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RESUMEN

Listeria monocytogenes es un microorganismo zoondético emergente en la industria de alimentos, resultando de
gran interés para la salud publica. El objetivo de este trabajo fue validar la técnica de PCR para la deteccion
de este microorganismo en carnes crudas de res y pollo. El procedimiento de extracciéon de ADN fue realizado
con lisozima, proteinasa K y fenol-cloroformo a partir de muestras contaminadas artificialmente. La especificidad
de los cebadores LI1 y Ul fue comprobada por la amplificacién de una banda de 938pb correspondiente a un
fragmento del ADNr 16S; de igual manera los cebadores LF y LR amplificaron una banda del gen hlyA de
750pb; lo que permitid la identificacion de género (banda 938pb) y especie (banda de 750pb) respectivamente.
Las cepas de los otros géneros bacterianos ensayados no amplificaron ninguna de las bandas especificas. El
limite de deteccién para la PCR fue de 102 y 10* UFC/gr para carnes de res y pollo respectivamente; el «Gold
Standard» reporté 102 UFC/mI para ambos alimentos. La comparacién de la PCR vs., el método «Gold Standard»
report6 en carne de pollo una concordancia observada de 98.43%, una sensibilidad del 96.9%, una especificidad
de 100%, un valor predictivo positivo del 100% y un valor predictivo negativo del 97%; para la carne de res
todos los parametros anteriores fueron del 100%. Estos resultados demostraron la factibilidad de la PCR para
el control de calidad de carnes crudas de res y pollo.

Palabras clave: Listeriosis; Listeria monocytogenes; validacion de PCR, carne de pollo; carne de res.

PCR VALIDATION FOR DETECTION OF Listeria monocytogenes
IN RAW BEEF AND CHICKENS

ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a zoonotic emergent microorganism in the food industry, being from great interest for
the public health. The aim of this work was to validate the PCR technique for the detection of Listeria monocytogenes
in raw meats of beef and chicken. The DNA extraction procedure was carried out with lisozyme, proteinase K and
phenol-cloroform, starting from artificially contaminates samples. The specificity of primers LI1 and Ul was
verified by the amplification of a 938bp band corresponding to a fragment of rDNA 16S; in the same way the
«primers» LF and LR amplified a band of 750bp corresponding to the hlyA gene; allowing the genus (938bp
band) and species (750bp band) identification respectively. Other bacterial strains assayed did not amplify any
of the Listeria specific bands. The detection limit for PCR was of 102 and 104 UFC/gr on beef and chicken meat
respectively; the Gold Standard reported 102 UFC/ml in both cases. The comparison of the PCR versus the Gold
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Standard method reported upon chicken meat an observed concordancy of 98,43%, a sensitivity of 96,9%, an
specificity of 100%, a positive predictive value of 100% and a negative predictive value of 97%; for beef all the
previously parameters were 100%. This results showed the feasibility of the PCR for the quality control on raw

beef and chicken.

Key words: Listeriosis; Listeria monocytogenes; PCR validation, beef, poultry meat

INTRODUCCION

La listeriosis humana forma parte del grupo de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) y es
una enfermedad esporadica ocasionada por L.
monocytogenes. Los alimentos han sido el vehiculo
principal de entrada de L. monocytogenes al
organismo humano (Allmann 1995; Boerlin 1997;
Da Silva 1995). La listeriosis es una enfermedad
relativamente rara, en comparacioén con otras
enfermedades; aunque la tasa de incidencia es de 4
a 8 casos por cada 1.000.000 de personas, la tasa
de mortalidad esta entre 20 y 30% de los pacientes
hospitalizados; es una mortalidad elevada en
comparacion con otras enfermedades transmitidas
por alimentos (Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion 2000; Torres
2004). A pesar de la ubicuidad de Listeria
monocytogenes, la incidencia anual de listeriosis es
de 0.7 por 100.000 habitantes, presentandose en tres
picos: los pacientes con més de 70 afios (2.1/
100.000), las mujeres embarazadas (12/100.000) y
los pacientes inmunosuprimidos.

L. monocytogenes puede ser aislada de un amplio
grupo de alimentos, tales como carne cruda y curada,
leche cruda, pasteurizada y queso (Goulet 1993;
Quist 1994; Salvat 1995). Los alimentos asociados
mas frecuentemente con listeriosis humana son los
productos listos para consumir que promueven el
crecimiento de L. monocytogenes, por ser productos
gue tienen un tiempo de conservacion prolongado
en condiciones de refrigeracion y que se consumen
sin tratamiento listericida (Farber 1994). Colombia
no es ajena al panorama mundial, donde la infeccion
por L. monocytogenes cobra dimensiones importantes
a causa de la descripcion de brotes entéricos como
consecuencia del consumo de alimentos
contaminados como leches, quesos y al aumento del
consumo de carnes parcialmente cocidas y vegetales

crudos (Hokanson 1994; Torres 2004; Vorster 1993).
Un estudio realizado por el Laboratorio de Salud
Publica del Distrito Capital (Bogota, D.C., Colombia)
en muestras de derivados carnicos procedentes de
diferentes hospitales entre los afios 2001 y 2002,
mostré una incidencia de L. monocytogenes del 14
y 5.08%, respectivamente, en derivados céarnicos y
una incidencia de 2.5% en carnes de res y cerdo
(Ramirez 2002; Vera 2003).

Actualmente la identificacion de L. monocytogenes
se realiza por métodos convencionales, los cuales
requieren, minimo de 5 dias para declarar si un
alimento esta libre de Listeria y 10 dias adicionales
para reconocer la especie monocytogenes (Allaert
2002); sin embargo, en la industria de alimentos estos
métodos no permiten tomar decisiones rapidas, lo
que causa un incremento en el costo del producto
final por los periodos largos de cuarentena antes de
su liberacién. Por este motivo son importantes las
técnicas rapidas y sensibles como la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) (Wan 2003; Weon
2002), que permitan detectar este patégeno en
materiales crudos y productos procesados, para llevar
un control mas eficiente del proceso de produccion,
monitorear las practicas de limpieza e higiene y tomar
decisiones a corto plazo.

El objetivo de este estudio fue validar una técnica de
PCR para la identificacion de Listeria monocytogenes
en carnes crudas de res y pollo, alimentos donde no
ha sido estandarizada la técnica.

MATERIALES Y METODOS

Cepas: 42 cepas bacterianas divididas en 21
microorganismos gramnegativos y 21 grampositivos
fueron usadas en este estudio (Tabla 1).
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Tabla 1. Microorganismos utilizados en el estudio

No.| CODIGO CEPAS GRAM PROCEDENCIA

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

2 L2 Listeria monocytogenes ATCC 1915 positivo ATCC

3 L3 Listeria monocytogenes ATCC 4334 positivo ATCC

4 L4 Listeria monocytogenes (Aislada de leche) positivo Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud
5 L5 Listeria innocua suiza positivo Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud
6 L6 Listeria monocytogenes suiza ATCC 4640 positivo ATCC

7 L7 Listeria monocytogenes positivo Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud
8 L8 Listeria monocytogenes (Aislada de carne) positivo Lab. de Bromatologia. Secretaria Distrital de Salud
9 L9 Listeria monocytogenes (Aislada de queso) positivo Lab. de Bromatologia. Secretaria Distrital de Salud
10 33 Acinetobacter baumanii negativo | Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud.
11 29 Citrobacter freundii negativo | Lab. de Microbiologia Especializada PUJ

12 11E Enterobacter aglomerans negativo | Lab. de Microbiologia Especializada PUJ

13 9 E.coli 0126 B36 negativo | CDC ATLANTA

14 18 E.coli 0126 B16 negativo | CDC ATLANTA

15 16 E.coli ATCC 8739 negativo | Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

16 12 E.coli 0127 negativo | CDC ATLANTA

17 31 E.coli ATCC 25912 negativo | Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud.
18 17 E.coli de Leche negativo | Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

19 2 Klebsiella pneumoniae negativo | Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud
20 35 Moraxella catharralis ATCC 8176 negativo | Lab. de Microbiologia Especializada PUJ

21 1 Proteus vulgaris negativo | Lab. de Microbiologia Especializada PUJ

22 30 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27813 negativo | Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud.
23 10 Salmonella bredeney monophila negativo | Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

24 Salmonella choleraesuis negativo | CDC ATLANTA

25 Salmonella enteritidis negativo | Lab. de Microbiologia Especializada PUJ

26 Salmonella infantis negativo | CDC ATLANTA

27 13 Salmonella paratyphi A negativo | Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

28 15 Salmonella paratyphi B negativo | Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

29 14 Salmonella typhi negativo | Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

30 19 Salmonella tiphymurium negativo | Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

31 24 Bacillus licheniformes positivo Lab. de Microbiologia Especializada PUJ

32 22 Bacillus subtilis positivo Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

33 27 Clostridium perfringes positivo Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

34 7 Enterococcus faecalis ATCC 9212 positivo Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud.
35 20 Enterococcus faecalis positivo Lab. de Microbiologia Especializada PUJ

36 26 Lactobacillus acidophilus positivo Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

37 34 Lactobacillus bavaricus positivo Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

38 25 Lactobacillus casei positivo Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

39 32 Staphylococcus aureus ATCC 29213 positivo Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud.
40 21 Staphylococcus epidermidis positivo Lab. de Microbiologia Especializada PUJ

41 28 Streptococcus agalactiae positivo Lab. de Microbiologia. Secretaria Distrital de Salud.
42 23 Lactococcus lactis positivo Lab. de Microbiologia de Alimentos PUJ

®
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Extraccion de ADN cromosomal

Para la extraccion de ADN las cepas Gramnegativas
fueron cultivadas en caldo LB (triptona 10g/l, extracto
de levadura 5g/l, NaCl 0.5g/l) y las cepas
grampositivas en caldo BHI durante 12 horas a 37°C
y 250r.p.m. Un mililitro de cultivo fue centrifugado
por 10’ a 6000r.p.m., para las grampositivas y las
gramnegativas a 3000r.p.m., las células obtenidas
se lavaron con tampén TE 1X (L0mM Tris-HCI, 1mM
EDTA, pH 8.0 +/-0.2). Para la lisis celular el *" pellet™
resultante fue resuspendido en 200ul de tampon TE
1X més 2mg/ml de lisozima y se incubd durante 30’a
37°C. Posteriormente para lograr la degradacién de
las proteinas se afiadié 300ul de tamp6n TELX mas
1% (p/v) de SDS y proteinasa K a concentracion final
de 100ug/ml, la mezcla se incub6 a 65°C por 1 hora.
Para eliminar los péptidos y lipidos residuales se
adicion6 84l de una solucion 5M de NaCl mas 60yl
de CTAB (10% (p/v) disuelto en 0.7M de NaCl) y se
incubd 20’ a 65°C. La suspension resultante se trato
con una mezcla 24:1 de fenol-cloroformo. Una vez
separadas las fases por centrifugacion, la fase acuosa
se traté con 2-propanol para lograr la precipitacion
del ADN. ElI ADN precipitado se lavé con etanol al
70% (v/v) y fue secado a 37°C y resuspendido en
tampén TE 1X. Para la determinacion de la purezay
concentracion de los ADN obtenidos se empled un
espectrofotometro Biospec 1601 Shimadzu. Se aplicé
correccion de fondo al de 320nm, segin Sambrook,
J. etal. 1989 (Poutou 2000; Poutou 2000; Sambrook
1983; Simon 1996).

Reaccion de PCR

La reaccién de PCR fue ligeramente modificada a
partir de las condiciones empleadas por Bansal en
1996 y Burbano en el 2003 para ajustarla a las
condiciones de ensayo (Bansal 1996; Burbano 2003).
Para la PCR se emplearon los cuatro cebadores:
L1 (CTCCATAAAGGTGACCCT), ul
(CAGCMGCCGCGGTAATWC), LF
(CAAACGTTAACAACGCAGTA) y LR
(TCCAGAGTGATCGATGTTAA) (Bansal 1996;
Burbano 2003; Zamora 2000). El volumen final de
la reaccién de PCR fue de 30ml, conteniendo tampén
de PCR 1X, 2.5mM de MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP,
20pmol de cada cebador y 2U de Tag - ADN

polimerasa (PROMEGA), més 3ml de ADN o muestra
(—120ng para los ADN puros). Se empled un
termociclador BIORAD Gene Cycler™ programado
de la siguiente manera: 1 minuto a 95°C, seguidos
de 40 ciclos compuestos por 30s a 94°C, 20s a 51°C,
30s a 74°C y un paso final de extension de 8’a 74°C.

Separacion electroforética

Los productos de PCR y los ADN obtenidos en las
extracciones fueron visualizados en geles de agarosa
al 1% (p/v) en tampén TAE 1X (40mM Tris-acetato,
1mM EDTA pH 8+/-0.2), tefiidos con 0.3ug/ml de
bromuro de etidio, corridos a 120V durante 1h hora
y fotografiados bajo luz ultravioleta. Como marcador
de peso molecular se emple6 100bp (Gibco BRL)
(Sambrook 1989).

Analisis fisicoquimico y microbioldgico
de las muestras

Las muestras de pechuga de pollo y carne de res se
recolectaron al azar de las neveras de almacenaje
de cada dispensario, se colocaron en recipientes
estériles y se llevaron en condiciones de refrigeracion
al laboratorio para su andlisis fisicoquimico y
microbiol6gico dentro de las 4 horas siguientes. Se
sometieron las muestras crudas de pechuga de pollo
y carne de res a analisis fisicoquimico para evaluar
su calidad, segln las técnicas recomendadas y
estandarizadas por el INVIMA sobre la base de la
Normas Técnicas Colombianas 3644-2 de 1998 y
1443 del 2002: determinacion de pH, determinacion
de bases volatiles totales y determinacion de gas
sulfhidrico en carnes crudas de res. Para el analisis
de carnes crudas de pollo se realizaron las técnicas
anteriores mas la determinacién de formol (ICONTEC
1998; ICONTEC 1999). Para el anélisis
microbiolégico, 259 de pechuga de pollo o de carne
de res se llevaron a 225ml de caldo de
preenriquecimiento para Listeria respectivamente
(Caldo Palcam), se incub6 a 37°C durante 24 horas.
Posteriormente se realiz6 aislamiento en agar Palcam
y se continud el analisis segln la técnica de Lee y
MacClain 6 método de la USDA-FSIS basado en la
norma ISO 11290-1 (Allaert 2002).
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Determinacion de la especificidad y
sensibilidad de la PCR

La especificidad y la sensibilidad de la técnica se
demostré a través de un ensayo doble-ciego donde
se contaminaron 15 tubos de caldo de cultivo
Columbia con Listeria monocytogenes-1915, 15 tubos
de caldo de cultivo Columbia con Listeria innocua
suiza, 15 tubos de caldo de cultivo Luria-Bertani con
Escherichia coli ATCC O127 y 15 tubos de caldo de
cultivo Columbia con Staphylococcus aureus ATCC
29213. Se realizd el proceso de extraccién de ADN
cromosomal y la prueba de PCR. Los resultados
obtenidos se analizaron en el programa Epitable
(Programa Epi-info 6.0d) para determinar su
significancia estadistica (Burbano 2003).

Determinacion de la reproducibilidad
de la PCR

La reproducibilidad de la técnica se evalué mediante
tres repeticiones de PCR para cada una de las cepas
del estudio, bajo las mismas condiciones de
manipulacién, instrumentos y reactivos.

Contaminacion artificial de las
muestras

Se homgenizaron 10g de alimento en un digestor de
cuchillas con una suspension de concentracion
conocida de Listeria monocytogenes en presencia de
50ml de agua peptonada tamponada (577ml/l de 1M
Na,HPO,, 423ml/l de 1M NaH,PO,, 69/l NaCL,
129/l peptona especial, pH 7.0+/- 0.2), luego se
completé a 100ml con agua peptonada tamponada
y se incubaron a 37°C, durante 24h (enriquecimiento
primario), pasado este tiempo 10ml del cultivo fueron
empleados para reinocular 90ml de agua peptonada
tamponada (fresca) e incubada nuevamente por 24h
a 37°C (enriquecimiento secundario). Las muestras
para PCR se tomaron a las 24 y 48h de
enriquecimiento. De la misma manera, 25g de
alimento se homogenizaron con la suspensién de
Listeria monocytogenes para realizar el método
tradicional o «Gold Standard».

Extraccion de ADN a partir de muestras
contaminadas artificialmente

Un mililitro del cultivo de 24 y 48 horas fue
centrifugado por 10’ a 13000 r.p.m., el medio de
cultivo fue decantado y las células obtenidas se
lavaron con 1ml de tamp6n TE 1X. Una vez
homogenizada la suspension se paso a otro tubo
evitando la toma de los sélidos no disueltos (restos
de alimento). Nuevamente se centrifug6 durante 10’
a 6000 r.p.m. y se decant6 el TE 1X. El resto del
procedimiento se continud a partir de la lisis celular
seglun se describe en «Extraccion de ADN
Cromosomal».

Determinacion de la sensibilidad y
reproducibilidad de la técnica de PCR
vs. el método «Gold Standard»

Se contaminaron 68 muestras de pechuga de pollo
distribuidas en 32 muestras con 104 UFC/gr (16
muestras tomadas a las 24h de enriquecimiento y 16
muestras tomadas a las 48h de enriquecimiento) y
36 muestras con 102 UFC/gr (18 muestras tomadas
alas 24h de enriquecimiento y 18 muestras tomadas
a las 48h de enriquecimiento) y 76 muestras de carne
de res distribuidas en 32 muestras con 104 UFC/gr
(16 muestras tomadas a las 24h de enriquecimiento
y 16 muestras tomadas a las 48h de enriquecimiento)
y 36 muestras con 102 UFC/gr (18 muestras tomadas
alas 24h de enriquecimiento y 18 muestras tomadas
a las 48h de enriquecimiento). 32 muestras de
pechuga de pollo y de carne de res sin contaminar
se usaron como controles negativos. Se extrajo el ADN
con el método de lisozima y proteinasa K tanto de
las muestras contaminadas como de los controles
negativos. Se realiz6 la PCR vy el producto de PCR
amplificado fue analizado por electroforesis en gel
de agarosa. Paralelo al proceso de extraccién de ADN
y a la técnica de PCR se llevd a cabo el método
tradicional (técnica de Lee y MacClain 6 método de
la USDA-FSIS basado en la norma ISO 11290-1)
(Allaert 2002), para cada una de las muestras
contaminadas y sin contaminar.
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Analisis estadistico

Para calcular el nimero minimo de muestras de carne
de res y pechuga de pollo que se debian analizar
(73), se aplico la férmula para la estimacion de
proporcién de desacuerdos sin observaciones
replicadas (Pérez 2001):

n= 4p Des (1-p Des) 22 1'&/2 / sz (1)
Probabilidad de desacuerdo

(P d/n 2)

Des) =
Donde: d es el nimero 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 p ., no fue
cercano a cero y n fue razonablemente grande, para
una amplitud especifica Wp del intervalo de confianza
de 20% (0.20), y una probabilidad de error tipo 1 de
0.05%, el tamafio de la muestra minimo fue de 73
por tipo de carne. Los resultados obtenidos en la
prueba piloto realizada en el ensayo de especificidad
y sensibilidad de la técnica de PCR, se analizaron en
el programa Epitable (programa Epi-Info 6.0d) para
determinar su significancia estadistica. Se evalu6 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) que se define como la concordancia mas
alla de la casualidad, dividida por la concordancia
posible. Se tomaron como valores negativos las
muestras ausentes de Listeria monocytogenes y como
positivos las muestras con Listeria monocytogenes.
Las categorias cualitativas otorgadas por algunos
autores expertos de los Kappa, son: 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 deteccidén obtenidos en los ensayos de
sensibilidad del método de PCR vs. método tradicional
a partir de muestras de carne cruda de res y pollo se

analizaron en el programa Epitable (Programa Epi —
Info 6.0d) para determinar la significancia estadistica
de la proporcion de deteccion de Listeria
monocytogenes en cada uno de los alimentos segun
la técnica de PCR tras enriquecimiento de 24h y las
caracteristicas operativas de la prueba de PCR
(Exactitud relativa o Concordancia observada,
Sensibilidad, Especificidad y Valor predictivo positivo
y negativo) utilizada en el experimento con respecto
al «Gold Standard» por el método 2 x 2.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las pruebas fisico-quimicas de las carnes crudas de
res y pollo analizadas fueron normales, asegurando
la calidad higiénica, por lo que pudieron utilizarse
para el ensayo de contaminacion artificial con
Listeria monocytogenes. Las muestras de carne de
res y de pechuga de pollo procesadas segun el método
tradicional para la deteccion de Listeria
monocytogenes en alimentos fueron negativas.

El ADN cromosomal de las cuatro cepas empleadas
en el ensayo a doble-ciego evidenciaron la alta
especificidad y sensibilidad de la técnica, debido a
gue las cepas de ensayo de Listeria monocytogenes
1915, amplificaron las bandas de 938pb y 750pb -
especificas para género y especie-; las de Listeria
innocua suiza, amplificaron Gnicamente la banda de
938pb -producida por la hibridacién de los cebadores
LUL1 y Ul- con una secuencia especifica de la region
codificante del ADNr 16S del género Listeria,
revelando la sensibilidad de la técnica para detectar
los positivos reales en presencia de Listeria
monocytogenes. Por su parte, las cepas de
Escherichia coli ATCC O127 yStaphylococcus aureus
ATCC 29213 no amplificaron ninguna de las bandas,
demostrando asi la especificidad de la técnica de
detectar negativos reales (Figura 1) (Scotter 2001).
El ensayo piloto revel6 que la técnica es altamente
reproducible y estadisticamente confiable, ya que el
analisis arrojo un valor para kappa de 1, valor que
segun algunos autores, permiten clasificarlo como
«casi perfecto» en el grado de concordancia entre
las variables de ensayo (Sox 1987) y otros lo clasifican
como un valor kappa de concordancia total (Ortega
1995).
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE IX. Tefiido con 0.3pg/ml de bromuro de etidio. Especificidad
de la Técnica de PCR. ADN de los microorganismos empleados en el estudio: Pozo 1: Listeria innocua suiza (L5), pozo 2:
Staphylococcus aureus ATCC 29213, pozo 3: Escherichia coli 0127, pozo 4: Staphylococcus aureus ATCC 29213, pozo
5: Listeria innocua suiza (L5), pozo 6: Listeria innocua suiza (L5), pozo 7: Listeria monocytogenes ATCC 1915 (L2), pozo
8: Staphylococcus aureus ATCC 29213, pozo 9: Escherichia coli O127, pozo 10: Marcador de talla molecular 100pb
(Gibco BRL), pozo 11: Blanco, pozo 12: Escherichia coli 0127, pozo 13: Staphylococcus aureus ATCC 29213, pozo 14:
Listeria monocytogenes ATCC 1915 (L2), pozo 15: Escherichia coli O127, pozo 16: Listeria monocytogenes ATCC 1915
(L2), pozo 17: Listeria innocua suiza (L5), pozo 18: Listeria monocytogenes ATCC 1915 (L2), pozo 19: Escherichia coli

0127, pozo 20: Listeria monocytogenes ATCC 1915 (L2).

Los cebadores LU1, Ul y LF, LR utilizados en el ensayo
de PCR permitieron la deteccion simultanea del género
Listeria y de la especie monocytogenes. Este hallazgo
es importante en los casos en que la asociacién de L.
monocytogenes con otras especies de listeria y con otros
géneros bacterianos puede ocurrir (Curiale 1994).
Igualmente se demostré que los cebadores LU1, Ul y
LF, LR, tienen una alta afinidad por la secuencia blanco
correcta y son especificos y sensibles para L.
monocytogenes (Zamora 2000).

En otros estudios se han utilizado cebadores que
amplifican un Gnico producto de alguno de los genes
caracteristicos de la especie monocytogenes y no
descartan la reaccién cruzada con otros géneros
bacterianos presentes en la muestra (Dickinson 1995;
Ingianni 2001; Manzano 1997; Paziak-Domanska 1999).
En procariotes, los genes ADNr aparecen en copias
multiples. Puesto que el género Listeria posee seis copias
idénticas de este gen, la sensibilidad es mayor en
ensayos de PCR basados sobre esta secuencia (Somer
2003). La amplificacion del fragmento que identifica la
especie monocytogenes, es importante para descartar
reacciones cruzadas con la neumolisina de Streptococcus
pneumoniae y estreptolisina O de Streptococcus
pyogenes. Por otro lado, Makino et al. 1995; utilizaron
cebadores LA1 y LB1 que amplificaban un fragmento de

626pb, que identificaba el género Listeria y no la especie,
lo que permitia la amplificacién de todos los miembros
del género, excepto Listeria seeligeri y Listeria grayi
(Makino 1995). Otros autores, han utilizado cebadores
para identificar tanto el género Listeria como la especie
monocytogenes, pero su especificidad, comparada con
los que amplifican fragmentos del gen de la listeriolisina
O (hlyA), ha sido menor (Bohnert 1992; Duffy 1999;
Furrer 1991; Golsteyn. T 1991; Niederhauser 1992).

La reproducibilidad encontrada en el ensayo de doble-
ciego fue de 100%, debido a que sé6lo las cepas de
Listeria monocytogenes amplificaron las bandas de
938pb y 750pb; la cepa de Listeria innocua suiza
amplific6 la banda de 938pb (Figura 2). La
reproducibilidad obtenida indic6 que existe un 100%
de probabilidad de encontrar el mismo resultado entre
muestras idénticas en diferentes laboratorios, bajo
condiciones de reproducibilidad estandar. Los resultados
de los ensayos de reproducibilidad se obtuvieron con el
mismo método de deteccidn, sobre la misma muestra,
con diferentes operarios, diferentes equipos de medida
y en diferentes laboratorios.

Aunque varios métodos para extraccion de ADN a partir
de carne de res y pollo han sido reportados, el método
de lisozima y proteinasa K usado en este estudio fue
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE IX. Tefiido en 0.3ug/ml de bromuro de etidio. Reproducibilidad
de la Técnica de PCR. ADN de los microorganismos empleados en el estudio: A. Pozo 1: Listeria monocytogenes (L1),
pozo 2: Listeria innocua suiza (L5), pozo 3: Blanco, pozo 4: Enterococcus faecalis ATCC 9212, pozo 5: Enterococcus
faecalis, pozo 6: Staphylococcus epidermidis, pozo 7: Bacillus subtilis, pozo 8: Lactococcus lactis, pozo 9: Bacillus
licheniformes, pozo 10: Marcador de talla molecular 100pb (Gibco BRL), pozo 11: Lactobacillus casei, pozo 12:
Lactobacillus acidophilus, pozo 13: Clostridium perfringens, pozo 14: Streptococcus agalactiae, pozo 15: Staphylococcus
aureus ATCC 29213, pozo 16: Lactobacillus bavaricus, pozo 17: Proteus vulgaris, pozo 18: Salmonella choleraesuis,
pozo 19: Salmonella enteritidis, pozo 20: Salmonella infantis. B. Pozo 1: Listeria monocytogenes aislada de carne (L8),
pozo 2: Listeria monocytogenes aislada de queso (L9), pozo 3: Listeria monocytogenes aislada de carne (L8), pozo 4:
Marcador de talla molecular 100pb (Gibco BRL), pozo 5: Blanco, pozo 6: Listeria monocytogenes aislada de queso (L9),

pozo 7: Listeria monocytogenes aislada de carne (L8), pozo 8: Listeria monocytogenes aislada de queso (L9).

mas efectivo que los métodos de loduro de Sodio
(Makino et al. 1995), de Tritén X-100 al 2%
(Agersborg 1997) y el de extraccién por ebullicién
(Kaclikova 2003) (datos no mostrados).

El tratamiento del ADN de L. monocytogenes a partir
de carne cruda de res y pollo con lisozima y proteinasa
K mas extracciéon fendlica y precipitacién con
isopropanol, permitié la solubilizacion del ADN, mejoré
la amplificacion de bandas de ADN y ofrecié una mayor
reproducibilidad experimental, sin comprometer la
sensibilidad del ensayo. En contraste a lo reportado por
Rossen et al (1992) y Kaklikova et al (2003), no hubo
pérdida del material purificado al realizar la extraccién

fendlica del ADN y su precipitacién con isopropanol, y
no se comprometié la sensibilidad de la PCR por
degradacion del ADN o por inhibiciéon de la PCR
(Kaclikova 2003; Rossen 1992). La extraccion de ADN de
L. monocytogenes a partir de carne cruda de res y pollo
con solventes organicos produce entre 90 y 95% de lisis
celular y por ello es recomendada en técnicas que
necesitan pureza y estabilidad del ADN (Miller 1999).

De las 32 muestras de carne de pollo contaminadas
con 10*UFC de Listeria monocytogenes/gr (16 muestras
tras enriquecimiento de 24 horas y 15 muestras tras
enriquecimiento de 48 horas), todas amplificaron las
bandas de 938pb y 750pb. En contraste, con las 32
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muestras de carne de pollo contaminadas con 10?UFC
de Listeria monocytogenes/gr (16 muestras tras
enriquecimiento de 24 horas y 16 tras enriquecimiento
de 48 horas), ninguna amplificé las bandas de 938pb y
750pb. Por otro lado, las 40 muestras de carne de res
contaminadas con 10* UFC de Listeria monocytogenes
por gramo de alimento (18 muestras tras enriquecimiento
de 24 horas y 22 tras enriquecimiento de 48 horas), y
las 36 muestras de carne de res contaminadas con 10?
UFC de Listeria monocytogenes por gramo de alimento
(18 muestras tras enriquecimiento de 24 horasy 18 tras
enriquecimiento de 48 horas), amplificaron las bandas
de 938pb y 750pb. La identificacion de L.
monocytogenes por el método tradicional fue positiva
para las muestras contaminadas y negativa para las no
contaminadas.

El andlisis del limite de deteccion encontrado en carne
de pollo por la técnica de PCR tras enriquecimiento de
24h, determind una deteccion del 96%, para 10* UFC
de L. monocytogenes/gr de carne de pollo (p= 0.015).
Los datos obtenidos tras el analisis por el método 2 x 2
de la técnica de PCR vs. el método tradicional en el
programa Epitable, con un intervalo de confianza de
95%, demostraron una exactitud relativa o concordancia
observada de 98.43%, y unas caracteristicas
operativas de sensibilidad de 96.9%, especificidad
de 100%, valor predictivo positivo de 100% y un valor
predictivo negativo de 97%. Las muestras sin
microorganismo no amplificaron, revelando la
especificidad de la técnica para detectar negativos
gue verdaderamente son negativos (Scotter 2001). La
concordancia observada o exactitud relativa obtenida
para el método alterno PCR, indicé que existe un 98.43%
de concordancia entre la respuesta obtenida por el
método de referencia y la respuesta obtenida por el
método alterno con muestras idénticas. El valor
predictivo positivo obtenido para el método alterno PCR,
indicé que existe una confiabilidad del 100% de detectar
las muestras positivas que realmente contienen el
microorganismo, mientras que el valor predictivo
negativo obtenido para el método alterno PCR, indico
que existe una confiabilidad del 97% para detectar
las muestras negativas que realmente no contienen el
microorganismo en el andlisis de muestras de carne
cruda de pollo.

El analisis del limite de deteccion encontrado en carne
de res por la técnica de PCR tras enriquecimiento de
24h, reportd una proporcion de deteccion del 100%,
para 10?UFC de L. monocytogenes/g (p= 0.0026). Los
datos obtenidos tras el andlisis por el método 2 x 2 de
la técnica de PCR versus el método tradicional en el

programa Epitable, con un intervalo de confianza de
95%, demostraron una exactitud relativa o concordancia
observada, y unas caracteristicas operativas de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo de 100%. Los resultados de
sensibilidad evidenciaron similitud, debido a que sélo
las muestras contaminadas conListeria monocytogenes
amplificaron las bandas de 938pb y 750pb. Las muestras
sin el microorganismo no amplificaron, revelando la
especificidad de la técnica para detectar negativos que
verdaderamente son negativos y la sensibilidad de la
técnica para detectar los positivos que realmente son
positivos a la presencia del microorganismo (Scotter
2001). La concordancia observada o exactitud relativa
obtenida para el método alterno PCR, indic6 que existe
un 100% de concordancia entre la respuesta obtenida
por el método de referencia y la respuesta obtenida por
el método alterno con muestras idénticas. El valor
predictivo positivo obtenido para el método alterno PCR,
indicé que existe una confiabilidad del 100% para
detectar las muestras positivas. Asimismo, el valor
predictivo negativo obtenido para el método alterno
PCR, indic6 que existe una confiabilidad del 100%
de detectar las muestras negativas en muestras de
carne de res cruda. Estos resultados muestran que la
deteccion de Listeria monocytogenes a partir de
carnes crudas de res y pollo, puede realizarse con
cualquiera de los dos métodos ensayados, ya que
comparten la misma especificidad. Los resultados
fueron altamente reproducibles, ya que se observaron
amplificados de 938pb y 750pb, correspondientes a
la identificacion del género Listeria y la especie
monocytogenes respectivamente, en el 96.8% de las
muestras de carnes de pollo contaminadas y en el 100%
de las carnes de res contaminadas; lo que significa
probabilidades de 96.8% para carne de pollo y de 100%
para carne de res, para encontrar el mismo resultado
entre muestras idénticas analizadas en diferentes
laboratorios, bajo condiciones de reproducibilidad
estdndar. Los resultados de los ensayos de
reproducibilidad se obtuvieron con el mismo método
de deteccion, sobre la misma muestra, con diferentes
operarios, diferentes equipos de medida y en diferentes
laboratorios.

En esta investigacion no se ensayo6 la deteccion directa
por PCR a partir de carnes crudas de res y pollo, debido
a que la naturaleza solida de las muestras hace mas
dificil la manipulacién, generando un homogenizado
viscoso con muchos restos de alimento, dificiles de retirar.
Existen estudios de deteccién directa por PCR en su gran
mayoria de muestras liquidas como la leche (Burbano
2003). Los reportes de deteccion directa por PCR a partir
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de carnes crudas de res y pollo son escasos (Dickinson
1995; Makino 1995). Algunos autores han reportado
que la deteccién directa de L. monocytogenes por PCR
de alimentos como las carnes, puede ser limitada por
la presencia de inhibidores de la reaccidon de PCR,
acidos nucleicos de otras bacterias, nimero bajo de
carga microbiana en el alimento y/o por la naturaleza
propia del alimento (Duffy 1999; Golsteyn. T 1991;
Rossen 1992). El nimero de microorganismos de L.
monocytogenes en muestras de alimentos es bajo (<102
UFC/gr). Sin embargo, en alimentos con un tiempo de
refrigeracion prolongado como las carnes crudas de res
y pollo, se puede incrementar el nimero de células de
L. monocytogenes a 10%°— 108 UFC/gr de alimento
(Beumer 2003; Golsteyn. T 1991; Ingianni 2001).

Un periodo de enriquecimiento de 24 horas es
importante para asegurar la identificacion de bacterias
viables, impedir la deteccion de L. monocytogenes no

A

viables y evitar resultados falsos negativos,
especialmente cuando el nimero de bacterias
contaminantes es bajo (Agersborg 1997; Beumer
2003). Adicionalmente, L. monocytogenes comparada
con microorganismos gramnegativos, tiene una pared
celular més rigida y un tiempo de generacion de 1,5
dias, lo que limita la recuperacién de ADN gendémico
sin periodo de enriquecimiento previo, cuando el nimero
de células de L. monocytogenes presentes en el
alimento es bajo (Burtscher 1999; Jung 2003;
Uyttendaele 1996). Segun la literatura, los periodos de
enriquecimiento tradicionales para la recuperacion de L.
monocytogenes a partir de carnes son al menos de
48 horas (24 horas a 30°C y 24 horas a 37°C) (Allaert
2002). En este estudio se logré la deteccion de 102
UFC de L. monocytogenes/g en 10g de carne de res
y 104 UFC de L. monocytogenes/g en 10g de carne
de pollo tras un enriquecimiento estatico de 24 horas
a 37°C (Figuras 3y 4).
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE IX. Tefiido en 0.3pg/ml de bromuro de etidio. Sensibilidad de la
Técnica de PCR en Carne de Pollo. A. Pozo 1: ADN de Listeria monocytogenes aislada de carne (L8), pozo 2: ADN de Listeria
innocua suiza (L5), pozo 3: Marcador de talla molecular 100pb (Promega), pozos 4,5 y 6: muestras contaminadas con 10*UFC/
gr de alimento, pozo 7: Blanco. B. Pozo 1: muestra sin contaminar, pozos 2 y 3: muestras contaminadas con 10> UFC/gr de
alimento, 4: ADN de Listeria monocytogenes aislada de carne (L8), pozo 5: Marcador de talla molecular 100pb (Promega),
pozos 6, 7 y 8: muestras contaminadas con 10> UFC/gr de alimento, pozo 9: Blanco.

Los resultados obtenidos por Manzano et al. en 1997,
Ingianni et al, en el 2001 y Kaclikova et al, en el 2003
en la deteccién de L. monocytogenes en carnes por PCR
directa y PCR tras enriquecimiento, confirman que bajas
concentraciones de L. monocytogenes Unicamente
pueden ser detectadas usando un enriquecimiento corto

y un ensayo de PCR. Adicionalmente, el protocolo de
enriquecimiento incrementa el nimero de L.
monocytogenesy produce suficiente ADN para eliminar
efectos inhibitorios de la PCR por componentes del
alimento (Allaert 2002; Ingianni 2001; Kaclikova 2003).
El limite de deteccion encontrado para la técnica de
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE IX. Tefiido en 0.3ug/ml de bromuro de etidio. Sensibilidad
de la Técnica de PCR en Carne de Res. A. Pozo 1: ADN de Listeria monocytogenes aislada de carne (L8), pozos 2 y 3:
muestras contaminadas con 104 UFC/gr de alimento, pozo 4: Blanco, pozo 5: Marcador de talla molecular 100pb (Promega).
B. Pozo 1: ADN de Listeria monocytogenes aislada de carne (L8), pozo 2: ADN de Listeria innocua suiza (L5), pozo 3:
Marcador de talla molecular 100pb (Promega), pozos 4 y 5: muestras sin contaminar, pozos 6, 7 y 8: muestras contaminadas

con 102 UFC/gr de alimento, pozo 9: Blanco.

PCR a partir de carnes de res en este trabajo fue similar
al obtenido por Ingianni et al (2001) e inferior al
obtenido por Manzano et al (1997), Duffy et al (1999) y
Fitter et al (1992); y en el caso de carnes de pollo el
limite de deteccion encontrado para la técnica de PCR
fue similar al obtenido por Manzano et al (1997), Duffy
et al (1999) y Fitter et al (1992) y superior al obtenido
por Ingianni et al (2001); autores que analizaron
simultaneamente carne de res y pollo (Duffy 1999; Fitter
1992; Ingianni 2001; Manzano 1997).

El método de cultivo tradicional requiere un minimo de
5 dias para determinar si el alimento esta libre de Listeria
y de 10 dias para reconocer si es Listeria spp. o L.
monocytogenes. La PCR desarrollada en esta
investigacion, puede utilizarse como una herramienta
diagnéstica para monitorear la seguridad de productos
alimenticios como las carnes crudas de res y pollo en
s6lo 29 horas y 40 minutos, acortando con ello el
diagnostico de este microorganismo en 8 dias y 21
horas; ademads, permite incrementar el nidmero de
muestras examinadas en la industria para optimizar el
proceso de inspeccion y seguridad alimentaria. En esta

investigacion se disefié un ensayo de PCR, que permitio
la deteccién e identificacion simultdnea del género
Listeria y de la especie monocytogenes, en carnes crudas
de res y pollo e incluy6é un protocolo de extraccion de
ADN con el cual se concentré el nimero de bacterias
en la muestra de alimento, se obtuvo mayor eficiencia
en la lisis celular, se disminuyé la influencia de los
inhibidores de la muestra y se logré la deteccion rapida
del microorganismo.

La técnica de PCR para deteccion de L. monocytogenes
en carnes crudas de res y pollo validada en este estudio,
tuvo una sensibilidad y especificidad comparable con
el método convencional, y resolvié el problema de
interpretacién de la bioquimica clasica. En comparacion
a otros métodos de PCR documentados para deteccion
de Listeria monocytogenes en carnes, el método validado
en este estudio no requirié de pasos de preparacion de
la muestra como separacidn inmunomagnética y captura
por membrana de células de L. monocytogenes antes
de la reaccion de PCR, ni andlisis de los productos de
PCR que involucraran digestiéon con enzimas de
restriccion o hibridizaciéon de los productos de PCR con



MVZ-Coérdoba 2004; 9:(2), 414-427

sondas de ADN. La PCR desarrollada en este estudio
con una sensibilidad de 96.87% y 100% para carne de
pollo y res respectivamente y especificidad de 100% para
ambos alimentos, permite detectar con precision las
muestras positivas que realmente estan contaminadas y
considerar las muestras que no estan contaminadas con
listeria como verdaderas negativas; descartando falsos
positivos y falsos negativos que puedan darse por
interferencias. Con estos resultados se demuestra que

la opcion de seleccionar el método de deteccién de L.
monocytogenes por PCR para carnes crudas de res y
pollo es viable en Colombia, tanto por la especificidad,
la sensibilidad, la confiabilidad y la rapidez de la técnica.
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