencionada.

En un ejemplo particular de realizacién, la muestra de ADN es preparada para

su amplificacion en las siguientes condiciones:

Muestra de lacteos o de ambiente: Se descongela un vial con 19,75 ul de céctel

preparado y se afiaden 0,25 wl de ADN polimerasa Taq, 4 wl de agua y 1 ul de la

muestra de ADN a analizar.

Muestra de productos cdrnicos o quesos: Se descongela un vial con 19,75 ul de

coctel preparado y se afiaden 0,25 pl de ADN polimerasa Taq y 5 ul de la muestra de

ADN a analizar.

La reaccion de amplificacién multiplex empleando PCR se realiza en un aparato
para el control simultdneo de multiples amplificaciones de acido nucleico, como el
aparato descrito por Russell G. Higuchi y Robert M. Watson en la publicacion de
patente europea EP-640828, él cual generaimente consiste de un termociclador con
una pluralidad de orificios en los que se introducen tubos que contienen la mezcla de
reaccién para la amplificacién enzimdtica de ADN de los patdgenos a detectar e

identificar; una fuente de luz acoplada al termociclador y adaptada para distribuir la
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luz sobre la pluralidad de orificios; y un sensor o’ detector de fluorescencia adaptado

para detectar simultaneamente la luz emitida.

Con el objeto de cuantificar los microorganismo presentes en la muestra, se
elaboran curvas de calibracién preparando suspensiones de cada una de los patégenos
a detectar (Listeria sp, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y Escherichia coli
0157:H7), ajustando la turbidez al tubo 0,5 de Mc Farland para preparar diluciones al
10, 1072, 103, 10% 10°% 10% 10’ y 10® para posteriormente contaminar 25 g de
alimento con cada una de estas suspensiones (un alimento por cada dilucion), después
se procede a la extraccion de DNA como si fuera una muestra y se prepara una cuenta
en placa de cada una de las diluciones preparadas para ser sometidas al
termociclador, asignando la concen’;racién de patdgenos correspondiente. Finalmente
se construye la curva de cT contra log ug/g, obteniéndose asi una curva de calibracién
para Listeria sp (ver’Figura 1), Staphylococcus aureus (ver Figura 2), Campylobacter

jejuni (ver Figura 3) y Escherichia coli 0157:H7 (ver Figura 4).

En una realizacidon particular, el aparato utilizado comprende un termociclador
rapido en tiempo real unido a un sistema de deteccién por fluorescencia, lo que
permite la supervision en tiempo rea! del proceso de amplificacién tras cada ciclo. Un
ejemplo de termociclador empleado en el método del invento es el SMART CYCLER® II

de CEPHEID®.

DETECCION Y CUANTIFICACION DE PATOGENOS PRESENTES EN (A MUESTRA DE ADN

La presencia o ausencia y cuantificacién de patdgenos en cualquier combinacién
de Listeria sp, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni yfo Escherichia coli
0157:H7 en la muestra o muestras de ensayo se determina por una sefial fluorescente

o emision de fluorescencia especifica de cada producto o muestra de ADN amplificada.
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Para esto se hace incidir una longitud de onda especifica para la excitacion de cada

fluoréforo y se detecta su emision a longitudes de onda especificas.
RESULTADOS

En un ejemplo de realizacién, la Tabla 5 indica las condiciones en que se llevé a
cabo la reaccidon de amplificacion muiltiplex, la Tabla 6 los limites de deteccidn
alcanzados y la Tabla 7 muestra las lecturas de las concentraciones que se obtuyieron
como resultado de la deteccidon y cuantificaciéon de los cuatro patdgenos (Listeria sp,
Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y/o Escherichia coli 0157:H7) en forma
simultdnea en muestras de carnes frias, lacteos y ambiente, mediante la utilizacion de
un soblo dispositivo con una sola mezcla de reactivos y cuatro oligonucledtidos
especificos para diferentes patdégenos a una sola condicion de temperaturas y mezcla
para su amplificacién. Asi como también las Figuras 1, 2, 3 y 4 muestran graficamente

su deteccién y cuantificacion.

Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos
Proceso inicial 94 120 1
oo Ly 94 15
Ampilificacion 63 55 40
Tabla 5

Tipo de muestra .Listeria | Staphylococcus | Campylobacter Escherichia
sp aureus jejuni coli O157:H7
ALIMENTOS
Carnicos y Quesos
(unidades 1 3 160 16
gendmicas/g).
AMBIENTE
Drenaje
(unidades 1 3 160 16
endémicas/muestra)
Pisos
(unidades 1 3 160 16
endmicas/muestra)
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Superficie en
contacto
(unidades 1 3 160 16
genémicas/muestra)
Paredes
(unidades 1 3 160 i6
genomicas/muestra)
Operadores :
(unidades 1 3 160 16
gendmicas/muestra)
Tabla 6
Prueba . . Staphylococcus Campylobacter Escherichia coli
de Listeria sp Sy .
referencia aureus Jjejuni 0157:H7
(UFC/ml) | Lectura | (UFC/ml) | Lectura | (UFC/ml} | Lectura | (UFC/mi) | Lectura
Al 10000000 | 12,72 | 10000000 | 14,98 1000000 15,50 1000000 13,8
A2 1000000 15,5 1000000 18,48 100000 17,50 100000 17,2
A3 100000 18,86 100000 22,34 0 0 10000 20,4
Ad 10000 22,69 10000 28,51 0 0 0 0
Tabla 7

La método del presente invento no requiere un pre-enriquecimiento, por lo cual
el tiempo de proceso es mucho mas corto, aproximadamente 2,5 h, y se tiene la
capacidad de detectar y cuantificar patégenos viables cultivables ademas de

patégenos viables no cultivables de forma simultanea.

JUEGO DE DIAGNOSTICO

En general, los juegos de diagnéstico de la invencién contienen cada una de las
parejas de iniciadores oligonucleétidos correspondientes a cada uno de las patégenos
a detectar (Listeria sp, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y/o Escherichia
coli 0157:H7), al igual que cada una de las sondas marcadas para cada uno de dichos

patégenos, con el fin de poder elegir entre realizar la deteccién de un solo patégeno
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(usando solo el par de iniciadores oligonucledtidos y su sonda marcada), o bien para la
deteccién combinada o simultédnea de los cuatro patégenos mencionados, dependiendo

de las necesidades.

Los juegos de diagndstico proporcionados por esta invencién pueden
presentarse en forma de estuche conteniendo, ademas de unos recipientes con los
pares de iniciadores oligonucleétidos y/o sondas marcadas mencionados previamente,
unos recipientes con la totalidad o parte del resto de los reactivos necesarios para la
realizacién del método en cuestion, por ejemplo, agua ultrapura, dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP, y dTTP), un tampdn adecuado para la reaccién de amplificacion enzimatica, una
ADN polimerasa termoestable (por ejemplo, ADN polimerasa Taq), una sal magnésica
(por ejemplo, MgCl,), entre otros. Adicional y opcionalmente, los juegos de
diagnéstico proporcionados por esta invencién pueden incluir unos recipientes con
ADN de Ljsteria sp, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y/o Escherichia coli

0157:H7 para su empleo como controles positivos.

Basado en las realizaciones descritas anteriormente, se contempla que las
modificaciones de los ambientes de realizacién descritos, asi como los ambientes de
realizacion alternativos seran considerados evidentes para una persona experta' en el
arte de la técnica bajo la presente descripcién. Es por lo tanto, contemplado que las
reivindicaciones abarcan dichas modificaciones y alternativas que estén dentro del

alcance del presente invento o sus equivalentes.
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REIVINDICACIONES

. Un método para la detecciéon y cuantificacion multiple y simultdnea de cualquier

combinacion de patégenos, seleccionados de un grupo consistente de Listeria sp,
Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y Escherichia coli O157:H7, en una o
mas muestras de ensayo mediante reaccion de amplificacion multiplex empleando
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, el método comprende
los pasos de:

a) extraer ADN presente en dicha muestra o muestras de ensayo;

b) preparar una mezcla de reaccidon especifica para dichos patdégenos a
detectar y cuantificar, comprendiendo dicha mezcla de reaccién los
reactivos necesarios para la amplificacién enzimatica -del ADN extraido e
identificacion de dichos patégenos a detectar y cuantificar;

c) amplificar, mediante reaccion de amplificacién muitiplex empleado PCR,
dicha mezcla de reaccion; y

d) determinar simultdneamente la presencia o ausencia y cuantificacion de
dichos patdgenos en dicha muestra o muestras de ensayo;

en donde dicho método se caracteriza porque

i) dicha mezcla de reaccién para la amplificacion enzimatica del ADN extraido
e identificacidén de cualquier combinacion de Listeria sp, Staphylococcus
aureus, Campylobacter jejuni y/o Escherichia coli O157:H7 a detectar y
cuantificar comprende:

un primer par de iniciadores oligonucleétidos identificados como
SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: ‘2 y una sonda identificada como SEQ ID
NO: 3, los cuales se cruzan o se atan a un primera secuencia objetivo de
acido nucleico de Listeria sp;

un segundo par de iniciadores oligonucledtidos identificados como

SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5 y una sonda identificada como SEQ ID
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NO: 6, los cuales se cruzan o se atan a una segunda secuencia objetivo
de acido nucleico de Staphylococcus aureus;

un tercer par de iniciadores oligohucleétidos identificados como
SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8 y una sonda identificada como SEQ ID
NO; 9, los cuales se cruzan o se atan a una tercera secuencia objetivo
de acido nucleico de Campylobacter jejuni; y/o

un cuarto par de iniciadores oligonucleotidos identificados como
SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11 y una sonda identificada como SEQ ID
NOQO: 12, los cuales se cruzan o se atan a una cuarta secuencia objetivo
de acido nucleico de Escherichia coli O157:H7;

ii) la presencia o ausencia y cuantificacién de dichos patdgenos en cualquier
combinacion de Listeria sp, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni
y/o Escherichia coli 0157:H7 en dicha muestra o muestras de ensayo se
determina por una sefial fluorescente o emision de fluorescencia especifica

de cada patogeno.

2. El método de ia reivindicacion 1, caracterizado porque dicha muestra o muestras de

ensayo es una muestra de alimentos procesados o de ambiente.

3. El método de la reivindicacién 1, caracterizado porque dicho paso de extraer ADN
presente en dicha muestra o muestras de ensayo, incluye los pasos de:
colocar dicha muestra de ensayo en una solucién salina estéril;
remover los elementos solubles en agua; y

obtener un concentrado.

4. El método de la reivindicacién 1, caracterizado porque dicha mezcla de reaccién

comprende:
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al menos 200 pmol del iniciador oligonucledtido identificado como SEQ ID NO:

1;

al menos 200 pmol del iniciador oligonucléétido identificado como SEQ ID NO:
2;

al menos 50 pmol del oligonucledtido de la sonda identificada como SEQ ID
NO: 3;

al menos 200 pmol del iniciador oligonucledtido identificado como SEQ ID NO:
4, |

al menos 200 pmol del iniciador oligonucleétido identificado como SEQ ID NO:
5;

al menos 50 pmol del oligonucleétido de la sonda identificada como SEQ iD
NO: 6;

al menos 300 pmol del iniciador oligonucleétido identificado como SEQ ID NO:
7;

al menos 200 pmol del iniciador oligonucleétido identificado como’SEQ ID NO:
8;

al menos 350 pmol del oligonucledtido de la sonda identificada como SEQ ID
NQO: 9;

al menos 200 pmol del iniciador oligonucleétido identificado como SEQ ID NO:
10;

al menos 200 pmol del iniciador oligonucleétido identificado como SEQ ID NO:
11; y/o

al menos 50 pmol del oligonucledtido de la -sonda identificada como SEQ ID
NO: 12.

. El método de la reivindicacién 1, caracterizado porque incluye una o mas sondas

para detectar producto o productos amplificados de PCR, en donde cada sonda es

complementaria a una secuencia dentro de la secuencia a detectar de cualquier
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combinacidon de Listeria sp, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y/o

Escherichia coli O157:H7.

6. El método de la reivindicacion 5, caracterizado porque una primera sonda
comprende:
un oligonucleétido identificado como SEQ ID NO: 3; y.

al menos un marcador.

7. El método de la reivindicacién 6, caracterizado porque dicha primera sonda esta
marcada en su extremo 5’ con fluordfore o un colorante capaz de emitir energia y
en su extremo 3’ con un apagador o un colorante capaz de capturar la energia

emitida de la excitacidon de dicho fluoréforo.

8. El método de la reivindicacién 7, caracterizado porque dicho fluoréforo es TET.

9. El método de la reivindicacion 7, caracterizado porque dicho apagador es BHQ-1.

10. El método de la reivindicacién 5, caracterizado porque una segunda sonda
comprende:
un oligonucledtido identificado como SEQ ID NO: 6; y

al menos una marcador.

11. El método de la reivindicacién 10, caracterizado porque dicha segunda sonda esta
marcada en su extremo 5’ con fluoréforo o un colorante capaz de emitir energia y
en su extremo 3’ con un apagador o un colorante capaz de capturar la energia

emitida de la excitacién de dicho fluoréforo.

12; El método de la reivindicacion 11, caracterizado porque dicho fluoréforo es TxR.
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13. El método de la reivindicacién 11, caracterizado porque dicho apagador es BHQ-2.

14. El método de la reivindicacion 5, caracterizado porque una tercera sonda
comprende:
un oligonucleédtido identificado como SEQ ID NO: 9; vy

al menos un marcador.

15. El método de la reivindicacion 14, caracterizado porque dicha tercera sonda esta
marcada en su extremo 5’ con fluoréforo o un colorante capaz de emitir energia y
en su extremo 3’ con un apagador o un colorante capaz de capturar la energia

emitida de la excitacién de dicho fluoréforo.

16. El método de la reivindicacién 15, caracterizado porque dicho fluoréforo es CyS5.

17. El método de la reivindicacidn 15, caracterizado porque dicho apagador es BHQ-3.

18. El método de la reivindicacidon 5, caracterizado porque una cuarta sonda

comprende:
un oligonucledtido identificado como SEQ ID NO: 12; y

al menos un marcador.

19. El método de la reivindicacién 18, caracterizado porque dicha cuarta sonda esta
marcada en su extremo 5’ con fluoréforo o un colorante capaz de emitir energia y
en su extremo 3’ con un apagador o un colorante capaz de capturar la energia

emitida de la excitacién de dicho fluoréforo.

20. El método de la reivindicacién 19, caracterizado porque dicho fluoréforo es FAM.
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21. El método de la reivindicacidn 19, caracterizado porque dicho apagador es BHQ-1.

22. EI método de la reivindicacion 5, caracterizado porque dichas sondas estan
marcadas en su extremo 5’ con fluoréforo o un colorante capaz de emitir energia, y
en su extremo 3’ con un apagador o un colorante capaz de capturar la energia

emitida de la excitacién de dicho fluordforo.

23. El método de la reivindicacion 22, caracterizado porque dicho fluordforo es

seleccionado de un grupo que consiste de TET, TxR, Cy5 y FAM.

24. El método de la reivindicacidn 22, caracterizado porque dicho apagador es

seleccionado de un grupo que consiste de BHQ-1, BHQ-2 y BHQ-3.

25. Un oligonucledtido que se caracteriza por tener una secuencia de nucledtidos
seleccionada de un grupo formado por las secuencias identificadas como SEQ ID

NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3.

26. Un oligonucledtido que se caracteriza por tener una secuencia de nucledtidos
seleccionada de un grupo formado por las secuencias identificadas como SEQ ID

NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6.

27. Un oligonucleétido que se caracteriza por tener una secuencia de nucleétidos
seleccionada de un grupo formado por las secuencias identificadas como SEQ ID

NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9.
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28. Un oligonucledtido que se caracteriza por tener una secuencia de nucleétidos
seleccionada de un grupo formado por las secuencias identificadas como SEQ ID

NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12.

5 29. Una sonda marcada que se caracteriza por comprender:
un oligonucleétido identificado como SEQ ID NO: 3; y

al menos un marcador.

30. La sonda marcada de la reivindicacién 29, caracterizada porque dicha sonda esta
10 marcada en su extremo 5’ con fluordforo o un colorante capaz de emitir energia y
en su extremo 3’ con un apagador o un colorante capaz de capturar la energia

emitida de la excitacién de dicho fluordforo.

31. La sonda marcada de la reivindicacién 30, caracterizada porque dicho fluoréforo es

15 TET.

32. La sonda marcada de la reivindicacion 30, caracterizada porque dicho apagador es

BHQ-1.

20 33. Una sonda marcada que se caracteriza por comprender:
un oligonucledtido identificado como SEQ ID NO: 6; y

al menos un marcador.

34, La sonda marcada de la reivindicacion 33, caracterizada porque dicha sonda esta
25 marcada en su extremo 5’ con fluoréforo o un colorante capaz de emitir energia y
en su extremo 3’ con un apagador o un colorante capaz de capturar la energia

emitida de la excitacidon de dicho fluoréforo.
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35. La sonda marcada de la reivindicacion 34, caracterizada porque dicho fluoréforo es

TxR.

36. La sonda marcada de la reivindicacion 34, caracterizada porque dicho apagador es

BHQ-2.

37. Una sonda marcada que se caracteriza por comprender:
un oligonucledtido identificado como SEQ ID NO: 9; y

al menos un marcador.

38. La sonda marcada de la reivindicacién 37, caracterizada porque dicha sonda esta
marcada en su extremo 5’ con fluoréforo o un colorante capaz de emitir energia y
en su extremo 3’ con un apagador o un colorante capaz de capturar la energia

emitida de la excitacién de dicho fluoroforo.

39. La sonda marcada de la reivindicaciéon 38, caracterizada porque dicho fluoréforo es

Cys5.

40. La sonda marcada de la reivindicaciéon 38, caracterizada porque dicho apagador es

BHQ-3.
41. Una sonda marcada que se caracteriza por comprender:
un oligonucledtido identificado como SEQ ID NO: 12; y

al menos un marcador.

42. La sonda marcada de la reivindicacién 41, caracterizada porque dicha sonda esté

marcada en su extremo 5’ con fluoréforo o un colorante capaz de emitir energia y
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en su extremo 3’ con un apagador o un colorante capaz de capturar la energia

emitida de la excitacién de dicho fluoréforo,

43, La sonda marcada de la reivindicacion 42, caracterizada porque dicho fluoréforo es

5 FAM.

44, La sonda marcada de la reivindicacion 42, caracterizada porque dicho apagador es

BHQ-1.

10  45. Un juego de diagndstico para la deteccidn y cuantificacion mdltiple y simultanea
de cualquier combinacién de patdgenos, seleccionados de un grupo consistente de
Listeria sp, Staphylococcus. aureus, Campylobacter jejuni y Escherichia coli
0157:H7, en una o mas muestras de ensayo mediante reaccion de amplificacion
multiplex empleando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real,
15 en donde dicho juego se caracteriza por comprender:
uno o mas oligonucleotidos segun cualquiera de las reivindicaciones 25 a la 28;
una o mas sondas marcadas segin cualquiera de las reivindicaciones 29 a la
44;y
otros reactivos o composiciones necesarias para llevar a cabo el ensayo.

20
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