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VALIDACION DE PCR PARA DETECCION DE
Listeria monocytogenes EN QUESOS FRESCOS

PCR VALIDATION FOR THE DETECTION OF
Listeria monocytogenes IN FRESH CHEESES

RESUMEN

Productos de alto consumo contaminados con Listeria
monocytogenes como el queso fresco han sido recono-
cidos como ruta importante de transmision de listeriosis,
enfermedad que presenta altos indices de mortalidad,
en particular sobre miembros vulnerables de la poblacion
tales como neonatos, ancianos y pacientes inmuno-
suprimidos. Debido a que el método estandar utilizado
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para la identificacion de este microorganismo es labo-
rioso y consume gran cantidad de tiempo, se propuso la
validacion de la técnica Reaccion en Cadena de la Poli-
mersa (PCR) para la deteccion rapida, sensible y confiable
de L. monocytogenes. La metodologia propuesta implico
un procedimiento de extraccion de ADN basado en la
precipitacion alcoholica en presencia de Nal (sal cao-
tropica) que redujo en gran medida los compuestos inhi-
bidores en la muestra, permitiendo la deteccion directa
de 1x10°UFC de L. monocytogenes /g de queso. La PCR
basada en la especificidad de los iniciadores LI1 y Ul
reconocio el género Listeria al amplificar un fragmento
de 938pb del rADN 16S y los iniciadores LF y LR que
reconocieron el gen hlyA, tipico de la especie monocyto-
genes, amplificando una banda de 750pb. La reproducibi-
lidad de la PCR report6 97% de concordancia observada,
sensibilidad del 96,3% y especificidad del 100%. La
técnica “Gold Standard”, también evaluada como técnica
comparativa reportd 100% para todos los parametros
estadisticos evaluados. Los resultados de la PCR fueron
evidenciados en cuatro horas, lo que demuestra la
factibilidad de implementar la PCR para la deteccion de
L. monocytogenes en la industria de alimentos.

Palabras clave: L. monocytogenes, quesos frescos, PCR,
validacion.
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SUMMARY

High consumption products, like fresh cheese, contami-
nated with Listeria monocytogenes have been recognized
as an important transmission factor of listeriosis, a high
risk mortality illness, particularely for vulnerable mem-
bers of the population such as newborns, elderly people
and inmuno compromised patients. Due to the fact that
the Gold Standard method used to identify this micro-
organism is a laborious and time consuming one, the
validation of the Polymerase Chain Reaction (PCR) for a
faster, sensible and reliable detection of L. monocyto-
genes was proposed. This methodology engaged a DNA
extraction procedure based on alcoholic precipitation
in presence of Nal (caotropic salt), method that reduced
considerably the inhibitor compounds of the sample,
allowing the direct detection of 1x10°UFC of L. monocy-
togenes /g of cheese. The PCR based on the specificity of
primers LI1 and Ul recognized the Listeriagenus, ampli-
fying a fragment of 938pb from rDNA 16S and the primers
LF and LR which identified the gene hlyA, characteristic
of the monocytogenes species amplifying a band of
750pb. The reproducibility of the PCR reported a 97% of
observed concordance, sensitiveness of 96.3% and speci-
ficity of 100%. The Gold Standard technique was assessed
for comparision, reporting 100% for the whole evaluated
statistics parameters. The PCR results were evidenced in
four hours, which proves the feasibility of PCR imple-
mentation for the detection of L. monocytogenes in the
food industry.

Key words: L. monocytogenes, fresh cheese, PCR,
validation.

INTRODUCCION

Investigaciones desarroliadas de manera independiente
por Murray et al. (1926), en Cambridge (Reino Unido) y
por Pirie (1940) en Johannesburgo (Republica Suda-
fricana), proporcionaron las primeras descripciones de-
talladas de la enfermedad denominada listeriosis,
asociada a Listeria monocytogenes. Estas descripciones
sugirieron que el consumo de alimentos contaminados
estaba relacionado con la transmision de la enfermedad.
A partir de los anos ochenta se reconocieron brotes graves
de la enfermedad en humanos en Nueva Escocia, Canada,

California y en Suiza. Estos estudios evidenciaron la
transmision por el consumo de alimentos contaminados
(McLauchlin, 1997; Bell & Kyriakides 2000; FDA, 2003).
En Colombia entre 1994 y 1998, se observaron 19 casos
de listeriosis, diez en adultos inmunosuprimidos, dos
en mujeres embarazadas, seis en neonatos y uno en un
adolescente de doce anos, segun informaciéon documen-
tada en la Fundacién Clinica del Valle de Lili (FCVL) en
Cali. De igual manera durante el ano 1994, se llevo a
cabo en el altiplano Cundiboyacense, un analisis donde
se aislo L. monocytogenes en el 34% de las leches crudas
y en el 2% de las leches pasteurizadas (Diaz & Munoz,
1994; Crespo et al. 1999). Otro estudio realizado en
Antioquia, demostré una prevalencia de L. monocyto-
genes en quesos blandos del 33,1%; resultados que
fueron superiores a los encontrados en paises como
Holanda (4,4%), Francia (4,6%), Estados Unidos (12%) y
Brasil (10,7%) (Bille, 1990; Da Silva et al. 1998; Mosos et
al. 1997). El aumento progresivo observado para la en-
fermedad cada ano y los brotes esporadicos han demos-
trado que la listeriosis trasmitida por alimentos no es
una infeccion inusual en Colombia (Crespo et al. 1999).
El INVIMA entre mayo y noviembre de 1994, realizo
estudios en 120 muestras de quesos frescos y 35 de
quesos maduros, incluyendo supermercados, fabricas y
plazas de mercado en la ciudad de Bogota, obteniendo
como resultado la deteccion de la contaminacion por L.
monocytogenes en el 26,6% en quesos frescos y en el
22,8% de los quesos madurados (Munoz & Diaz, 1996;
Gallego et al. 2003; Moreno, 2003; Torres et al. 2004).

Actualmente, la identificacion de L. monocytogenes se
realiza por métodos convencionales (catalasa, Gram,
movilidad, nitratos, hemolisis, CAMP, invasividad y se-
rologia) recomendados por INVIMA, los cuales consumen
aproximadamente 15 dias para su completa realizacion
(Pascual & Calderon, 1999; Torres et al. 2004); lo que
impide a los productores de alimentos la toma rapida de
decisiones, causando incrementos en el costo del pro-
ducto final por concepto de cuarentena (Anonimous,
1995; FDA, 2003). El proposito de esta investigacion fue
validar una técnica molecular de alta sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad como la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) para la deteccion de L.
monocytogenes en muestras de quesos frescos. La
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha sido
utilizada para detectar cepas de L. monocytogenes en
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paises de Europa y Norteamérica y ha demostrado que
es un método rapido, sensible y especifico para la de-
teccion de patégenos en alimentos; sus diversas modi-
ficaciones han ampliado su aplicacién, tanto para la
industria alimentaria como la clinica diagnéstica y epi-
demiologica, reduciendo asi el tiempo de andlisis y el
costo de algunas pruebas. La técnica de PCR es capaz de
detectar el ADN de células estresadas y en estado viable
no cultivable, en cualquiera de estos estados la bacteria
conserva sus caracteristicas patdgenas, pero no puede
ser detectada por procedimientos de cultivo “in vitro”
hasta que encuentre las condiciones 6ptimas para repro-
ducirse, por lo que se considera que la PCR tiene ventajas
desde el punto de vista de salud publica, debido a que
la reversion del microorganismo a un estado cultivable
puede ocurrir s6lo durante la elaboracion del alimento
0 en el periodo de almacenamiento. Algunos estudios
han mencionado que la técnica de PCR es capaz de
detectar el ADN entre 10 y 100UFC/g de alimento. Sin
embargo esto solo ha sido posible después de procesos
de pre-enriquecimiento selectivo durante 24 6 48 horas
(Cocolin et al. 2002).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 45 cepas, nueve del género Listeriay 29
geéneros diferentes representados en 36 cepas (Burbano
etal. 2003) (tabla 1). Los microorganismos fueron reco-
lectados del Banco de Cepas del Laboratorio de Micro-
biologia de Alimentos de la Pontificia Universidad
Javeriana y del Servicio Distrital de Salud, entre otras.
Todas la cepas fueron conservadas a-70°C en medios de
cultivo apropiados, suplementados con 10% (p/v) de
glicerol (Amador et al. 1994; Poutou et al. 1994; Meza et
al, 2004).

La extraccion de ADN cromosomal se realizo siguiendo
el procedimiento empleado por Burbano et al (2003) y
Poutou et al (2000b) (Poutou & Mattar, 2000a). El ADN
amplificado fue separado por electroforesis en gel de
agarosa al 1% (p/v) en tamp6n TAE 1X (40 mM Tris-acetato,
1mM EDTA pH 8 + 0,2), tenidos con 0,3pug/ml de bromuro
de etidio y corrido a 120 voltios con una fuente de poder
Pharmacia Biotech EPS-300 durante 1h y fotografiados
bajo luz ultravioleta. Como marcador de talla molecular,
se empleo el 100bp DNA Ladder (Invitrogene) o el 100bp

DNA Ladder (PROMEGA) (Sambrook et al. 1989a:
Sambrock et al. 1989c).

Para la reaccion PCR, se emplearon dos juegos de
iniciadores, L1 (CTCCATAAAGGTGACCCT), Ul (CAGCM-
GCCGCGAGTAATWC) y LF (CAAACGTTAACAACGCAGTA), LR
(TCCAGAGTGATCGATGTTAA), sintetizados en la
corporacion CORPOGEN, Bogota D.C. El volumen final
de la reaccion de PCR fue 30ml, conteniendo tampén de
PCR IX, 2,5mM de MgCl,, 0,2mM de cada dNTP, 20pmol
de cada iniciador y 2U de la Taq DNApol. (PROMEGA),
mas 3ml (~120ng) de ADN o muestra. Para la ampli-
ficacién, se empleé un termociclador BIORAD Gene
Cycler™, programado de la siguiente manera: 1 minuto
a95°C, seguido de 40 ciclos compuestos por 30 sequndos
a 94°C, 20 segundos a 51°C, 30 sequndos a 74 °C y un
paso final de extension de 8 minutos a 74°C (Bansal et
al. 1996; Zamora et al. 2000; Burbano et al. 2003).

La especificidad de la PCR, a partir de ADN extraido de
cultivos puros, se investigo a través de un ensayo a doble
ciego. Se contaminaron 45 tubos de caldo de cultivo
Columbia de la siguiente manera: 15 tubos inoculados
con L. monocytogenes ATCC 1915 (L2), 15 tubos inocu-
lados con L. innocua suiza (L5) y 15 tubos inoculados
con S. aureus ATCC 29213 (28);adicionalmente, 15 tubos
de caldo LB inoculados con E. coli 0127 (12) (Burbano
et al. 2003). Una vez crecidos los cultivos fueron
ajustados con solucion salina 0,85% (p/v) al tubo niimero
5 de la escala de MacFarland (10®UFC/ml); la extraccion
de ADN cromosomal y la PCR se realizaron segiin se
describié con anterioridad.

La reproducibilidad de la técnica, a partir de cultivos
puros; se evaluo con tres repeticiones de PCR para cada
uno de los ADNs de las cepas de estudio, bajo las mismas
condiciones de manipulacion, de instrumentos y de reac-
tivos. Los resultados obtenidos, se analizaron con el
programa Epi-info 6.0d para determinar la significancia
estadistica (Burbano et al. 2003).

Las muestras de queso utilizadas en la validacion de la
PCR para la deteccién de L. monocytogenes en quesos
fueron adquiridas en varios supermercados de la ciudad
de Bogota. En el momento de la compra, las muestras se
encontraban a temperatura de refrigeracion y debida-
mente empacadas al vacio. El analisis microbiologico,
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Tabla 1. Microorganismos empleados en el estudio de validacion del PCR para la deteccion de Listeria monocytogenes

en quesos.
no. |  COP- CEPAS GRAM PROCEDENCIA
INTERNO
1 L1 Listeria monocytogenes + Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ
2 L2 L. monocytogenes ATCC 1915 +
3 L3 L. monocytogenes ATCC 4334 +
4 L4 L. monocytogenes +
5 L5 L. innocua suiza +
6 L6 L. monocytogenes suiza ATCC 4640 +
7 L7 L. monocytogenes + Lab. Microbiologfa. Secretaria Distrital de Salud
8 L8 L. monocytogenes (Aislada de carne) + Lab. Bromatologia. Secretaria Distrital de Salud
9 L9 L. monocytogenes (Aislada de queso) +
10 33 Acinetobacter baumani - Lab. Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud
11 29 Citrobacter freundi - Lab. Microbiologia Especializada PUJ
12 11E | Enterobacter aglomerans -
13 9 Escherichia coli 0126:B36 - CDCATLANTA
14 18 E.coli 0126: B16 2
15 16 E.coliATCC 8739 - Lab. Microbiologia de Alimentos PUJ
16 12 E.coli 0127 - CDCATLANTA
17 31 E.coli ATCC 25912 5 Lab. Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud
18 17 E.coli (Aislada de Leche) 5 Lab. Microbiologia de Alimentos PUJ
19 2 Klebsiella pneumoniae _ z Lab. Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud
20 35 Moraxella catharralis ATCC 8176 - Lab. Microbiologia Especializada PUJ
21 1 Proteus vulgaris
22 30 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27813 - Lab. Microbiologia. Secretarfa Distrital de Salud
23 10 Salmonella bredeney monophila z Lab. Microbiologia de Alimentos PUJ
24 3 S. choleraesuis - CDCATLANTA
25 4 S.enteritidis - Lab. Microbiologia Especializada PUJ
26 g S. infantis - CDCATLANTA
27 13 S. paratyphi A -
28 15 S. paratyphi B s
29 14 S. typhi - Lab. Microbiologia de Alimentos PUJ
30 19 S. tiphymorium -
31 6 Shigella spp. B4e -
32 8 Shigella spp.
33 11 Shigella spp. B2b 5
34 24 Bacilus licheniformes + Lab. Microbiologia Especializada PUJ
35 22 B. subtilis + Lab. Microbiologia de Alimentos PUJ
36 27 Clostridium perfringes +
37 7 Enterococcus faecalis ATCC 9212 + Lab. Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud
38 20 E. faecalis + Lab. Microbiologia Especializada PUJ
39 26 Lactobacilus acidophilus + Lab. Microbiologia de Alimentos PUJ
40 34 L. bavaricus +
41 25 L. casei +
42 32 L. lactis + Lab. Microbiologia de Alimentos PUJ
43 21 Staphylococcus epidermidis S Lab. Microbiologia Especializada PUJ
44 28 S. aureus ATCC 29213 + Lab. Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud
45 23 Streptococcus agalactiae + Lab. Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud
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se realizdé empleando el método tradicional segun la FDA.
El analisis fisico quimico, se realizo siguiendo la Norma
Técnica Colombiana (NTC 2310/86), por lo cual se deter-
mino el contenido de grasa, de proteinas y el pH (MNS,
1999; MNS, 1996; Pascual & Calderén, 1999).

Para la contaminacion artificial de las muestras, se to-
maron 25g del queso fresco y se contaminaron con 25ml
de una suspension de L. monocytogenes (L9) en agua
peptonada tamponada (10g/l peptona, 5g/1 NaCl y 423ml/
I NaH, PO, IM, 577ml/l Na,HPO, IM para pH 7,0 +0,2).
Las suspensiones se prepararon de forma tal que la con-
centracion final del microorganismo fuera 10° 6 10° UFC/
g de queso, con la intencion de disminuir el limite de
deteccion reportado por Makino et al (1995). La mezcla
fue homogenizada en un digestor de cuchilla y a partir
de esta, se tomaron 200ml para la extraccion de ADN.

Para la extraccion de ADN a partir de muestras de quesos
contaminadas, se empleo el procedimiento descrito por
Makino et al (1995) y reproducido por Burbano et al
(2003).

El nimero de muestras de queso a analizar, se calculo
aplicando la formula para la estimacion de proporcion
de desacuerdos sin observaciones replicadas (Pérez et
al. 2001).

n=4n

pes (1T Z:1-0./2 f Wn

Des )

Probabilidad de desacuerdo

(P,.) =d/n (2)
Donde: d es el numero de desacuerdos entre los dos
observadores y n es el nimero de sujetos evaluados por
dos observadores o jueces.

Dos jueces tuvieron una probabilidad de desacuerdo de
aproximadamente 25% (0,25). Como el valor de P _
denotado como m , , no fue cercano a cero y n fue
razonablemente grande, para un amplitud especifica Wp
del intervalo de confianza de 20% (0.20) y una proba-
bilidad de error tipo 1 de 0.05%, el tamano de la muestra
minimo fue de 73. Los resultados obtenidos en la prueba
piloto realizada en el ensayo de especificidad y sensi-
bilidad de la técnica de PCR, se analizaron en el programa

Epi-info 6.0d para determinar la significancia estadistica.
Se evalud el grado de concordancia de las mediciones
para estimar en que grado los dos sistemas de medida
de una variable continua concuerdan. La estadistica
usada para medir la concordancia entre dos mediciones
en una variable binaria fue el coeficiente Kappa (K),
definido como la concordancia mas alla de la casualidad,
dividida por la concordancia posible. Se tomaron como
valores negativos las muestras ausentes del analito y
como positivos las muestras con el analito. Las categorias
cualitativas otorgadas fueron: Kde 0 - 0.2 = "débil”; 0.2
- 0.4 = “buena”; 0.4 - 0.6 = “moderado”; 0.6 - 0.8 =
“sustancial”; 0.8 - 1 = “casi perfecta” (Sox, 1987).

Los limites de deteccion obtenidos en los ensayos de
sensibilidad del método de PCR vs. método tradicional,
se analizaron en el programa Epi -info 6.0d para
determinar la significancia estadistica de la proporcion
de deteccion de L. monocytogenes en el alimento. Los
parametros se midieron por el método de 2 x 2 y fueron
la exactitud relativa o concordancia observada (AC), la
sensibilidad relativa (SE), la especificidad relativa (SP) y
los valores predictivos positivo y negativo (Sox, 1987;
Pauker & Kassiere, 1995; ICONTEC, 2001; Burbano, 2003;
ICONTEC, 2003).

AC = ((PA+NA)/N)100 (3)
SP = (NA/N-)100% (4)
SE = (PA/N+)100 (3)

Donde: AC es la exactitud relativa, PA es la concordancia
positiva, NA es la concordancia negativa, N es el nimero
total de muestras (NA- PA + PD —ND), SP es la especificidad
relativa, N- es el namero total de resultados negativos
obtenidos con el método de referencia (NA + PD), SE es
la sensibilidad relativa y N+ es el nimero total de resul-
tados positivos con el método de referencia (PA - ND)

RESULTADOS Y DISCUSION

El método de extraccion ADN propuesto por Sambrook
et al (1989b) emplea enzimas que producen entre el 90%
y el 95% de lisis celular y luego el ADN es extraido con
solventes organicos, generando un alto grado de pureza
y estabilidad recomendado para técnicas moleculares
como la PCR (Sambrook et al. 1989a; Miller et al. 1999;
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Poutou & Mattar, 2000a, Poutou et al. 2000b). Las con-
centraciones de los reactivos, las condiciones de ampli-
ficacion y la secuencia de los iniciadores de la técnica
de PCR empleados, se basaron en el trabajo realizado
por Bansal (1996) donde se reporta el diseno de cuatro
secuencias iniciadoras especificas para L. monocyto-
genes, los iniciadores Ul y LI se aparean en la region
unica de ADNr 16S del género Listeria, produciendo una
banda de amplificacion de 938pb y los iniciadores LF y
LR amplifican la secuencia del gen de virulencia tinico
de Listeria monocytogenes correspondiente a la Liste-
riolisina O (hlyA), produciendo una banda de 750pb
(Bansal, 1996; Zamora et al. 2000; Burbano et al. 2003).
Las modificaciones realizadas a la PCR desarrollada por
Bansal, correspondieron al volumen de reaccion (30pl),
al aumento del nimero de ciclos de 30 a 40, a la con-
centracion de magnesio que se elevo de 1,5a2,5mMy
al cambio de temperatura de 72°C a 74°C en el paso de
extension; estos dos ultimos cambios se debieron a las
especificaciones comerciales de la enzima utilizada (Tag
DNApol PROMEGA). Todas estas modificaciones, se rea-
lizaron con el objetivo de aumentar la especificidad de
la reaccion en el proceso de anillado “anealing”, en la

nitidez de las bandas observadas y en la concentracién
del producto amplificado. El cambio relacionado con el
namero de ciclos obedeci6 a la mejora considerable en
la nitidez de los amplificados en la deteccion por elec-
troforesis (datos no mostrados) (figuras 1-3).

Los resultados del estudio a doble ciego mostraron que
el ADN de L. monocytogenes amplifico las bandas de
938pb y 750pb, especificas para género y especie,
respectivamente. El ADN cromosomal de la cepa de L.
innocua (L5) amplificé iinicamente la banda de 938pb,
especifica para el género Listeria; mientras que los ADN
cromosomales de E. coli(12) y S. aureus (28) no ampli-
ficaron ninguna de las bandas (figura 1). El analisis esta-
distico realizado en Epi-Info 6.0d arrojé para este ensayo
un Kappa de 1,0 (casi perfecto), equivalente al 100%,
confirmando de esta manera que los iniciadores utiliza-
dos en la técnica son especificos para el género Listeria
y la especie monocytogenesy discriminan cepas de géne-
ros diferentes evitando el riesgo de falsos positivos. Estos
resultados corroboraron resultados anteriores obtenidos
en muestras de leches crudas (Sox, 1987; Pauker &
Kassirer, 1995; Zamora et al. 2000; Burbano et al. 2003).
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE 1X. Tefido en 0.3ug/ml de bromuro de etidio. Especificidad de la
Técnica de PCR. ADN de los microorganismos empleados en el estudio: Pozo 1: L. innocua suiza (L5), pozo 2: S. aureus ATCC
29213 (28), pozo 3: E. coli0127 (12), pozo 4: S. aureus ATCC 29213 (28), pozo 5: L. innocua suiza (L5), pozo 6: L. innocua suiza (L5),
Pozo 7: L. monocytogenes ATCC 1915 (L2), pozo 8: S. aureus ATCC 29213 (28), pozo 9: E. coli0127 (12), pozo 10: Marcador de talla
molecular 100pb (Invitrogen), pozo 11: Blanco, pozo 12: E. coli 0127 (12), pozo 13: S. aureus ATCC 29213 (28), pozo 14: L.
monocytogenes ATCC 1915 (L2), pozo 15: E. coli 0127 (12), pozo 16: L. monocytogenes ATCC 1915 (L2), pozo 17: L. innocua suiza
(L5), pozo 18: L. monocytogenes ATCC 1915 (L2), pozo 19: E. coli 0127 (28), pozo 20: L. monocytogenes ATCC 1915 (L2).

Aligual que en los ensayos de especificidad los resultados
de las tres repeticiones de PCR para cada una de las cepas
en estudio, reportaron el 100% de reproducibilidad a
través de un valor K igual a 1,0. Estos resultados fueron

satisfactorios, confiables y reproducibles, detectando
muestras verdaderamente positivas. El K de 1,0 equi-
valente al 100% de especificidad demostré el grado de
concordancia (100%) entre las variables de ensayo (figura
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2). Los iniciadores Ul y LIl utilizados en el presente
estudio fueron disenados especificamente para el género
Listeria y los iniciadores LF y LR para la especie
monocytogenes (Border et al. 1990; Blais et al. 1997).
Sin embargo existen otros iniciadores que han rendido
resultados muy variables. Border y su equipo en 1990,
identificaron L. monocytogenes por PCR usando cinco

iniciadores, entre estos las secuencias iniciadoras (LM1
y LM2) para la deteccion de la especie monocytogenes;
sin embargo los resultados mostraron que la ampli-
ficacion de los fragmentos era débil en comparacion con
los fragmentos amplificados observados para L. ivannovi,
L. innocua y L. grayi, debido a la falta de especificidad
de los iniciadores (Border et al. 1990).
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE 1X. Tenido en 0.8ug/ml de bromuro de etidio. Reproducibilidad de la
Técnica de PCR. ADN de los microorganismos empleados en el estudio: A. Pozo 1: L. monocytogenes (L1), pozo 2: L. innocua
suiza (L5), pozo 3: Blanco, pozo 4: E. faecalis ATCC 9212 (7), pozo 5: E. faecalis (20), pozo 6: S. epidermidis (21), pozo 7: B. subtilis
(22), pozo 8: L. lactis (32), pozo 9: B. licheniformes (24), pozo 10: Marcador de talla molecular 100pb (Invitrogen), pozo 11: L. casei
(25), pozo 12: L. acidophilus (26), pozo 13: C. perfringens (27), pozo 14: S. agalactiae (28), pozo 15: S. aureus ATCC 29213 (28), pozo
16: L. bavaricus (34), pozo 17: P. vulgaris (1), pozo 18: S. choleraesuis (3), pozo 19: S. enteritidis (4), pozo 20: S. infantis (5). B. Pozo
1: Listeria monocytogenes aislada de carne (L8), pozo 2: L. monocytogenes aislada de queso (L9), pozo 3: L. monocytogenes
aislada de carne (L8), pozo 4: Marcador de talla molecular 100pb (Invitrogen), pozo 5: Blanco, pozo 6: L. monocytogenes aislada
de queso (L9), pozo 7: L. monocytogenes aislada de carne (L8), pozo 8: L. monocytogenes aislada de queso (L9).

Allman y su grupo en 1995 usaron cuatro oligos LOT,
LO2, LO3 y LO4, que reconocian el gen hlyA, sin embardo
estos cebadores requerian de tres reacciones de PCR
consecutivas; la primera daba como resultado una banda
de 234pb (LO1/LO4), la segunda con los cebadores LO1/
LO3 generaba una banda de 207pb y la tercera reaccion
de PCR producia una banda de 204pb con los cebadores
LO2/LO4 (Allman et al. 1995; Dancz & Halaga, 2002),
resultando en una metodologia dispendiosa donde los

productos amplificados presentaban tallas moleculares
demasiado cercanas, lo que podia afectar la diferen-
ciacion dependiendo de la concentracion del gel y el
poder de resolucion de la electroforesis.

El grupo de Moyra en 1996 empleo6 los iniciadores prfAy
priB complementarios a cierta region del gen prfA que
esta involucrado en la reqgulacion de la sintesis de la
listeriolisina. En este trabajo, al igual que en el trabajo
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de Allman et al (1995), solo se identificod la especie
monocytogenes (Moyra et al. 1996). El trabajo de Moyra
demostré la importancia de la amplificacion de un
fragmento para identificar el género y descartar las
reacciones cruzadas con la neumolisina de Streptococcus
pneumoniae y la estreptolisina O de S. pyogenes (Zamora
et al. 2000). Makino et al (1995) emplearon los inicia-
dores LAl y LB, que rendian un producto amplificado de
626pb; no obstante en el estudio de especificidad, la
banda amplificada aparecio en todas las cepas de Listeria
spp. estudiadas, excepto en L. seeligeriy L. grayi, lo que
demostraba problemas con la especificidad de los
iniciadores (Makino et al. 1995; FDA, 2003). Burbano en
€l 2003 trabajo6 con los cuatro iniciadores empleados en
este estudio, demostrando la alta especificidad (100%)
de los mismos al detectar L. monocytogenes con pre-
cision en muestras de leche cruda (Burbano et al. 2003).

Los analisis fisico-quimicos y microbiol6gicos no mos-
traron evidencia del microorganismo (analito) en el
estudio en los quesos seleccionados, lo que permitio
considerar las muestras de queso de buena calidad higié-
nica para ser utilizadas en el ensayo de contaminacion
artificial (datos no mostrados) (MNS, 1996). Las
muestras de queso analizadas presentaron inicialmente
36% (p/p) de grasa. El procedimiento de extraccién con
Nal fue empleado por Burbano en el 2003, reportando
valores de 0,2% (p/v) después del tratamiento de leches
crudas, cuya concentracion inicial de grasas fue de 4%
(p/v) (~28% peso seco). En el presente estudio, aunque
no se midio la concentracion de grasas de los quesos
después de la extraccion con Nal debido a la naturaleza
destructiva del ensayo, se asumio que se podrian lograr
reducciones similares a las obtenidas por Burbano et al.
(2003) en leches crudas, lo que aumentaria a saber la
posibilidad de recuperacion del microorganismo en estu-
dio a partir de las muestras de queso (Makino et al. 1995;
Burbano et al. 2003).

Los resultados obtenidos tras la deteccion directa del
microorganismo en las muestras contaminadas con
10°UFC/g de queso (sensibilidad), mostraron que de las
36 réplicas, solo nueve evidenciaron las dos bandas espe-
radas y de las 27 muestras restantes, alqunas mostraron
unicamente la banda de género (938pb) y en otras no
hubo amplificacion, lo que probablemente estuvo rela-
cionado con la calidad del ADN extraido y la eficiencia

del proceso de extraccion. Estadisticamente estos resul-
tados significaron una exactitud relativa del 56% y una
sensibilidad del 25% y no aportaron evidencia estadistica
significativa al presentar una sensibilidad inferior al 80%,
lo que impidié que 10°UFC/g de queso pudiera ser con-
siderada como limite de deteccién. Sin embargo, la
deteccion directa en las muestras de quesos frescos (36
muestras) contaminados con 10 UFC/g, arrojo resultados
satisfactorios, ya que se logré evidenciar la amplificacion
de las bandas de 938pb y 750pb en todas las muestras
ensayadas. Por esta razon, se selecciono la concentracion
10° UFC/g como limite de detecciéon para la deteccién
directa (Hokanson, 1994; ICONTEC, 2001).

En el analisis de reproducibilidad, se observé ampli-
ficacion de las bandas de 938pb y 750pb, en 78 de las
80 muestras que se hicieron a partir del limite de detec-
cion encontrado (10°UFC de L. monocytogenes/q) (figura
3). Solo dos muestras reportaron resultados negativos
por FCR y el analisis en Epi-info 6.0d de los datos reporto
una proporcion de deteccion de 96.2%, con una P =
0.0002. De otro lado, las muestras sin el analito (24
muestras) no amplificaron ninguna de las bandas,
revelando la especificidad de la técnica de detectar
negativos que verdaderamente son negativos y de detec-
tar los positivos que realmente son positivos para la
presencia del analito.

La sensibilidad determinada a partir de la comparacion
de los resultados obtenidos por el método “Gold Stan-
dard” y en la PCR para las 80 muestras inoculadas con
10°UFC/q (limite de deteccién) y las 24 muestras sin
inocular, demostraron una medida y asociacion del 97%
de concordancia observada, una sensibilidad del 96,2%,
una especificidad del 100%, un valor predictivo positivo
del 100% y un valor predictivo negativo del 87,5% (tablas
2y3).

A pesar de que Makino en 1995 emple6 la misma técnica
de extraccion de ADN a partir de quesos, el limite de de-
teccion encontrado en este trabajo (10° UFC de L. mono-
cytogenes/q) resultd ser una unidad logaritmica inferior
al limite de deteccion. El hecho de haber detectado el
analito directamente en muestras de queso contaminadas
con 10°UFC de L. monocytogenes/g, se debio en gran
medida a la combinacion entre el procedimiento de ex-
traccion, las condiciones de la reaccion de PCR y la
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE 1X. Tenido en 0.3ug/ml de bromuro de etidio. Reproducibilidad de la
Técnica de PCR, extraccion de ADN a partir de muestras de quesos frescos contaminadas con L. monocytogenes aislada de
queso (L9): Pozo 1: ADN L. monocytogenes (L9), pozo 2: ADN de L. innocua suiza (L5), pozo 3: Marcador de talla molecular 100pb
(PROMEGA), pozos 4-8: Extraccion y PCR a partir de quesos contaminados con 105UFC/g, pozo 9: Blanco de la PCR.

Tabla 2. Tabla 2 x 2 para determinacion de la Sensibilidad y Especificidad en Epitable (Epi-info 6.0d).

Tabla 3. Caracteristicas Operativas de la prueba de PCR vs. El método tradicional en el programa Epitable (Epi-info 6.0d).

METODO REFERENCIA METODO REFERENCIA TOTAL
POSITIVO (R+) NEGATIVO (R-)
Método PCR Concordancia positiva (CP) | Desviacion positiva (DP) .
Positivo (A+) (+1+)=77 (R-/A+)=0
Método PCR Desviacion Negativa (DN) | Concordancia Negativa (CN) 27
Negativo (A-) (A-/R+)=3 (-/-)=24
Total 80 24 104

i sttt Ml
Exactitud Relativa 97% 95% 66.5 - 96.7
Sensibilidad 96.3% 95% 88.7 — 99.0
Especificidad 100% 95% 80.8 — 100
Valor Predictivo Positivo 95% 94.1 — 100
Valor Predictivo Negativo 87.5% 95% 66.5 — 96.7
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seleccion de un juego de cebadores con alta especificidad
sin descartar la naturaleza intrinseca de la muestra que
al parecer es afectada dependiendo de la condicion del
alimento (liquido o soélido), pues empleando la misma
metodologia de extraccion, el mismo juego de iniciadores
y las mismas condiciones de amplificacion, significa-
tivamente similares, Burbano y colaboradores pudieron
detectar 10°UFC/ml de leche cruda (Burbano et al. 2003).
Cocolin et al (2002) estudiaron la deteccion por PCR de
diferentes patogenos en alimentos sélidos, logrando
detectar hasta 10UFC/g, pero sélo después de pasos de
enriquecimiento selectivo. Es importante tener en cuenta
que en alimentos solidos los microorganismos pueden
no estar en la superficie del mismo lo que dificulta atiin
mas la deteccion a diferencia de lo que ocurre con ali-
mentos liquidos. La determinacion de la sensibilidad de
la técnica PCR vs., el método tradicional demostré que
la deteccion de L. monocytogenes en quesos frescos, se
puede realizar con cualquiera de los dos métodos.

Varios resultados positivos preliminares (porcentaje de
confiabilidad del 94%), se han obtenido después de
enriquecimiento no selectivo en agua peptonada en mues-
tras de quesos frescos contaminadas artificialmente con
10%UFC/g (datos no mostrados). En estos momentos, se
adelanta el proceso de validacion de los mismos.y los
que sean obtenidos seran discutidos en otro articulo.

Otros autores han requerido de algunas modificaciones
en la extraccion como la filtracion del cultivo, el aumento
del volumen de la mezcla de lisis celular o la centrifu-
gacion del cultivo después de la lisis. Con algunas de
estas modificaciones ha sido posible la deteccion del
microorganismo en concentraciones de 10UFC/ml
(McLauchlin et al. 1990; Rudolf & Scherer, 2001 ; Briceno
et al. 2002; Ha et al. 2002). El trabajo realizado por
Briceno et al en el 2002 mostré que el método de
extraccion con solventes organicos no es recomendado
para quesos, debido a que no se obtiene la reproduci-
bilidad deseada. A diferencia de los métodos anteriores,
el método con Nal no necesita modificaciones para
mejorar la sensibilidad, disminuyendo asi el tiempo de
extraccion y de analisis de la muestra. Ademas, esta
técnica report6 el limite de deteccion mas bajo entre las
técnicas ensayadas (datos no mostrados). De esta manera
el método validado en este trabajo, podria ser implemen-

tado en la deteccion de otros patdégenos transmitidos por
alimentos lacteos (Burbano et al. 2003).

Actualmente, en Colombia se utiliza el método tradicional
para la deteccion de L. monocytogenes; no obstante los
dos métodos presentaron resultados similares. Es de gran
importancia considerar que en la industria de alimentos
el tiempo invertido en las pruebas clasicas para detectar
L. monocytogenes constituye un factor importante en los
costos de produccion y que la técnica tradicional arroja
resultados presuntivos en los primeros siete dias y resul-
tados confirmatorios 12 6 15 dias después, mientras que
la técnica de PCR redujo considerablemente el tiempo
de identificacion a cuatro horas, generando resultados
confiables, sensibles y reproducibles, caracteristicas de
suma importancia para que la técnica pueda ser imple-
mentada en el control de calidad de productos lacteos.
Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron la
factibilidad de implementar la PCR para el control de
calidad de otros alimentos y la deteccion de otros pat6-
genos de transmision alimentaria.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten la detecciéon con
precision de muestras positivas y negativas; descartando
falsos resultados como consecuencia de las reacciones
cruzadas. Adicionalmente, se corroboraron los resultados
previos obtenidos con el procedimiento de extraccion
con Nal. Se logro un limite de deteccion de 10°UFC/g de
queso, siendo este una unidad logaritmica inferior al
limite de deteccién reportado por Makino et al (1995).
En estos momentos se trabaja en la validacion de la téc-
nica partiendo de 10?°UFC/g de queso, hasta el momento
la técnica ha sido modificada por la adicion de un paso
de preenriquecimiento en agua peptonada tamponada y
ha mostrado un 94% de confiabilidad. La técnica de PCR
validada en este estudio es especifica, sensible y esta-
disticamente reproducible, logr6 reducir el tiempo de
preparacion e identificacion de la muestra de 15 dias a
cuatro horas y redujo los inconvenientes de la manipu-
lacion excesiva, aspectos de gran importancia para que
la técnica pueda ser aplicada en la industria de alimentos,
lo que acortaria el tiempo de almacenamiento previo a
la venta de los mismos.
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