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RESUMEN

Este trabajo valido la técnica de PCR para la deteccidn deonocytogenea partir de ADN de cultivos

puros y en muestras de leches crudas, quesos frescos, carne de res y carne de pollo. En DNA de cultivos
puros la sensibilidad, la especificidad y la reproducibilidad encontrada fue de 100pClal y K=1,
respectivamente. Para la extraccién del ADN de los alimentos se emplearon dos métodos, el primero,
basado en la precipitacién alcohélica en presencia de Nal, lo que redujo en gran medida las grasas;
permitiendo la deteccion directa detWFC/ml en leche cruda y 10FC/g en queso fresco. El segundo
método, basado en la extracciéon con lisozima, proteinasa K y fenol-cloroformo, permitié establecer
limites de deteccién de 2§ 10 UFC/g para las carnes de res y pollo respectivamente. La PCR se bas6 en

la especificidad de los iniciadores LI1/U1 que amplificaron una banda de 938 pb (identificacién de
género) caracteristica del rDNA 16S vy los iniciadores LF/LR que amplificaron una banda de 750 pb
caracteristica del gehlyA (identificacion de especie). Los resultados de la validacién reportaron con
relacion al método “Gold Standard” una reproducibilidad, sensibilidad y especificidad del 100% en
leches crudas. Para las muestras de queso frescos se reportd una reproducibilidad de 97%, sensibilidad
96.3% vy especificidad del 100%, para la carne de pollo la reproducibilidad fue 98.43%, sensibilidad
96.9%, especificidad 100%, valor predictivo positivo 100% y valor predictivo negativo 100%, para la
carne de res todos los parametros fueron 100%. El método “Gold Standard” reporté6 100% para todos los
pardmetros. El trabajo muestra que ambas técnicas pueden ser utilizadas paraldetemacytogenes

en este tipo de alimentos y que la PCR reduce el tiempo de ensayo considerablemente.

Palabras clave:validacion, PCR mudltiplel.isteria monocytogenedeches crudas, quesos frescos, carnes
crudas de res y pollo

ABSTRACT

The object of this project was to validate the PCR technique for the detectidsterfia monocytogenes

using DNA purified from pure cultures, samples of raw milk, fresh cheese, raw beef and chicken. In DNA
from pure cultures the sensitivity, specificity and reproducibility were 100%CRI0/ml and K=1,
respectively. Two DNA extraction procedures were used. The first was based on alcohol precipitation in
the presence of Nal, which reduced the fat content considerably; allowing the direct detectib@if)/L0

ml in raw milk and 10CFU/g in fresh cheese. The second method was based on DNA extraction with
lysozyme, proteinase K and phenol-chloroform. This method allowed the establishment of the detection
limits at 1G and 10 CFU/g for raw beef and chicken, respectively. The PCR was based on the specificity
of primers LI1/U1 that amplified a 938bp band (genus identification) characteristic of 16S rDNA, and the
primers LF/LR that amplified a 750 bp band characteristic ofhillgd gene (species identification).
Validation results gave a reproducibility, sensitivity and specificity of 100% in relation to the Gold
Standard method for raw milk. In fresh cheese there was a reproducibility of 97%, a sensitivity of 96.3%
and a specificity of 100%. Raw beef tests gave a reproducibility of 98.43%, a sensitivity of 96.9%, a
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specificity of 100%, a positive predictive value of 100% and a negative predictive value of 100%. Finally,
for raw chicken all the aforementioned parameters were 100%. The Gold Standard method yielded 100%
for all the parameters. This work shows that both techniques could be used td_detectocytogenem

these types of food and that PCR considerably reduced the assay time.

Key words: validation, PCR multiplexListeria monocytogenesaw milk, fresh cheeses,
beef, poultry

INTRODUCCION 1992; Farber y Harwig, 1996; Farber, 2000).

La listeriosis humana forma parte del gru- Colombia no estd ajena al panorama mun-
po de enfermedades transmitidas pordial, donde la infeccién pdr. monocyto-
alimentos (ETA), esta enfermedad es espogenesadquiere dimensiones importantes a
radica y la ocasiondisteria monocytoge- causa de los brotes entéricos como conse-
nes Este microorganismo se ha convertidocuencia del consumo de alimentos conta-
en un problema de salud publica, y aunquaminados (Vorsteet al., 1993; Hokanson,
la incidencia esta entre 4 y 8 casos por cadd994; Torreset al., 2004b). Durante 1996
1.000.000 personas, la tasa de mortalidadn Colombia se estudié la incidencialde
es alta en comparacion con otras ETAs (20monocytogeneslos resultados indicaron
- 30%), (ONU 2000; Torrest al, 2004b). para leches crudas 34% y 2% para leches
Entre las manifestaciones clinicas asociapasteurizadas; resultados superiores en
das a listeriosis se encuentran: meningitiscomparacion con estudios realizados en
encefalitis, septicemias y aborto entre otragpaises industrializados como Holanda con
(Torreset al., 2004b). Los grupos pobla- 4.4%, Francia 4.6% y Estados Unidos con
cionales mas susceptibles a la enfermedad2% (Torreset al.,2004b). De otro lado un
son aquellos que tienen disminuida la in-estudio realizado en Antioquia, demostré
munidad celular como los recién nacidos,una prevalencia en quesos blandos del
las mujeres embarazadas, los ancianos, 1083.1% (Mososet al., 1997; Torreset al.,
enfermos de cancer o SIDA y personas al-2004b). Recientemente, un estudio reali-
cohdlicas. zado por el Laboratorio de Salud Publica
del Distrito Capital, Bogota, D.C., en mues-
Los alimentos tales como carne cruda ytras de derivados carnicos de diferentes
curada, leche cruda y pasteurizada, queshospitales entre el afio 2001 y el 2002,
y vegetales (Pinneet al., 1992; Goulet, mostro una prevalencia del 14 y 5.08% para
1993; Quvist, 1994; Salvat, 1995; Ryser cada afio respectivamente, y una prevalen-
al., 1996; Ryser, 1999) han sido el vehicu-cia de 2.5% en carnes de res y de cerdo
lo principal de entrada de. monocytoge- (Ramirez y Urquijo, 2002; Torrest al.,
nesal organismo humano (Da Silva, 1995; 2004b).
Boerlin et al., 1997). Los alimentos asocia-
dos con mayor frecuencia con la listeriosisActualmente, la identificacién de. mo-
humana son los productos listos para connocytogenese realiza por métodos con-
sumir, por ser productos con un tiempo devencionales, que requieren minimo de 5
conservacién prolongado a temperatura delias para declarar si un alimento esta libre
refrigeracion y que se consumen sin trata-de Listeria y 10 dias adicionales para re-
miento listericida previo (Farber y Peterkin, conocer la especimonocytogenegAllaert
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y Escola, 2002); sin embargo, en la indus-Microorganismos empleados en el

tria de alimentos estos métodos no permi-estudio

ten la toma de decisiones rapidas,

causando incrementos en el costo del prose utilizaron 21 géneros bacterianos distri-
ducto final por concepto de cuarentenaPuidos de la siguiente manedasteria: 9
antes de su liberacion. Por este motivo, s€€pas (17.65%)Salmonella 8 cepas
buscan técnicas rapidas y sensibles com§15-69%),Escherichia 6 cepas (11.77%),
la Reaccién en Cadena de la Polimerasad-actobacillus 4 cepas (7.84%)Bacillus
(PCR) (Wan, 2003), que permitan detectar3 cepas (5.89%)higella 3 cepas (5.89%),
el patégeno en alimentos crudos o proceEnterococcus2 cepas (3.92%)Pseudomo-
sados. Estas técnicas permitirian llevar uf’@s 2 cepas (3.92%)Staphylococcus2
control mas eficiente del proceso de pro-Cépas (3.92%])Acinetobacter 1 cepa
duccién, monitorear las practicas de lim- (1.96%), Citrobacter 1 cepa (1.96%),

pieza e higiene y tomar decisiones a cortoClostridium 1 cepa (1.96%)Enterobacter
plazo. 1 cepa (1.96%XKlebsiella: 1 cepa (1.96%),

Lactococcus1 cepa (1.96%)Micrococcus

El objetivo de este estudio fue validar la 1 cepa (1.96%)Moraxella 1 cepa (1.96%),
técnica de PCR para la deteccionldeno- ~ Oenococcus1 cepa (1.96%)Proteus 1
nocytogeneen muestras de leches crudas,cePa (1.96%),Streptococcus 1 cepa
quesos frescos y carnes crudas de res y pél1-96%) yVibrio: 1 cepa (1.96%) para un
llo. La técnica de PCR estuvo basada en Idotal de 51 microorganismos entre conta-
especificidad de los iniciadores LI1/U1 que Minantes y/o biota normal de los alimen-
amplificaron una banda de 938 pb (identi-t0S ensayados (leches crudas, quesos
ficacion de género) caracteristica del rDNA frescos y carnes crudas de res y pollo) (ta-
16S vy los iniciadores LF/LR que amplifi- bla 1). Todas las cepas se encontraban pre-
caron una banda de 750 pb caracteristic¥iamente conservadas en el caldo de

del genhlyA (identificacion de especie) Cultivo apropiado, suplementado con 9”',
(Bansal, 1996). cerol a diferentes concentraciones 10, 20 6

30% (v/v) y almacenadas a -70°C (Amador
et al., 1994; Poutowet al., 1994; Burbano,
MATERIALES Y METODOS 2002; Mezaet al., 2004; Sierra, 2004; To-
rres, 2004).
Tipo y lugar de estudio

) o Extraccion de ADN cromosomal a partir
Este estudio estadistico fue desarrollado eRje cyltivos puros

los laboratorios de Biotecnologia Aplica-
da y Microbiologia de alimentos del Gru- Para la extraccién de ADN, las cepas Gram
po de Biotecnologia Ambiental e industrial negativas fueron cultivadas en caldo LB
(GBAI) (Colciencias COL0001146) y Gru- (triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l
po de Enfermedades Infecciosas (Colcien-NaCl 0.5 g/l) y las cepas Gram positivas en
cias COL0004317), Departamento decaldo BHI durante 12 horas a 37°C y 250
Microbiologia, Facultad de Ciencias, rpm. Un mililitro de cultivo fue centrifugado
Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, por 10 minutos a 6.000 rpm, para las cepas
D.C., Colombia, y esta enmarcado dentroGram positivas y las Gram negativas a 3.000
de la linea de investigacion “Microorga- rpm, una vez obtenidas las células, se lava-
nismos Emergentes en la Industria de Ali-ron con tampén TE 1X (10 mM Tris-HCI, 1
mentos”. mM EDTA, pH 8.0 = 0.2). Para la lisis celu-
lar, el “pellet” resultante fue resuspendido
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Tabla 1

Microorganismos utilizados en el estudio

No. Consecutivo

Cddigo Interno

Cepas

Procedencia

1 L1 Listeria monocytogenes (Aislada de leche) | Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

2 L2 Listeria monocytogenes ATCC 1915

3 L3 Listeria monocytogenes ATCC 4334

4 L4 Listeria monocytogenes (Aislada de leche)

5 L5 Listeria innocua suiza

6 L6 Listeria monocytogenes (Suiza) ATCC 4640

7 L7 Listeria monocytogenes Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital

8 L8 Listeria monocytogenes (Aislada de carne) | de Salud

9 L9 Listeria monocytogenes (Aislada de queso)

10 | Proteus vulgaris Lab. de Microbiologia Especializada PUJ

11 2 Klebsiella pneumoniae Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital
de Salud

12 3 Salmonella choleraesuis CDC ATLANTA

13 4 Salmonella enteritidis Lab. de Microbiologia Especializada PUJ

14 5 Salmonella infantis CDC ATLANTA

15 6 Shigella spp. B4e Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

16 7 Enterococcus faecalis ATCC 9212 Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital
de Salud.

17 8 Shigella spp. Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

18 9 E.coli 0126 B36 CDC ATLANTA

19 10 Salmonella bredeney monophila Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

20 11 Shigella spp. B2b

21 11E Enterobacter aglomerans Lab. de Microbiologia Especializada PUJ

22 12 E.coli 0127 CDC ATLANTA

23 13 Salmonella paratyphi A

24 14 Salmonella typhi Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

25 15 Salmonella paratyphi B CDC ATLANTA

26 16 E.coli ATCC 8739 Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

27 17 E.coli de Leche

28 18 E.coli 0126 B16 CDC ATLANTA

29 19 Salmonella tiphymurium Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

30 20 Enterococcus faecalis Lab. de Microbiologia Especializada PUJ

31 21 Staphylococcus epidermidis

32 22 Bacillus subtilis Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

33 23 Lactococcus lactis

34 24 Bacillus licheniformes Lab. de Microbiologia Especializada PUJ

35 25 Lactobacillus casei Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

36 26 Lactobacillus acidophilus

37 27 Clostridium perfringes

38 28 Streptococcus agalactiae Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital
de Salud.

39 29 Citrobacter freundii Lab. de Microbiologia Especializada PUJ

40 30 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27813 Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital

41 31 E.coli ATCC 25912 de Salud.

42 32 Staphylococcus aureus ATCC 29213

43 33 Acinetobacter baumanii

44 34 Lactobacillus bavaricus Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

45 35 Moraxella catharralis ATCC 8176 Lab. de Microbiologia Especializada PUJ

46 36 Qenococcus oeni Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

47 37 Bacillus cereus ATCC 10876

48 38 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital
de Salud.

49 39 Vibrio cholerae 1518-65 CDC ATLANTA

50 40 Micrococcus luteus Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

51 41 Lactobacillus plantarum Lab. de Microbiologia UNIVALLE
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en 200 pl de tamp6n TE 1X mas 2 mg/mlcontroles en todas las PCR se empleé el
de lisozima y se incubd durante 30’ a 37°C.DNA purificado de las cepas L1, L8, L9y
Posteriormente para lograr la degradaciorL5.

de las proteinas se afiadieron 300 pl de tam-

pon TELX mas 1% (p/v) de SDS y proteinasaElectroforesis de ADN

K a una concentracion final de 100 pg/ml,

la mezcla se incub6 a 65°C por 1 hora. Pard&0S ADN obtenidos en las extracciones y

eliminar los péptidos y lipidos residuales 105 productos de PCR fueron visualizados
se adicionaron 84 pl de una solucion 5 M€n geles de agarosa al 1% (p/v) en tampén
de NaCl mas 60 pl de CTAB (10% (p/v) TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA

disuelto en 0.7 M de NaCl) y se incubg PH 8 % 0.2), tefidos con 0.3 pg/ml de
nuevamente durante 20 minutos a 65°c.bromuro de etidio, separado a 120V duran-

La suspension resultante se traté con und€ 1 hy fotografiados bajo luz ultravioleta.
mezcla 24:1 de fenol-cloroformo. Una vez COmo marcador de talla molecular se em-

separadas las fases por centrifugacion, I@learon el 100 bp ladder de Gibco BRL o
fase acuosa se traté con isopropanol (29€ PROMEGA (Sambrookt al., 1989a).
propanol) para lograr la precipitaciéon del

ADN. EI ADN precipitado se lavé con Estudio de la especificidad y sensibilidad
etanol al 70% (v/v), fue secado a 37°C yde la _PCR a pa_lrtir de cultivos puros de
resuspendido en tampén TE 1X. Para [al0S microorganismos

geetelrcr)glnzg(l)\ln (cj)% t':n?ggeszasﬁ cgrr;c;r;tgaﬂanl_a especificidad de la técnica se demostré

espectrofotdmetro Biospec 1601 Shimadzu? tr_aves de un ensayo a doble ciego don_de
. . se inocularon 15 tubos de caldo Columbia
Las mediciones se realizaron a 260 y 280nm

con correccién de fondo “Background’\a con 16 UFC/ml delL. monocytogenes

de 320 nm, segdn Sambroock (SambrookATCC 1915, 15 tubos de caldo Columbia

et al., 1989b; Simon, 1996; Poutou, 2000b; con 16 UFC/ml de L mnocug(swza), 15
tubos de caldo Luria Bertani (LB) con®10
Poutou, 2000a).

UFC/ml deE. coli 0127 y 15 tubos de cal-
do Columbia con QUFC/ml deS. aureus
ATCC 29213. Se dejaron crecer &@G7oda

Para la reaccion de PCR se emplearon lo§ noche y posteriormente se realizo el pro-
iniciadores L1 (CTCCATAAAGGTG AC ceso de extraccion de ADN cromosomal y
CCT), U1 (CAGCMGCCGCGGTAATWC), LF la PCR (Burbano, 2002; Sierra, 2004; To-
(CAAACGTTAACAACGCAGTA) y LR  Tes, 2004). De otro lado para el estudio de
(TCCAGAGTGATCGATGTTAA) (Bansal la sensibilidad se ensayaron diluciones
1996; Zamoraet al., 2000). El volumen fi- Seriadas dd.. monocytogenedesde 10
nal de la reaccion fue 3@, conteniendo hasta 10 UFC/ml. Cada dilucién fue utili-
tampon de PCR 1X, 2.5 mM de Mg(0.2 zada para extraccion de ADN y PCR, segln
mM de cada dNTP, 20 pmol de cada inicia-S€ definié con anterioridad.

dory 2 U de TagADNpol (PROMEGA), mas

3 n de ADN o muestra (~120 ng para los ] o

ADN puros). Se empleé un termociclador Estudio de la reproducibilidad de la PCR
BIORAD Gene CycléM programado de la
siguiente manera: 1 minuto a@5 segui-
dos de 40 ciclos compuestos por 30s
94°C, 20s a 5%, 30s a 7%C y un paso
final de extension de 8 min. a°@ Como

Condiciones para la reaccion de PCR

La reproducibilidad de la técnica se eva-
lu6 mediante un ensayo piloto de 13 repe-
ficiones de PCR para cada una de las cepas
del estudio (51), bajo las mismas condicio-
nes de manipulacién, instrumentos y
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reactivos, pero con 4 operarios diferentescuchillas con la suspension adecuadd.de
(Burbano, 2002; Sierra, 2004; Torres, monocytogeneg¢L8) en 50 ml de agua
2004). peptonada tamponada, luego se completo
a 100 ml con agua peptonada tamponada y
L se incubaron a 3C, durante 24h (enrique-
Validacion del PCR cimiento primario), pasado este tiempo 10
ml del cultivo fueron empleados para
reinocular 90 ml de agua peptonada
Las muestras utilizadas en la validaciontamponada (fresca) e incubadas nuevamen-
fueron adquiridas en varios supermercadod® Por 24 h a 3T (enriquecimiento secun-
y expendios de alimentos de la ciudad dedario). Las muestras para extraccion de
Bogota. En el momento de la compra lasADN se tomaron a las 24 y 48 h de enrique-
muestras se encontraban a temperatura deémiento (1 ml), el resto del cultivo fue ana-
refrigeracion y debidamente empacadas ylizado por el método tradicional o “Gold
se transportaron &@ hasta el laboratorio. Standard” (Archer, 1988; FDA, 2003;
Los andlisis fisicogquimicos y microbiol- Rados, 2004; Torres, 2004).

gicos se realizaron dentro de las 4 horas y )
siguientes. Extraccion de ADN a partir de muestras

contaminadas artificialmente

Muestras de alimentos

Contaminacion artificial de las muestras

) Muestras de leches crudas y quesos fres-
empleadas en el estudio

cos A los 200 pl de muestra se le adiciona-
La metodologia de contaminacién arti- ron 400ul de tampon de lisis (0.5% (p/v)
N-lauryilsacorsina, 50 mM Tris-HCI, 25 mM

ficial fue la siguiente: 12.5 ml de leche EDTA bH. 8.0 + 0.2). d . lic
cruda se mezclaron con 12.5 ml de la sus- » PH, 8.0 £ 0.2), después se aplicé

pension adecuada de monocytogenes vorttg? podr unlrgigouoto. La meSchg ffe
(L4) en agua peptonada tamponada (10 g/ entriugada a ~o. fPM por-> minutos.

| “pellet” fue resuspendido en 2Q0 de
peptona, 5 g/l NaCl y 423 ml/l NgPO, 1 - e .
M, 577 mi/l NaHPO, 1 M para pH 7.0 + tampon de lisis conteniendo 0.03 pdgde

0.2). La mezcla fue homogeneizada en unglucogem y 4 mi de protejpasa K (2 mg/

digestor de cuchilla y se tomaron 20D pl). Se incub6 la suspensién durante una
o o

para la extraccion de ADN, el resto del hGOI\r/IaNa |37 %bsel\?c_ff(?'oﬁglc)gsﬂo'\j%g?;

homogeneizado fue utilizado para realizar(H ggfr(]) 5 m 50 ”‘T”d p <2 M | '

el método tradicional o “Gold Standard” P ©:Y % ©- ) y 50Qul de sopropano’, se

(Archer, 1988; Makinoet al., 1995; centrifugdé a 15.000 rpm por 5 minutos. El

Burbano, 2002; FDA 2003; Rados, 2004), Pellet” fue lavado con 20l de isopropa-
25 g de queso fresco fueron mezclados corﬁ]OI al 35% (V/V?’ secado a 37°C por 5 minu-
25 ml de la suspensiéon adecuada._deno- tos 'y suspendld.o en adl de agua esteril
nocytogenes(L9) en agua peptonada para PC_R (Makineet al., 1995; Burbano,
tamponadala mezcla fue homogeneizada 2002; Sierra, 2004).

en un digestor de cuchilla y a partir de ésta,

se tomaron 20Qul para la extraccién de Muestras de carnes crudas de resy pollo
ADN, el resto del homogeneizado fue utili-

zado para realizar el método tradicional oUn mililitro del cultivo de las 24 'y 48 h fue
“Gold Standard” (Archer, 1988; Makinet  centrifugado por 10 minutos a 13.000 rpm,
al., 1995: FDA, 2003; Rados, 2004; Sierra, €l medio de cultivo fue descartado y las
2004). 10 g de carne cruda de res o pollcélulas obtenidas se lavaron con 1 ml de
fueron homogeneizados en un digestor ddampon TE 1X. Una vez homogeneizada la
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suspension se paso a otro tubo evitando Ig = ATT pes (1-TT pes ) 2102/ W (D)
toma de los sélidos no disueltos (restos de ’

alimento). Nuevamente se centrifugd du-p,,papbilidad de desacuerdo

rante 10 minutos a 6.000 rpm y se descartd

el TE 1X. El resto del procedimiento se (P, =din )
continué a partir de la lisis celular segin se” °

describe en la seccion “Extraccion de ADN 5 4a- es el ndmero de desacuerdos en-
cromosomal a partir de cultivos puros”

(TO- tre los dos observadoresnyes el nimero
rres, 2004).

de sujetos evaluados por dos observadores
0 jueces.

Determinacién de la sensibilidad y la re-

producibilidad (PCR vs “Gold Standard”) ~ Dos jueces tuvieron una probabilidad de

_desacuerdo de aproximadamente 25%
Se ensayaron un total de 472 muestras dIS(O 25)

tribuidas de la siguiente manera: 124 de
leches crudas (26.27%), de las cuales 6% 0mo el valor d&@
fueron contaminadas con10FC/g (50%),

17 con 16UFC/g (13.71%) y 45 sin conta-

0 dENotado comar
no fue cercano a cero y n fue razonable-

i mente grande, para una amplitud especifi-
minar (36.29%); 140 de quesos frescosca Wit del intervalo de confianza de 20%

(29.66%), de las cuales 36 fueron contami-(o'zo)’ y una probabilidad de error tipo 1
nadas con FUFC/g (25'710,/")' 80 con ,10 de 0.05%, el tamarfio de la muestra minimo
UFC/g (57.14%) y 24 sin contaminar e ge 73 por tipo de alimento. Los limites
(17.14%); 100 de carne cruda de pollo (pe-ye geteccion obtenidos en los ensayos de
chuga) (21.19%), de las cuales 36 fuerongggipijidad del método de PGR “Gold
contaminadas con 10FC/g (36%), 32 con Standard”, se analizaron en el programa

1040UFC/9 (32%) y 32 sin contamina})r Epitable (Epi —info 6.0d) para determinar
(32%); 108 de came cruda de res (22.88%)), significancia estadistica en la proporcion

de las cuales 36 fueron contaminadas CONje deteccién de monocytogeneda exac-

10 UFOC/g (33',33%)’ 40, con I(DJFOC/Q titud relativa o concordancia observada y

(37.04%) y 32 sin contaminar (29.63%). Las 5q caracteristicas operativas de la prueba
muestras fueron extraidas utilizando Iosde PCR (sensibilidad, especificidad y va-

métodos d(?s_cntos con anterioridad. E_I PrO-|ores predictivos positivo y negativo) fue-
ducto amplificado en la PCR fue analizado ;. avaluados por el método 2 x 2. La

por electroféresis en gel de agarosa al 1%,q, istica usada para medir la concordan-
(p/v). En paralelo a las detecciones por PCRia entre dos mediciones en la variable

se utiliz6 el rpétodo “Gold 'Standqrd" binaria fue el coeficiente Kappa (K) que se
(Archer, 1988; ICM§F, 1994' Lachlca,. define como la concordancia mas alla de la
1996; Allaert y Escola, 2002; FDA, 2003; .55 aligad, dividida por la concordancia

Rados, 2004). posible. Como valores negativos se toma-
ron las muestras ausentes del analito y
Andlisis estadistico como positivos las muestras con el analito,
} o teniendo en cuenta que las categorias cua-
Para calcu.lar el numero minimo de mues-jiativas otorgadas por algunos autores para
tras a analizar (n), se aplico la férmula Parag| coeficiente K son: 0 - 0.2 = “débil”: 0.2 -
la estimacion de proporcion de desacuery) 4 — “buena”; 0.4 - 0.6 = “moderado”: 0.6
dos sin observaciones replicadas (Pérez, 0.8 = *

sustancial”; 0.8 - 1 = “casi perfec-
2001):

ta” (Sox 1987).
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RESULTADOS Y DISCUSION to de 702 pbHlyA), poco diferenciable en
talla molecular con el fragmento del géne-
El ensayo a doble ciego evidenci6 la alta,q (Borderet al.,1990). Allmaret al. (1995),
especificidad de la técnica (100%), debidoysaron cuatro oligonucleétidos en tres re-
a queL. monocytogeneSTCC 1915, am-  acciones sucesivas de PCR para reconocer
plifico las bandas de 938 pb y 750 pb, es-g| genhlyA y producir amplificados de 234
pecificas para género y espediejnnocua pb (LO1/LO4), 207 pb (LO1/LO3) y 204
(Suiza), amplificé anicamente la banda depb (LO2/LO4), resultando una metodolo-
938 pb, producida por la hibridacion de gja muy dispendiosa con tallas de produc-
los iniciadores LU1/U1 con una secuenciatss amplificados demasiado cercanos entre
especifica de la region codificante delg; |o que podia afectar la resolucién de-
rDNA 16S del génerd.isteria, revelando pendiendo de la concentracion del gel. Por
la sensibilidad de la técnica para detectalgirg lado, Makinoet al. (1995); utilizaron
los positivos realesk. coli 0127 yS. o5 iniciadores LA1/LB1 que amplificaban
aureusATCC 29213 no amplificaron nin- fragmento de 626 pb, correspondiente
guna de las bandas, demostrando asi 1a e generoListeria y no la especie; lo que
pecificidad de la técnica de deteCtarpermitia la amplificacion de todos los
negativos reales (Scotter, 2001) (figura 1).miembros del género, exceptto seeligeri
La alta sensibilidad de la PCR a partir dey L. grayi (Makino et al., 1995). Otros au-
ADN puro fue demostrada con la amplifi- tores, han utilizado iniciadores para iden-
cacion de todas las diluciones {liasta ijficar tanto el género como especie, pero
10° UFC/ml) (resultados no mostrados) |a especificidad de los oligonucleétidos
(Burbano, 2002). empleados, comparada con los que ampli-
fican fragmentos del gemlyA, ha sido me-
Border y colaboradores en 1990, identifi- hor (Furrer, 1991; Golsteyn, T. 1991;
caronL. monocytogenegor PCR usando 5 Bohnert, 1992; Niederhauser, 1992; Duffy,
iniciadores basados en el gelyA que co-  1999). Moyraet al. (1996) utilizaron los
difica para la listeriolisina O (LLO) y otros jniciadores prfA/prfB complementarios al
3 basados en el 16S ADNr. Los resultadoqJen prfA, involucrado en la regulacion de

mostraron la amplificacion de un fragmen- |5 sintesis de la LLO. En este trabajo, al

1 S92 ReRl eSO S MORREOR [N 22513 4 - 15 16 1718 19 20 kb

2072

1500

0.938
0.750
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Ficura 1. Electroféresis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE IX, tefiido en TAE 1X con 0.3 pg/ml de
bromuro de etidio. Especificidad de la técnica de PCR. ADN de los microorganismos empleados en el
estudio: pozos 1, 5, 6, 1Z: innocua(Suiza) (L5), pozos 2, 4, 8, 18: aureuATCC 29213, pozos 3, 9,

12, 15, 19&. coli0127, pozos 7, 14, 16, 18, 20:monocytogene&TCC 1915 (L2), pozo 10: marcador

de talla molecular 100 pb (Gibco BRL), pozo 11: Blanco de la PCR @estilada).
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igual que en el de Allman, sdlo se identifi- Burbano,et al., 2003; Sierra, 2004; Torres
c6 la especienonocytogenel que no ga- et al., 2004a) (figura 2).
rantiza que se elimine la interferencia por
reacciones cruzadas (Moys al., 1996) Todas las muestras cumplieron satisfacto-
con la neumolisina d&. pneumoniag la  riamente con los analisis microbiol6gicos
estreptolisina O d&. pyogene¢Zamoraet y fisicoquimicos (resultados no mostrados)
al., 2000; Burbancet al., 2003). (Burbano, 2002; Sierra, 2004; Torres,
2004); estos andlisis se realizaron con el
Los ensayos de la prueba piloto (reprodu-objetivo de descartar contaminacién pre-
cibilidad) revelaron que la técnica es alta-via conL. moncocytogeneg asegurar que
mente reproducible y estadisticamentelas caracteristicas fisicoquimicas y que las
confiable, ya que el analisis en Epi-info muestras cumplieran con los parametros
6.0d, arroj6 un K = 1, “casi perfecto” en el previstos reglamentados para el consumo
grado de concordancia entre las variablehhumano (Nifioet al., 1988; MNS, 1989;
de ensayo (concordancia total), demostranMNS, 1996; ICONTEC, 1998; Pascual,
do que la PCR es reproducible y confiable1999; ICONTEC, 2002). Unicamente des-
(Sox, 1987; Pauker y Kassirer, 1995; pués de evaluadas las caracteristicas

7 8 9. 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1920

kb
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Kb 1500

0.938 .4

0750 s 0.600

2072

Kb L 1500

0.938 e
0.750 .
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Ficura 2. Electroféresis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE IX, teflido en TAE 1X con 0.3 pg/ml de
bromuro de etidio. Reproducibilidad de la técnica de PCR. ADN de los microorganismos empleados en el
estudio A. Pozo 1.L. monocytogened 1), pozo 2.L. innocua(Suiza) (L5), pozo 3: Blanco de la PCR
(H,O destilada), pozo £. faecalisATCC 9212, pozo SE. faecalis pozo 6:S. epidermidis pozo 7:B.
subtilis pozo 8.L. lactis pozo 9:B. licheniformespozo 10: Marcador de talla molecular 100 pb (Gibco
BRL), pozo 111L. casej pozo 121. acidophilus pozo 13C. perfringenspozo 14:S. agalactiagpozo

15: S. aureusATCC 29213, pozo 18:. bavaricus pozo 17:P. vulgaris pozo 18:S. choleraesujg0zo

19: S. enteritidispozo 20S. infantisB. Pozo 11. monocytogened 8), pozo 21L. monocytogene@ 9),

pozo 3:L. monocytogenef 8), pozo 4: Marcador de talla molecular 100 pb (Gibco BRL), pozo 5:
Blanco de la PCR (}® destilada), pozo &. monocytogened.9), pozo 7.L. monocytogened 8), pozo

8: L. monocytogened 9).
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fisicoquimicas y microbioldgicas, las mues- negativas. Las muestras contaminadas con
tras fueron contaminadas artificialmente. L. monocytogeneamplificaron los frag-
mentos de 938 pb y 750 pb (figura 3A),
Los resultados obtenidos con las muestrasnientras que los microorganismos restan-
de leches crudas contaminadas con 10tesno amplificaron ningun fragmento de
UFC/ml y 16 UFC/ml mostraron una sen- DNA.
sibilidad del 100%, especificidad del
100%, valor predictivo positivo del 100% Un factor decisivo en la industria de ali-
y valor predictivo negativo del 100%. Es- mentos es el tiempo invertido en las
tos valores demostraron que la detecciérpruebas de liberacion del producto ter-
de Listeria spp, (analito) puede realizarse minado; en este sentido la técnica tradi-
con cualquiera de los dos métodos (PCR «ional arroja resultados mentivos en los
“Gold Standard”), ya que comparten la mis- primeros 5 dias, mientras que la PCR a partir
ma sensibilidad y especificidad pero sélode muestras de leches frescas generé resul-
hasta 18UFC/ml, debido a que el método tados altamente confiables, mas sensibles
tradicional no fue capaz de detectar 10 y reproducibles en 4 h de trabajo (Burbano,
UFC/ml. Sin embargo, el 100% del valor 2002).
predictivo para el PCR (método alterno),
proporcion6 una alta confiabilidad, permi- Los resultados evidenciados tras la detec-
tiendo detectar las muestras positivas queion directa dd.. monocytogenea partir
realmente contenian el analito, descartande 16 UFC/g de queso, (sensibilidad) mos-
do con 100% de fiabilidad las muestrastraron que de las 36 muestras sélo 9 evi-

I
I

-
=
-

Ficura 3. Electroféresis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE IX, tefiido en TAE 1X con 0.3 pg/ml de
bromuro de etidioA. Extracciéon y PCR a partir de muestras de leche cruda. Pozo 1: muestra de leche
contaminada con 2QFC/ ml deL. monocytogene@.1), pozo 2: muestra de leche contaminada cén 10
UFC/ ml deL. monocytogene&TCC 1915, pozo 3: marcador de talla molecular 100 bp (Gibco BRL),
pozo pozo 4: muestra de leche # 56 contaminada c&f~00ml delL. monocytogeneATCC 1915, 5:
muestra de leche # 59 contaminada corlJELZ/ml deL. monocytogened 1). B. Reproducibilidad de

la Técnica de PCR, extraccion de ADN a partir de muestras de quesos frescos contaminadas con
monocytogene$?0zo 1: ADNL. monocytogene@d.9), pozo 2: ADN dd.. innocua(Suiza) (L5), pozo 3:
Marcador de talla molecular 100 pb (PROMEGA), pozos 4-8: Extraccion y PCR a partir de quesos
contaminados con 1QFC/g de L9, pozo 9: Blanco de la PCRHdestilada).
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denciaron las dos bandas, mientras que enrudas y quesos frescos, permitié la recu-
las 27 muestras restantes se observo Unicgeracion del ADN bacteriano. Este proce-
mente la banda de género (938 pb) o naimiento es mas seguro que las técnicas de
hubo amplificacion. Estos resultados sig-extraccion basadas en solventes organicos
nificaron una exactitud relativa del 56% y como fenol y mas simple que los sistemas
una sensibilidad del 25% y no aportaronde fases acuosas. El limite de deteccion en
evidencia estadistica significativa (<80%) leches de la PCR fue 10FC/ml, y no fue
para que esta concentracion fuera establenecesario realizar tratamientos posteriores
cida como limite de deteccién. Sin embar-a la extraccion para eliminar la interferen-
go, la deteccién directa en todas las cia causada por las grasas presentes en los
muestras contaminadas cor® W-C/g, lo- alimentos (figura 3).
gré evidenciar la amplificacién de las ban-
das de 938 pb y 750 pb. Por esta razén sé pesar de que Makino en 1995 empled la
selecciond esta concentracion como limitemisma técnica de extraccion de ADN y la
de deteccidon directo en quesos frescosaplicé en muestras de quesos, el limite de
(Hokanson, 1994; ICONTEC, 2001) (figu- deteccion encontrado en nuestro trabajo
ra 3B). (1x1® UFC/g), resulté ser una unidad
logaritmica inferior al limite de deteccion
Al completar el andlisis de reproducibili- reportado por Makino, lo que podria indi-
dad se observaron las dos bandas en 78 dear que nuestras condiciones favorecen que
las 80 muestras contaminadas cohUC/ la técnica sea una unidad logaritmica mas
g. El analisis realizado en Epi-info 6.0d re- sensible. EI hecho de haber detectado el
porté una proporcion de deteccién deanalito directamente en muestras de queso
96.2%, con una P = 0.0002. De otro ladocontaminadas con 10FC deL. monocyto-
las muestras negativas para el analito (24geneg, se debié en gran medida a la com-
muestras) no amplificaron ninguna de lasbinacion entre el procedimiento de
bandas, revelando la especificidad de laextraccién, las condiciones de la reaccion
técnica de detectar negativos que verdadede PCR y la seleccion de un juego de ceba-
ramente lo son y los positivos que realmentedores con alta especificidad sin descartar
son positivos para la presencia del analitola naturaleza intrinseca de la muestra; na-
turaleza que al parecer es afectada depen-
La sensibilidad determinada a partir de ladiendo de la condicién del alimento
comparacion de los resultados obtenidogliquido o sélido) ya que en leche se logré
por el método “Gold Standard” y en la PCR mayor sensibilidad. De otro lado es impor-
para las 80 muestras contaminadas cdn lGante tener en cuenta las posibles diferen-
UFC/g (limite de deteccion), y las 24 mues-cias en la composicion de los quesos
tras sin inocular, demostraron una medidautilizados en los estudios de Makino y en
y asociacion del 97% de concordancia ob-el nuestro.
servada, una sensibilidad del 96.2%, una
especificidad del 100%, un valor predictivo Otros autores han utilizado algunas modi-
positivo del 100% y un valor predictivo ficaciones como la filtracion del cultivo, el
negativo del 87.5%. La reduccion en tiem-aumento del volumen de la mezcla de lisis
po de ensayo fue considerable (de 15 dias eelular o la centrifugaciéon del cultivo des-
4 horas) también para las muestras de quepués de la lisis para extraer el ADN a partir
sos frescos. del alimento. Con algunas de estas modifi-
caciones ha sido posible la deteccion del
El método de extraccién de ADN emplean- microorganismo en concentraciones de 10
do Nal a partir de las muestras de lechedJFC/ml (McLauchlin, 1990; Rudolf, 2001,
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Ha, 2002). Otros trabajos realizados hanpermitido la disminuciéon del limite de de-
demostrado que el método de extracciénteccién a 10UFC/g de queso presentando
con solventes organicos no es recomendadna confiabilidad del 94% (datos no mos-
do para quesos, debido a que no se obtienados). Por ser esta una prueba piloto se hace
la reproducibilidad deseada. A diferencia, necesario incrementar en el numero de ré-
el método con Nal no necesita modifica- plicas, para que los resultados obtenidos a
ciones para mejorar la sensibilidad, dismi-partir de una contaminacion inicial inferior
nuyendo asi el tiempo de extraccion y dey la metodologia implementada ¢10FC/g
analisis de la muestra. De esta manera, elle queso ® preenriquecimiento ® PCR)
primer método de extraccion de ADN es- puedan considerarse validadas; resultados
tandarizado en este trabajo, podria seque seran presentados y discutidos en un
implementado en la deteccién de otrosproximo trabajo.
patégenos transmitidos por lacteos.

Con relacién a las 32 muestras de carne de
Algunos autores han sefialado la importanpollo contaminadas con 10FC/g, 31
cia del preenriquecimiento para aumentaramplificaron las bandas de 938 pb y 750
la confiabilidad (Midelet, 2002). Teniendo pb, en contraste con las 32 muestras conta-
en cuenta que la legislacion exige cero tole-minadas con OJFC/g, que no amplifica-
rancia, pard.. monocytogenesse inicio un ron las bandas esperadas. La identificacion
estudio piloto dirigido a disminuir ain mas de L. monocytogenepor el método tradi-
el limite de deteccién en quesos frescos (aueional fue positiva para todas las muestras
mentar la sensibilidad); los ensayos preli-contaminadas y negativa para las no con-
minares realizados en este estudio haraminadas (figuras 4A, B).
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Ficura 4. Electroféresis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE IX, tefiido en TAE 1X con 0.3 pg/ml de
bromuro de etidio. Sensibilidad de la técnica de RRne de polloA. Pozo 1: ADN dé.. monocytoge-
nes(L8), pozo 2: ADN dd.. innocua(suiza) (L5), pozo 3: Marcador de talla molecular 100 pb (Promega),
pozos 4,5 y 6: muestras contaminadas c8WEQC/g de pollo, pozo 7: Blanco de la PCR@Hlestilada).

B. Pozo 1: muestra sin contaminar, pozos 2 y 3: muestras contaminadaddbg/t0de pollo, 4: ADN

de L. monocytogenefl.8), pozo 5: Marcador de talla molecular 100 pb (Promega), pozos 6, 7 y 8:
muestras contaminadas corf WEC/g de pollo, pozo 9: Blanco de la PCR@Hlestilada)Carne de res.

C. pozo 1: ADN de.. monocytogenef.8), pozos 2 y 3: muestras contaminadas cdtUEC/g de res,

pozo 4: Blanco de la PCR (6 destilada), pozo 5: Marcador de talla molecular 100pb (Gibco BRL).
D. pozo 1: ADN de.. monocytogened.8), pozo 2: ADN dé.. innocua(Suiza) (L5), pozo 3: Marcador

de talla molecular 100 pb (Promega), pozos 4 y 5: muestras sin contaminar, pozos 6, 7 y 8: muestras
contaminadas con 10FC/g de res, pozo 9: Blanco de la PCR({Hestilada).
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El analisis del limite de deteccion encon- cificidad de la técnica para detectar negati-
trado en carne de pollo por la técnica devos que verdaderamente son negativos y la
PCR tras enriquecimiento de 24h, reportésensibilidad de la técnica para detectar los
una proporcion de deteccion del 96%, parapositivos que realmente son positivos a la
10 UFC/g de pollo (p=0.015). EI método presencia del analito (Scotter, 2001). La
2 x 2 de la técnica de PC®. el método concordancia observada o exactitud relati-
tradicional, demostré una exactitud rela-va obtenida para el método alterno (PCR),
tiva del 98.43%, sensibilidad de 96.9%, indicé 100% de concordancia entre la res-
especificidad de 100%, valor predictivo puesta obtenida por el método de referen-
positivo de 100% y valor predictivo ne- cia y la respuesta obtenida por el método
gativo de 100%. Las muestras no conta-alterno con muestras idénticas. El valor
minadas no amplificaron, revelando la predictivo positivo obtenido para el méto-
especificidad de la técnica para detectardo alterno, indicé que existe una confiabi-
negativos que verdaderamente son negalidad del 100% para detectar las muestras
tivos (Scotter, 2001). La exactitud relati- positivas que realmente contienen el
va obtenida para la PCR, indicé que existeanalito. De la misma manera, el valor
98.43% de concordancia entre la respuespredictivo negativo obtenido para la PCR,
ta obtenida por el método de referencia ymostré una confiabilidad del 100% para
la respuesta obtenida por el método alterdetectar las muestras negativas que real-
no con muestras idénticas. El valor mente no contienen el analito.
predictivo positivo obtenido para la PCR,
mostré que existe una confiabilidad del El método de PCR desarrollado en esta
100% de detectar las muestras positivasnvestigacion, también puede utilizarse
que realmente contienen el analito, mien-como herramienta “diagndstica” para
tras que, el valor predictivo negativo ob- monitorear la seguridad de productos ali-
tenido para el método alterno PCR, indic6menticios como las carnes crudas de res y
qgue existe una confiabilidad del 97% parapollo en so6lo 29 horas y 40 minutos, acor-
detectar las muestras negativas que realtando con ello la deteccion de este micro-
mente no contienen el analito. organismo en 8 dias y 21 horas, lo que
permitiria incrementar el nimero de mues-
De otro lado, el 100% de las muestras deras examinadas en la industria y optimizar
carne de res (YWFC/g y 16UFC/g) am- el proceso de inspeccion y seguridad de
plificaron las bandas de 938 pb y 750 pb.los alimentos.
El analisis del limite de deteccién (Epi-info
6.0d) encontrado en carne de res por PCREONCLUSIONES
tras enriquecimiento de 24h reportd una
proporcién de deteccion del 100%, paré 10 La técnica de PCR a partir de cultivos pu-
UFClg (p=0.0026). Los datos obtenidos trasfoS empleada en este estudio resulto ser al-
el analisis por el método 2 x 2 de la técnicatamente reproducible, y estadisticamente
de PCRvs. el método tradicional demos- confiable con un valor K = 1, en el grado de
traron una exactitud relativa o concordan-concordancia entre las variables de ensa-
cia observada, y unas caracteristicas/O- El tiempo de preparacion y deteccion
operativas de sensibilidad, especificidad,OIirecta deL. monocytogenesn muestras
valor predictivo positivo y valor predictivo de leches crudas se redujo de 15 dias a 4 h
negativo de 100%. Las muestras contami-CON una sensibilidad y especificidad en-
nadas amplificaron las bandas de 938 pb y:ontrada del 100%, valor predictivo posi-
750 pb (figuras 4C, D). Las muestras sin eltivo y negativo de 100% y limite de
analito no amplificaron, revelando la espe-deteccion de TQJFC/ml. El tiempo de pre-
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paracion y deteccion directa de mono- Génova, Italia, WHO Working Group
cytogenesen muestras de quesos frescos on Notermans, 15-19.

también se redujo de 15 dias a 4 h con un
sensibilidad del 96.2%, una especificidad
del 100%, un valor predictivo positivo del
100% y un valor predictivo negativo del
87.5% y limite de deteccion de *10FC/
ml. El tiempo de preparacién y deteccién
de L. monocytogenesn muestras de carnes BoerLN, P.; BaNnErRMAN, E.; BLLE, J.; Emm,
crudas de res y pollo después de enriqueci- T. 1997. TypingListeria monocytoge-
miento se redujo de 15 dias a ~30 h con nesisolates from fish products and
95% de intervalo de confianza, demostra- human listeriosis case#pplied and
ron una exactitud relativa o concordancia Environmental Microbiology63 (4):
observada de 98.43%, sensibilidad de 1338-1343.

96.9%, especificidad de 100%, valor
predictivo positivo de 100% y valor
predictivo negativo de 97% para carne de
pollo. Para las muestras de carne de res se
encontré que todos estos parametros cum-
plen con el 100% con un limite de detec-
cion de 18UFC/g.
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