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INTRODUCCION

La necesidad importante de prevenir ETA’s que pueden incluso producir muertes
en todo el mundo, ha llevado a la humanidad a buscar nuevos, rpidos y seguros
para la deteccion de patdgenos presentes en productos agroalimentarios. Uno de
estos métodos es la amplificacion isotérmica mediada por bucles para la
amplificacion de acidos nucleicos, que ha sido una forma confiable de identificar
microorganismos patdégenos como Listeria monocytogenes y Salmonella
Typhimurium.

La técnica de LAMP fue desarrollada en el 2000 por Notomiy et al., como método
de amplificacion isotérmica de &cido nucleico, desde entonces se ha utilizado en
diversas investigaciones en el diagndstico clinico en animales, evidencia molecular
de las infecciones con parasitos virus y bacterias; estudios de enfermedades
infecciosas causadas por alimentos y la deteccion de varios patégenos (Sanchez et
al., 2014; Umar et al., 2015). De acuerdo a la base de datos PubMed, mas de 500
articulos cientificos sobre LAMP han sido publicados desde su aparicion (Umar et
al., 2015).

Multiples investigaciones resaltan la importancia de este método, entre otras
razones, porque permite una deteccidbn muy especifica, rapida y sensible del ADN
diana y lo diferencia del ADN de especies bacteriana cercanas o contaminacién no
especifica (Mohamed y Xiaonan, 2016).

Actualmente, segun informes presentados por el INS los agentes responsables de
ETA’'s se deben a factores de riesgo como inadecuada conservacion y
almacenamiento, fallas en la cadena de frio y la contaminacion cruzada (Instituto
Nacional de Salud, 2015). Segun la OMS vy la OPS en el 2015, entre las medidas
empleadas normalmente para evitar la contaminacién con dichos patdégenos se
encuentran las BPM, HACCP y la correcta desinfeccién de verduras y frutas con
agua potable, en algunos casos con compuestos quimicos como el hipoclorito de
sodio en concentraciones indicadas, evitar la contaminacion cruzada, también no
consumir alimentos vencidos, asi como habitos adecuados de higiene de los
equipos y utensilios. Ademas es importante mantener los alimentos a temperaturas
gue eviten la replicacion bacteriana, se considera que la ideal es < 5°C o0 >60°C.
De igual manera se deben controlar el manejo de dichos desinfectantes pues la
exposicién a estos ha sido relacionada a impactos potenciales sobre la salud que
van desde irritacibn hasta desequilibrio hormonal, impactos al sistema
inmunoldgico, asma, reduccion potencial de la fertilidad e incluso cancer. El uso
excesivo de desinfectantes también contribuye al problema de las bacterias
resistentes a los antibiéticos (Delgado y Diaz, 2006).
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En cuanto a la determinacion de la presencia de agentes patdgenos en alimentos,
LAMP brinda la posibilidad de detectarlos de manera rapida. Se ha reportado una
sensibilidad del 80% al 86%, especificidad del 85,7% al 100% e incluso destacan
que su especificidad es mayor que la PCR tradicional (Aristizabal y Rincén,
2016).Teniendo en cuenta que diferentes métodos de deteccion de patégenos han
sido aplicados para la prevencion de ETAS, actualmente pocos son los laboratorios
de andlisis de alimentos que cuentan con un método que cumpla con parametros
como sensibilidad, rapidez y de bajo costo.

A pesar de todas las caracteristicas escritas, los estudios continlan para mejorar
esta tecnologia. En este sentido, el presente trabajo se realiz6 evaluando un sistema
de deteccion molecular para de Listeria monocytogenes ATCC 13932 vy
Salmonella Typhimurium 14028 que utiliza la luminiscencia para indicar la
presencia de ADN del organismo en estudio.

En este trabajo se llevé a cabo una amplificacion isotérmica mediada por bucles,
por el equipo de deteccién molecular 3M MDS a partir dos matrices (carnicos
cocidos y quesos), que fueron inoculadas con concentraciones de 10! y 102 de
Listeria monocytogenes ATCC 13932 y Salmonella Typhimurium ATCC14028,
que es una de las técnicas de amplificacion de gran interés al ser una herramienta
qgue detecta el ADN de varias especies bacterianas patégenas como Listeria
monocytogenes y Salmonella spp. en muy bajos niveles comparados con otros
métodos. LAMP amplifica muy pocas copias del DNA diana con alta especificidad,
eficiencia y rapidez bajo condiciones isotérmicas, utilizando cebadores
especialmente disefiados y una DNA Bst polimerasa que tiene actividad
desplazante de cadenay proviene de Geobacillus stearothermophilus (Mohamed
y Xiaonan, 2016; Pooja et al., 2014). Esta tecnologia se basa en la sintesis de ADN,
amplificando hasta 10° copias de ADN de interés en una hora. Como resultado de
este trabajo se obtuvieron muestras positivas para los microorganismos estudiados
en ambas concentraciones, exceptuando dos muestras de Listeria
monocytogenes ATCC 13932 a una concentracion de 10?2 que arrojaron
resultados negativos. Este equipo llevd a cabo la deteccion del
gen invA de Salmonella Typhimurium ATCC 14028; dicho gen se relaciona con el
proceso de invasion al epitelio intestinal y se encuentra codificado en el cromosoma
bacteriano lo que le confiere mayor estabilidad, en una regién conocida como isla
de patogenicidad 1 de Salmonella (SPI1). Esta isla codifica, entre otros, proteinas
del sistema de secrecion tipo Ill. El gen invA ha sido ampliamente utilizado en
estudios para la deteccion de Salmonella spp. en muestras de alimentos, debido
principalmente a la estabilidad que presenta desde el punto de vista genético(Zhang
et al.,2003; Malorny et al., 2003; DAUM et al., 2002). Asimismo, la deteccion de
Listeria monocytogenes se llevo a cabo mediante la amplificacion del gen iap que
permite diferenciar L. monocytogenes de L. innocua, L. grayi, L. ivanocii, L. seeligeri
y L. murrayi. Este gen codifica para la formacion de la proteina de superficie p60,
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que actia como una hidrolasa murina, involucrada en la division celular,
favoreciendo la adaptacion y supervivencia de la célula bacteriana (Hein et al., 2001)
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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Verificar la deteccién de Listeria monocytogenes ATCC 13932 y Salmonella
Typhimurium ATCC 14028, por el método cualitativo 3M en matrices alimentarias.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la presencia de Listeria monocytogenes ATCC 13932 en muestras
alimenticias mediante LAMP y bioluminiscencia.

- Determinar la presencia de Salmonella Typhimurium ATCC 14028en muestras
alimenticias mediante LAMP y bioluminiscencia.

- Evaluar la sensibilidad aparente del equipo molecular 3M™ para detectar

Listeria monocytogenes ATCC 13932 y Salmonella Typhimurium ATCC
14028

13



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La contaminacion de alimentos por Salmonella spp. y Listeria monocytogenes
tiene gran importancia debido a las patologias que producen que en muchos casos
ocasionan secuelas graves e incluso la muerte; afectando principalmente a
personas de edad avanzada, mujeres embarazadas, recién nacidos y adultos que
tienen el sistema inmunitario debilitado, no obstante también puede afectar a las
personas sanas.

El problema es mucho mas grave de lo que parece, pues el deficiente manejo de
las buenas practicas de higiene alimentaria, BPM y el HACPP, necesarias desde la
produccién hasta el consumo final, y caracteristicas fisicoquimicas propias de
algunos alimentos también favorecen la vida y reproduccion de estos patdgenos.
Ademas, el uso constante de antimicrobianos en alimento para animales favorece
la transmision y proliferacion de especies de Salmonella spp. resistentes a
farmacos. Otro factor preocupante es la facilidad que tiene Listeria
monocytogenes para multiplicarse y sobrevivir durante varios meses bajo
temperaturas de refrigeracion y de Salmonella spp. para proliferar en condiciones
inadecuadas de almacenamiento; representando asi un grave problema a la salud
publica (Iranzo et al.,2012).

En este sentido el consumidor ha perdido la confianza en la cadena alimentaria,
por lo que se hace necesario mejorar los sistemas de higiene y bioseguridad para
garantizar un producto libre de patégenos al consumidor. Asi mismo se requiere que
el gobierno colombiano y las autoridades sanitarias implementen un sistema de
control y concienticen a los manipuladores para que adopten acciones normativas
gue aseguren alimentos inocuos y seguros en todas las etapas enfocadas a
disminuir estas enfermedades.

Los procedimientos de aislamiento e identificacion de estos microorganismos
resultan demorados, lo que afecta el ritmo de trabajo, ocupando tiempo que se
podria emplear para procesar otras muestras. Teniendo en cuenta esto, se hace
necesario un sistema molecular de deteccion de estos patbgenos como 3M™ que
tenga la capacidad de dar un diagnostico rapido, preciso, especifico y sensible,
resultando util para los analisis de alimentos procesados en los sectores de
alimentos y salud; ademas de permitir que se liberen productos alimenticios de
bodegas al mercado ahorrando costos y tiempo.
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3. JUSTIFICACION

Los alimentos son fundamentales para mantener la vida y garantizar el sustento,
pero su calidad cada dia es mas preocupante a nivel mundial, pues tienen
implicaciones econdmicas, sociales y en la salud; estos son una via de transmision
de enfermedades en humanos (ETAS).

De acuerdo con informes del centro de prevencion y control de enfremedades en
el 2011 el numero de infecciones y la incidencia de algunos agentes responsables
de brotes de ETA’s fue: Salmonella spp (7.813, 16,45 por 100.000),
Campylobacter spp (6.785, 14,28 por 100.000), Shigella spp (1.541; 3,24 por
100.000), E. coli productor de toxina Shiga (STEC - por sus siglas en inglés) no
0157 (521, 1,10 por 100.000); E. coli productor de toxina Shiga O157 (463, 0,97
por 100.000), Yersinia spp (163 y 0,34 por 100 000), Vibrio spp (156, 0,33 por
100.000), Listeria spp (145, 0,31 por 100.000) (Centers for Disease Control and
Prevention, 2011), y pueden encontrarse por diversos motivos como malas practicas
agricolas, deficiencias en el plan HACPP vy fallas en procesos de higiene y
desinfeccién a lo largo de la cadena alimentaria. Los factores de riesgos asociados
a brotes son: inadecuada conservacion (323 brotes), inadecuado almacenamiento
(297 brotes), fallas en la cadena de frio (239 brotes) y la contaminacién cruzada
(136 brotes) (Instituto Nacional de Salud, 2015). Segun reportes de la OMS, los
alimentos insalubres que contienen bacterias, virus, parasitos o sustancias quimicas
nocivas causan mas de 200 enfermedades que van desde la diarrea hasta el cancer,
cada afo enferman ~600 millones de personas por ingerir alimentos contaminados
y 420.000 mueren. Los nifios menores de 5 afios reciben un 40% de la carga
atribuible a las ETAS, provocando 125.000 defunciones anuales en ellos (OMS,
2015).

La globalizacién y el crecimiento de industrias alimentarias han incrementado y por
ende la posible transmisibn de Salmonella spp. Yy Listeria monocytogenes
(Suarez y Mantilla, 2000). Salmonella spp. es una de las causas mas comunes de
gastroenteritis por intoxicaciéon de origen alimentario en humanos y la infeccién
puede ser consecuencia de la coccién inadecuada del pollo que es su principal
reservorio, de la contaminacion con otros alimentos o al ser manipulados
inapropiadamente (Durango et al.,2004). Ademéas Segun la FAO Listeria
monocytogenes, es un patbgeno emergente presente en alimentos listos para el
consumo como la leche, quesos, helados y productos carnicos que produce
listeriosis, que afecta a produce sintomas en una forma muy leve, pero en algunos
casos es causante de abortos en fetos 0 meningoencefalitis incluso de muertes,
presenta tasas de mortalidad altas (20-30%), en comparacion con otros
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microorganismos transmitidos por alimentos, como la salmonelosis, producida por
Salmonella spp. (FAO /OMS, 2004).

Actualmente existen otros métodos diferentes a LAMP que pueden resultar Gtiles
para la determinacion de la presencia de agentes biolégicos patdgenos, como la
PCR y PCR en tiempo real entre otros , pero LAMP ademas de emplear de cuatro
o0 seis cebadores realizar la amplificacién del gen diana, utiliza una temperatura de
a 60-65 °C durante aproximadamente 60 min, por lo tanto no requiere termociclador
ya que puede llevarse a cabo en dispositivos de calefaccion simples como bafio
maria o bloque de calor de laboratorio, sin contar que no se pierde tiempo para
realizar el cambio térmico y la reaccién se puede conducir en la temperatura 6ptima
para el funcionamiento de la enzima. Ademas, otro factor que lo hace mejor ante
otros métodos rapidos es que los productos se pueden detectar a simple vista por
turbidez debido al precipitado blanco de pirofosfato de magnesio en una reaccién
positiva. Por lo tanto no requiere un equipo costoso ni necesita de pasos especiales
de extraccién de ADN que desperdicia tiempo y aumenta los costos para dar un
alto nivel de precision, igual o mayor, en comparacion con técnicas de PCR, en
conclusiéon LAMP es mas especifica, rapida y sencilla de realizar que la PCR pero
ambas poseen el potencial de detectar las células no viables, en particular porque
el ADN bacteriano es mas estable que el ARN bacteriano y puede persistir en una
muestra mucho después de que el organismo objetivo ha muerto (Kudo et al., 2005;
Sanchez et al., 2014).

Por otra parte existen otros métodos de uso convencional que resultan mas
econdémicos, pero requieren medios de cultivo, procesos bioquimicos e
inmunolégicos por lo que son demorados y también presentan constantemente una
pérdida de tiempo en el proceso. En relacién a esto, LAMP como proceso de
deteccion de patdgenos constituye una herramienta atractiva al mostrar diferentes
ventajas como economizar el tiempo, capacidad amplificar ADN diana de manera
especifica, sensible, sin la generacion de productos contaminantes al medio
ambiente y facilitando el proceso de deteccion de estos agentes en alimentos, para
de esta manera poder controlar las condiciones higiénico sanitarias de estos.

La contaminacién con estos patdgenos preocupa enormemente al sector de la
salud, debido a su elevada tasa de incidencia y a que se multiplican a una alta
densidad en condiciones inapropiadas como alimentos contaminados o
refrigerados inadecuadamente, el estudio se enfoca en la deteccibn molecular de
Listeria monocytogenes ATCC 13932 y Salmonella Typhimurium ATCC 14028
a través de una amplificacién isotérmica mediada por bucles (LAMP) vy
bioluminiscencia en matrices alimenticias. Por la importancia de estos
microorganismos en salud publica, se espera que este estudio contribuya a una
rapida deteccion, control y prevencion.
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4. MARCO REFERENCIAL

4.1. BASES LEGALES

Los alimentos deben ser vigilados constantemente por entes gubernamentales, a
fin de preservar su calidad, inocuidad y la salud publica. En la actualidad
TECNIMICRO Laboratorio De Andlisis S.A.S, cuenta con una norma oficial que
establece requisitos generales para la competencia de laboratorios de calibracion y
ensayo; con el propoésito de verificar el método analitico 3M™ en la deteccién
molecular de Listeria monocytogenes ATCC 13932 y Salmonella Typhimurium
ATCC 14028, mediante matrices alimentarias para comprobar la confiabilidad del
mismo. Considerando las recomendaciones de la norma ISO 17025:2005 (Norma
Técnica Colombiana ISO 17025:2005, requisitos generales para la competencia de
laboratorios de calibracion y ensayo).

Las normas que regulan el manejo de los alimentos utilizados como matrices y su
consumo en el pais son:

- Norma Técnica Colombiana 1325-2008, Industrias Alimentarias. Productos
Cérnicos procesados no enlatados. Requisitos microbioldgicos para productos
carnicos procesados cocidos. Deteccion de Salmonella spp. y Listeria
monocytogenes.

- Norma Técnica Colombiana 5894-2011, Industrias Alimentarias. Productos
Lacteos. Queso Fresco. Requisitos microbiologicos para el queso fresco.
Certificaciones y validaciones de métodos:
Salmonella spp.
1. Método oficial AOAC SM #2013.09
2. Certificado AOAC RI 031208
3. Método certificado NF VALIDATION 01/11-11/12 certificado de AFNOR
CERTIFICATION

Listeria monocytogenes

1. Certificado AOAC RI 081203
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4.2. ANTECEDENTES

Los patégenos como Salmonella spp., E.coli enterotoxigenica, Campylobacter
spp. Y Listeria spp. en alimentos son un gran problema para la salud mundial, un
claro ejemplo de esto es Salmonella spp., que causa el 93,8 millones de
infecciones humanas, del cual el 80,3 millones son enfermedades transmitidas por
alimentos y 155.000 muertes al afio en todo el mundo (Mahony et al., 2011;
Kokkinos et al., 2014). De igual manera, Listeria monocytogenes se sitla entre
las ETAS de mayor relevancia en la salud, debido al impacto social y econdémico
que tiene por la gravedad de su cuadro clinico, ya que cuesta cerca de USD 2.7 mil
millones en medicina, facturas, salarios perdidos, y muerte prematura (INS, 2011 ;
Mufioz et al., 2011; Jenkins et a.l, 2011). Métodos tradicionales para la deteccion
de Salmonella spp. y Listeria monocytogenes incluyen diversos métodos
bioguimicos e inmunoldgicos, pero resultan tediosos y consumen mucho tiempo.
Por lo anterior en los Ultimos afios se han llevado a cabo una gran cantidad de
investigaciones sobre su deteccion en muestras alimenticias mediante la aplicacion
de molecular técnicas como la PCR que permite una deteccion altamente
especifica (Mohamed y Xiaonan, 2016;).

Las ETAS o enfermedades transmitidas por alimentos son un gran problema de
salud publica, que preocupa a las autoridades como la Organizacion de las
Naciones Unidas, la FAO y la Organizacion Mundial de la Salud debido a que en los
ultimos afios ha aumentado la incidencia de ellas (FAO/OMS, 2004); la falta de
control y vigilancia acompafiado de la globalizacion hacen que un alimento que se
encuentre contaminado con patdogenos como Salmonella spp. y Listeria
monocytogenes ocasionen patologias que en muchos casos producen la muerte.

La primera publicacion acerca de la técnica de amplificacion isotérmica LAMP, fue
hecha en el 2000 por Notomi et al. En este estudio desarrollaron la prueba
molecular LAMP, que consiste en la amplificacibn de acidos nucleicos en
condiciones isotérmicas, y los autores insisten en que como la sefal quimica de
reconocimiento es altamente sensible, el sistema permite la discriminacion visual de
resultados sin equipos especializados costosos (Notomi et al., 2000). Desde ese
momento, diferentes investigadores han enfocado sus estudios desarrollando esta
tecnologia para la determinacion de agentes patdgenos en alimentos de consumo
humano y animal. Este trabajo ademas incentiva a estudios posteriores como el
realizado por Kudo et al., en el 2005, los cuales aplicaron LAMP para detectar
rapidamente Salmonella enterica subespecie enterica y Salmonella
enterica subspecie arizonae, donde reportaron sensibilidad > 2,2 UFC / tubo de
ensayo, especificidad parecida a la PCR y el limite de deteccion fue de 1,9 - 2,2
células/tubo de ensayo. Donde concluyeron que la amplificacion isotérmica
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mediada por bucles es rapida, eficaz, con alta sensibilidad y rendimiento en
comparacion con otros ensayos para la deteccion este microorganismo (Kudo et
al., 2005).

A partir de estos trabajos surge gran interés por descubrir nuevas tecnologias que
complementen el mecanismo de amplificacion isotérmica, asi como por aplicar esta
tecnologia en los diferentes campos, especialmente para la deteccion de agentes
etiolégicos peligrosos a partir de diferentes matrices alimentarias en funcion de las
enormes ventajas que tiene este proceso para determinar amplia variedad de
microorganismos como bacterias, parasitos, hongos, y virus. Debido a esto existe
una cantidad considerable de trabajos, como la investigacion realizada por Mufioz
y colaboradores, quienes determinaron la presencia de Listeria monocytogenes
en alimentos listos para el consumo y delicatesen. De 600 muestras, 68 fueron
positivas de estas 26 fueron delicatesen y 42 provenian de plazas de mercado.
Los investigadores concluyeron que estos alimentos son vehiculos de transmision,
en alimentos de alto riesgo, por lo que deben ser vigilados y controlados por la
autoridad competente (Mufioz et al., 2011).

Otro de los trabajos en el que se evalué la contaminacion de alimentos con Listeria
monocytogenes es el realizado por el Instituto Nacional de Salud, donde mostro
su prevalencia en el queso campesino, queso doble crema y la cuajada. En este
estudio los autores concluyen que todas las etapas de la cadena presentan riesgo
de contaminacion por L. monocytogenes debido a la caracteristica de ubicuidad
del microorganismo y que la eficacia de los procesos de limpieza y desinfeccion
durante las etapas de produccién son vitales para determinar la presencia o
ausencia del microorganismo en el producto final (Instituto Nacional De Salud, 2011)

Son numerosos los estudios orientados en la identificacibn de patégenos por
amplificacion isotérmica mediada por bucles. Recientemente gran cantidad de
investigaciones han sido realizadas, motivadas por la especificidad, eficacia y
velocidad del proceso, debido a esto existe una cantidad considerable de trabajos
sobre esta técnica, como la investigacion realizada por Kokkinos et al., quienes en
su trabajo evaluaron el método LAMP. Los cientificos recomienda LAMP por ser
sensible, rapida y de bajo costo en los laboratorios de analisis de alimentos
(Kokkinos et al., 2014). Otros estudios destacan a LAMP sobre otras técnicas
empleadas tradicionalmente, como el realizado por Wang et al., donde emplean
LAMP para detectar cepas de Listeria ivanovii, con especificidad del 100%,
sensibilidad de 250 fg de DNA y 16 UFC por reaccion para la deteccion
de L. ivanovii en cultivos puros y materia fecal humana, 10 y 100 veces mas
sensible que la PCR cuantitativa y PCR tradicional respectivamente. En muestras
con bajo nivel (8 UFC /0,5 g) de L. ivanovii. LAMP consigui6 la deteccion positiva
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después de 6 horas de enriquecimiento. Por o que en este estudio esta técnica
resulta ser una herramienta de valor, rapida y sensible para la deteccion
de L. ivanovii en el campo (Wang et al., 2014).

La amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP) combinada con otras
tecnologias, hacen posible la mejora de la técnica, tal como describen Mohamed y
Xiaonan en su estudio, quienes integran espectroscopia raman de superficie con
LAMP para la deteccién de ADN de Salmonella Enteritidis, dando una sensibilidad
~ 100 veces mas alta que la PCR. Al igual que ellos un grupo de cientificos guiados
por Yang, también decidieron combinar dos técnicas, LAMP y el ensayo
bioluminiscente en tiempo real, con lo que detectaron rapidamente Salmonella spp.
en alimentos y piensos, dando una especificidad del 100%, su limite de deteccién
fue 36 células/reaccion en un cultivo puroy 10 4 a 10 ® UFC /25 g en muestras de
alimentos. La precision LAMP-BART fue igual que la técnica MDA 3M de 1 a 3
UFC/25 g de Salmonella spp. y su tiempo maximo para deteccion de 36 UFC fue
de 11.9 a 18.1min y desde el 18,9 min para 37,9 por 3M MDA Salmonella. Los
investigadores afirman en todos sus estudios esta es una herramienta valiosa para
el screening de Salmonella spp., a partir de diferentes tipos de muestras, porque
detecta ADN diana, con alta sensibilidad y de rendimiento, es eficaz, rapida y de
bajo costo (Kokkinos et al., 2014; Kudo et al., 2005; Mohamed y Xiaonan, 2016;
Yang y Benedetto, 2013).

A nivel nacional, segun informes publicados por el Sivigila han presentado 6426
casos de ETAS; de los cuales se confirmaron 4 027 casos, 1 asociado a Salmonella
spp. Las ciudades QUE mas casos presentan son Bogota, Medellin, Arauca,
Boyaca, Pasto, Barranquilla y Monteria que registran el 71,8 % de los casos.
(SIVIGILA, 2016). En el reciente boletin de la semana epidemiologica 30 se
reportaron 6 casos de Salmonella spp. y en una muestra contaminada con Listeria
monocytogenes en todo el pais, (SIVIGILA, 2015).Esto no quiere decir que tengan
una baja prevalencia en el pais, sino que es debido a que las personas no acuden
a las entidades de salud y si lo hacen por lo general no se determina el agente
causal que ocasiono la enfermedad.
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4.3. MARCO TEORICO

4.3.1. Enfermedades transmitidas por alimentos.

Un alimento segun el Diccionario de la Real Academia Espafiola se define como un
conjunto de sustancias que los seres vivos comen o0 beben para subsistir
(DRAE,2014). La contaminacion de los alimentos ha presentado un problema de
salud desde tiempos remotos, asi que no es una novedad. Una ETA es el sindrome
originado por la ingestion de alimentos, que contienen agentes etiologicos en
cantidades tales que afectan la salud del consumidor. Segun OPS y la OMS las
ETAS pueden manifestarse como infecciones alimentarias producidas por la
ingestién de alimentos contaminados con agentes infecciosos, las cuales pueden
producir toxinas o invadir la pared intestinal para alcanzar otros aparatos o sistemas,
0 como intoxicaciones alimentarias, por la ingestion de toxinas formadas en tejidos
de plantas, animales o producidas por microorganismos o sustancias quimicas que
se incorporan a ellos de manera accidental en cualquier momento desde su
produccion hasta su consumo(OPS y OMS; 2016). Se estima que en el mundo cada
afio enferman ~600 millones de personas por ingerir alimentos contaminados y
420.000 mueren, los nifios reciben 40% de la carga atribuible a las ETAS, que
provocan 125.000 defunciones anuales en ellos (OMS, 2015).

Entre los factores de riesgo que favorecen la proliferacion de agentes patégenos
como Listeria monocytogenes y Salmonella spp. se encuentran la inadecuada
conservacion y almacenamiento, contaminacion cruzada, ademas de fallas en la
cadena de frio, y manejo deficiente en las buenas practicas de higiene alimentaria,
BPM y HACPP (Instituto Nacional de Salud,2015). Brotes como el pavo molido
contaminado con Salmonella Heidelberg en USA que produjo un total de 136
enfermos, y de Listeria monocytogenes en melones que produjo 31 fallecimientos,
han generado alarma sobre la calidad de los alimentos que consumimos a diario
(Food safety, 2011).

Sin embargo, aunque los gobiernos de todo el mundo se estan esforzando al
maximo por aumentar la inocuidad en el suministro de alimentos, la existencia de
enfermedades de transmision alimentaria sigue siendo un problema de salud
significativo tanto en los paises desarrollados como en los paises en desarrollo por
la especial presencia de enfermedades como salmonelosis y listeriosis, cuyos
agentes causales son Salmonella spp. y Listeria monocytogenes
respectivamente (Instituto Nacional de Salud, 2015).
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El aspecto mas importante en cuanto al control de la inocuidad de los alimentos es
su calidad microbiolégica. Los alimentos expendidos, deben ser monitoreados y
evaluados por las entidades gubernamentales para preservar la salud publica,
debido a un conjunto de factores de riesgo (Instituto Nacional de Salud, 2015).

Gran variedad de microorganismos como bacterias, virus, parasitos o sustancias
guimicas nocivas, pueden contaminar los alimentos mediante diferentes vias
(OMS, 2015). Actualmente, de acuerdo a informes presentados por la FAO, los
agentes patdégenos responsables de brotes de ETAs son Coliformes fecales,
Coliformes totales, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Streptococcus spp., Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Shigella spp.,
Salmonella spp., Fasciola hepatica, Taenia solium, Hymenolepis nana,
Endolimax nana y Listeria monocytogenes (INS, 2015). Salmonella spp.,
presenta una morfologia de bacilo Gram negativo y es uno de los patégenos
entéricos mas dispersos en el medio ambiente. Esta bacteria crece a un pH entre 4
-9, temperaturas entre 7 y 49 °C, aunque su crecimiento se ve reducido a <15°C,
sin embargo, estos datos no son concluyentes porque dependen del serovar y el
medio de cultivo donde se inocula. Este patdgeno puede ser transferido por via oral,
con excretas humanas o de animales en cualquier punto del proceso productivo. Sin
embargo, los principales vehiculos de transmision son la carne (ternera, cerdo,
aves), los huevos y los productos industrializados que contienen estas materias
primas, productos agroalimentarios, productos frescos, productos lacteos y el agua
(Mohamed y Xiaonan, 2016; Patrick et al., 2010). Los serotipos de mayor incidencia
son Salmonella Typhimurium y Salmonella Enteritidis; desatando salmonelosis,
que produce fiebre alta, dolor abdominal, diarrea, ndusea, gastroenteritis y a veces,
vomitos (UNAD, 2015; Durango et al., 2004). De hecho se han reportado trastornos
debido a la ingestion de productos contaminados por esta bacteria, en la tabla 1
pueden observarse patégenos aislados en hortalizas causantes de enfermedades
de origen alimentario.

Tabla 1. Microorganismos presentes en algunos alimentos responsables de brotes.

Brotes de alfalfa, esparrago, brécoli, coliflor, lechuga,
pimiento.

Brotes de distintas especies

Repollo, apio, cilantro, lechuga(*), anana, sidra de
manzanas(*), brotes de alfalfa(*)

Brotes de productos lacteos, quesos, productos
carnicos,
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Poroto, repollo, pepino, repollo cortado(*), papa,
rabanito, hongos comestibles (*), ensaladas(*), tomates
y otras hortalizas

La carne (ternera, cerdo, aves), los huevos y los
productos industrializados que contienen estas
materias primas, productos agroalimentarios, productos
frescos, productos lacteos y el agua. Brotes de
poroto(*), tomate(*), brotes de alfalfa("), sidra de
manzanas(*), coliflor, apio, berenjena, endivias,
pimiento, melén cantalupo(*), sandia(*), lechuga,
rabanito y diversas hortalizas

Repollo cortado(*)

Perejil, hortalizas de hoja, lechuga cortada(*)

Sidra de manzana(*)

Frambuesa(*), albahaca(*), lechuga(*)

Lechuga(*), frutilla(*), frutilla congelada(*)

(*) Enfermedades reportadas

Tomado de: Mohamed y Xiaonan, 2016; Patrick et al, 2010; Brackett y Harris, 1998.

En Colombia, el Instituto Nacional de Salud es la entidad encargada de hacer la
serotipificacion de las cepas de Salmonella spp. aisladas de humanos, mediante el
laboratorio de microbiologia. Los aislamientos de Salmonella spp. en alimentos son
remitidos al laboratorio de microbiologia del Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos (Invima), que se encarga de la serotipificacion y los
aislamientos obtenidos de los animales vivos que a su vez reporta al Instituto
Colombiano Agropecuario (Binzstein et al.,, 2010). Respecto a la cadena de
produccion, la informacién recolectada por el Instituto Colombiano Agropecuario
corresponde a un sistema de vigilancia y no obedece a un muestreo estadistico, por
lo cual no arroja datos de prevalencia. De ahi la necesidad de que los laboratorios
de salud publica de los departamentos la midan en el &mbito territorial.

Otro patdgeno importante en la industria alimentaria, por las graves consecuencias
gue lleva su presencia en alimentos sobre la salud es Listeria monocytogenes, el
cual es un bacilo Gram positivo, cuya temperatura 6ptima es 30 a 37°C, posee la
capacidad de soportar temperaturas de refrigeracion y es capaz de desarrollarse
apH de 4,4 a 9,6; Ademas, es capaz de crecer a concentraciones altas de cloruro
de sodio (15 %) (Mataragas et al., 2010; Food safety, 2010; Cole et al., 1990). Este
microorganismo tiene la facultad de adherirse a las superficies, formando biofilm
para asi protegerse de los procesos antimicrobianos. En el ambiente de fabrica de
producciéon de alimentos, tiene la oportunidad de contaminar en sus diferentes
etapas, siendo esta via la méas frecuente para llegar al ser humano (FDA Y USDA,
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2001). Es patogeno facultativo intracelular, oportunista que ocasiona la listeriosis, la
cual es una enfermedad relativamente poco comun, pero grave, con tasas de
letalidad altas (20-30%), comparadas con las de otros microorganismos patdégenos
transmitidos por alimentos, como Salmonella entérica. La enfermedad ocasiona
graves infecciones en humanos, como meningitis, encefalitis y bacteriemias;
también, es causa de abortos (FDA y USDA, 2003).

Dentro de los tratamientos fisicos y medidas para prevenir estas ETAs se
encuentran el lavado con agua potable, coccion adecuada de carnes crudas,
higiene del personal asi como de las instalaciones, lavados secuenciales,
separacion correcta de areas para evitar contaminacion cruzada, las instalaciones
no deben permitir el ingreso de animales que diseminen microorganismos
patdgenos con sus excreciones, contar con un sistema de control de insectos y
roedores mediante trampas aprobadas, evitar el almacenamiento y/o transporte con
otros productos para evitar la contaminacion cruzada, construccién de letrinas
sanitarias y el tratamiento de las aguas servidas. Una alternativa que ha mostrado
ser eficiente es el uso de riego por goteo enterrado (no en superficie) es el
aconsejable evitando mojar el follaje o partes comestibles. Sin embargo, el agua de
la red domiciliaria es segura para ser bebida asi como apta para cocinar y para
estar en contacto con los alimentos. Aun asi, es necesario realizar tratamientos
germicidas adicionales. El tratamiento de aguas puede realizarse en forma quimica,
térmica, mediante ultrasonido o radiaciones. En la tabla 2 se pueden observar los
riesgos potenciales de contaminacion y las medidas preventivas (Instituto Nacional
de Salud, 2015; FAO, 2003).

Tabla 2. Riesgos de contaminacién y prevencion.

Etapa Riesgo Prevencion
Lote de | Contaminacioén | Evitar el acceso de animales de produccion,
produccioén fecal por | domésticos o salvajes
animales
Fertilizantes Bacterias Usar fertilizantes inorganicos. Compostar
patdégenas en | adecuadamente
organicos
Riego Patbgenos Riego posicionado. Evaluacion microbiol6gica
de agua
Cosecha Contaminacién | Higiene personal. Instalaciones portatiles para
fecal el aseo. Concientizacion
Patdgenos en | Usar bins plasticos. Limpieza y desinfeccion de
contenedores | herramientas y contenedores
y herramientas
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Galpon de

empaque

Contaminacién
fecal

Contaminacién

Higiene del personal. Instalaciones sanitarias.
Evitar el acceso de animales.

Eliminar lugares de albergue de roedores

por agua Métodos alternativos de preenfriado. Usar agua
potable. Filtrado y clorado del agua recirculada.

Lavados multiples
Almacenamiento | Desarrollo Adecuada temperatura y humedad relativa.
y transporte patdgenos Especial cuidado de las condiciones dentro del
sobre el | envase. Limpieza y desinfeccion de
producto instalaciones. Evitar reempaque. Higiene

personal. No almacenar ni transportar con otros
productos. Usar envases nuevos

Venta

Contaminacién
producto

Higiene personal. Evitar ingreso de animales.
Evitar fraccionar. Limpieza y desinfeccién de
instalaciones y elementos de venta. Eliminar

basura

Tomado de: FAO, 2003.

De acuerdo con la FAO, la medida de evitar la contaminacién es contar con las
medidas de higiene sanitarias, asi como HACPP, BPM y BPA, entre las que se
encuentran acciones como el aseo personal y la ubicacién de los lotes de
produccion alejados de los bafios o instalaciones para el aseo personal, no trabajar
con heridas abiertas, los operarios deben lavarse las manos al iniciar la labor diaria
y cada vez que reingresen a la linea de trabajo, particularmente luego de ir al bafio
(FAO, 2003).

El tratamiento con cloro es el mas econémico, se comercializa como hipoclorito de
calcio (solido) y como hipoclorito de sodio. La forma sdlida (65 % hipoclorito de
calcio), se disuelve con dificultad en agua fria por lo que la primera diluciéon se hace
con agua tibia. La forma liquida (distintas concentraciones de hipoclorito de sodio).
Con el fin de maximizar el efecto de la solucion, el pH debe estar entre 6.5y 7.5,
para mantener el pH en esos valores se puede usar vinagre para acidificar o
hidroxido de sodio para alcalinizar. Los papeles que cambian de color con el pH se
pueden usar para monitorear este valor. La concentracion de cloro activo, libre o
residual son aquellas que reaccionan con los microorganismos. Concentraciones de
cloro de 0,2- 5 ppm activo controlan la mayor parte de las bacterias y hongos
presentes en el agua, en las operaciones de lavado utilizan concentraciones mucho
mayores (100-200 ppm). Una exposicion de unos pocos minutos 3-5 es ideal,
ademas del pH, otra variable importante es la temperatura de la solucién ya que el
frio disminuye la eficacia. Algunos paises no permiten el uso de cloro para el lavado,
la razén principal es que puede reaccionar con la materia organica generando
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hidrocarbonos clorados y trihalometanos, compuestos sospechosos de ser
carcinogénicos. Esta situacion ha determinado la buasqueda de desinfectantes de
agua alternativos. Ademas del cloro, el ozono posee accidon oxidante en
concentraciones de 0,5-2 ppm, pero su uso esta aprobado para potabilizar agua
pero su dosificacion es dificultosa, efectivo en pH 6-8 y en concentraciones mayores
de 4 ppm es peligroso para el ser humano. Sin embargo la mejor estrategia es
prevenir la contaminacion (FAO, 2003; OPS/OMS, 2015).

4.3.2. Técnicas de deteccion de patdégenos

Debido a la gran importancia de los microorganismos especialmente los patégenos,
se han desarrollado una serie de metodologias para poderlos detectar, pero tardan
tiempo en generar resultados y son poco sensibles, permitiendo el crecimiento de
otras bacterias, lo que dificulta la deteccion del patdogeno (Vanegas y Rojas, 2004).
Estas técnicas clasicas se basan en la observacion de los sintomas que presentan
los hospedadores, desarrollo del patégeno en un medio de cultivo especifico, la
reaccion de un anticuerpo a la presencia de un patégeno y observacién macro o
microscoépica, esta Ultima presenta ciertas desventajas por ser un procedimiento
lento, laborioso, y tedioso dado que se tiene que aislar el microorganismo y poner
a crecerlo en un medio de cultivo hasta que se alcance un tamafo o una etapa de
crecimiento adecuada para su identificacion. Asi mismo, la estructura de un
microorganismo puede cambiar debido a la influencia del medio ambiente, y se
requiere de una gran experiencia para poder diferenciar una especie de otra a
nivel microscopico (Rodriguez et al., 2009).

Por estos motivos y la necesidad de detectar con rapidez los microorganismos para
evitar que salgan a la venta alimentos contaminados, se esta implementando el uso
de técnicas moleculares para identificar los microorganismos productores de ETAs
en productos alimentarios. Actualmente las técnicas moleculares son excelentes por
la especificidad (pueden detectar solo la molécula o microorganismo de interés),
sensibilidad (son capaces de detectar la presencia de un solo microorganismo),
rapidez (se puede identificar un microorganismo en menos de 24 horas) y pueden
ser automatizadas (permiten tener un diagndstico en un menor tiempo y reducir los
costos).

El uso de técnicas moleculares ha permitido identificar nuevos microorganismos que
no habian podido ser cultivados e identificados por técnicas tradicionales (Jan y
LeBorgne, 2001; Rodriguez et al., 2009). Ademas permiten estudiar las poblaciones
microbianas sin hacer aislamientos, por lo tanto, se evitan los sesgos que pueden
surgir con el cultivo de microorganismos (Chan et al., 2002). Esta técnica permite
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identificar patdgenos muertos evitando asi los riesgos de infeccion del analista
(Johansson et al., 2000).

El uso de anticuerpos se ha empleado por ser una técnica simple y rapida. Se puede
automatizar, y puede ser usada para trabajar con varias muestras al mismo tiempo.
Sin embargo, la deteccién no puede ser precisa cuando existen cantidades minimas
de microorganismos, en el caso de patdgenos no distingue entre infecciones activas
y latentes. Adema&s se carece de anticuerpos Yy antigenos para
muchos microorganismos y en algunos casos la deteccidn no es precisa por la nula
especificidad de algunos anticuerpos. Las técnicas moleculares se basan en el
analisis de los acidos nucleicos extraidos de los microorganismos en forma directa
o bien de una muestra conteniendo el microorganismo en cuestién (Rodriguez et
al., 2009).

Se han propuesto en los ultimos afios técnicas moleculares, debido a que las
tradicionales resultan algo demoradas, complejas, requieren medios de cultivo,
procesos bioquimicos e inmunolégicos; esto favorece a procesos moleculares para
deteccion en muestras agroalimentarias de microorganismos infecciosos. (Liu et al.,
2002; Eriksson y Aspan, 2007). Una de las técnicas moleculares més sencillas para
identificar bacterias consiste en determinar el porcentaje de guanina y citosina
presente en su ADN. En este caso se realiza la extraccion del ADN de una colonia
pura y por espectrometria se determina el porcentaje de guanina y citosina. Esta
técnica tiene la desventaja de solo poder identificar bacterias a nivel de género,
ademas algunos géneros de bacterias presentan porcentajes de guaninas y citosina
muy similares, por lo cual se incrementa la posibilidad de obtener falsos positivos
(Rodriguez et al., 2009).

4.3.2.1. Técnicas basadas en la hibridacion de ADN

Estas técnicas se desarrollaron a partir del conocimiento de que dos cadenas
sencillas de acido nucleico que tengan secuencias complementarias se pueden unir
o hibridar para formar una cadena doble. Las cadenas sencillas pueden ser de ADN
o0 ARN, o bien una de ADN y otra de ARN. Dentro de las técnicas de hibridacion
mas utilizadas se encuentran:

4.3.2.1.1. RFLPs

Esta técnica esta basada en hibridacion de ADN. Consiste en extraer ADN de un
cultivo puro de un microorganismo o bien de una muestra infectada y digerir el ADN
con enzimas de restriccion (enzimas que cortan el ADN en sitios especificos),
posteriormente estos fragmentos de ADN son separados en un gel de agarosa
utilizando electroforesis. EI ADN esta cargado negativamente, por lo tanto, en un
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campo eléctrico el ADN migraria del polo negativo hacia el polo positivo a través de
la matriz de un gel. La friccion entre el fragmento y la matriz ocasiona que
fragmentos pequefios migren mas rapido que fragmentos grandes. En esta técnica
el ADN separado de la forma antes descrita en el gel es transferido a un soporte
sélido (membranas de nylon o nitrocelulosa), se hibridiza el ADN de la membrana
con una sonda de ADN especifico (fragmento de ADN de cadena sencilla de 150 a
300 nucleotidos) del microorganismo que se quiere identificar. La sonda va a unirse
en el fragmento del ADN que tenga su complemento. La sonda para la deteccion
tiene que ser marcada en forma radioactiva (P32) 0 no radioactiva (digoxigenina). La
sonda puede ser aislada del genoma nuclear, del genoma mitocondrial o bien de
ADN que codifica para proteinas (ADNc) del microorganismo. Esta metodologia es
muy especifica. Sin embargo, no es muy rapida ni muy sensible (se requiere 10° a
108 copias de la molécula o secuencia de interés para dar un resultado confiable),
ademas de que se requiere utilizar radioactividad (si no es empleada
adecuadamente y bajo condiciones especiales de laboratorio, se pueden tener
riesgos de salud del analista, contaminaciones de instalaciones o del medio
ambiente) (Rodriguez et al., 2009).

Una variante de RFLPs se ha disefiado para la deteccion de Listeria
monocytogenes. Esta consiste en fijjar en un microtubo una sonda de ADN
complementaria a una region del RNA ribosomal de la bacteria. EIl RNA completo
de la muestra es extraido y colocado en el microtubo con la sonda, la cual se unira
al RNA ribosomal, posteriormente se agrega otra sonda de ADN complementaria a
otra regidon del RNA ribosomal la cual estd marcada con florescencia posteriormente
se detecta la presencia del microorganismo por un anticuerpo con fluorescencia
(Giese, 2001).

Esta técnica se empledé en un estudio en Brasil, donde se aislaron 26 cepas
de Listeria spp. de las muestras de salchichas de Hot dog, identificado 18 cepas
de Listeriainnocuay 8 de Listeria monocytogenes. De las 35 muestras de carne
de res molida, se aislaron 16 cepas de Listeria spp.,de las cuales se Identificaron
12 cepas de Listeriainnocua y 4 de Listeria monocytogenes Para identificary
confirmar la especie, fueron realizados dos andlisis de restriccion (RFLP)
del amplicon de 890bp (S2) obtenido por digestion con endonucleasas de Xmn |
y Cfo | con la incubacion en un bafio de agua a 37 ° C durante 2 h, de acuerdo a
la metodologia propuesta por Paillard et al. en el 2003. Los patrones de restriccion
se visualizaron en gel de agarosa al 2,0% que contenia bromuro de etidio a
una concentracion de 0,02% en el transiluminador. Los amplicones S2 de tres
cepas aisladas de muestras de tipo salchichas de perro caliente sometidas
individualmente a la reaccion enzimatica con la endonucleasa Xmn I, resultaron en
fragmentos de 770pb 'y 120pb que son caracteristicos de la
especie L. monocytogenes , L. seeligeri o L. ivanovii (Rocha, 2008).
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4.3.2.1.2. Transferencia por aplastado (squash blot).

En esta técnica la muestra a analizar se aplasta contra un soporte sélido originando
una huella, la muestra se fija utilizando alcohol o exponiéndola a UV. Se hibridiza
con la sonda especifica para el microorganismo en cuestion. Tiene la ventaja de ser
una técnica rapida, que puede ser utilizada en campo o fuera de laboratorio. Sin
embargo es una técnica sucia, lo cual a veces no permite distinguir una
hibridaciébn de acidos nucleicos, con lo cual las probabilidades de obtener falsos
negativos (diagnosticar el microorganismo como ausente cuando en realidad esta
presente) se incrementan. Otra de las técnicas son: Transferencia de punto (dot
blot) similar a squash blot y Northern blot similar a RFLPs sin embargo lo que se
separa es ARN y se hibridiza con sondas de ADN presenta ventajas y desventajas
similares a RFLPs (Rodriguez et al., 2009).

4.3.2.2. Técnicas basadas en PCR

Es la técnica méas utilizada para la deteccion de microorganismos, se basa
principalmente en realizar millones de copias de un segmento de ADN especifico
de un microorganismo. En esta técnica la cadena doble de ADN es separada en
dos cadenas sencillas sometiéndola a temperaturas mayores a 92°C, después se
hibridiza dos segmentos de ADN complementarios una a una cadenay el otro a
la otra. Estos pequefios segmentos son llamados iniciadores, los cuales son
disefiados de tal manera que solo se hibriden con el ADN del microorganismo
gue se desee y su tamarfo generalmente va de 18 a 25 bases. Una vez que los
iniciadores se unen a las cadenas complementarias se adiciona a la reaccién una
ADN polimerasa la cual va a formar la nueva cadena tomando como bases la
cadena sencilla y uno de los extremos del iniciador (3). Después de este primer
ciclo, si se partio de una sola cadena doble de ADN se tendrian dos cadenas dobles.
Esta amplificacion se incrementa a medida que se repite el numero de ciclos, asi
después de dos ciclos se tienen cuatro cadenas dobles de ADN, y después de tres,
ocho y asi sucesivamente, después de treinta ciclos tendriamos una gran cantidad
de ADN amplificado para ser visualizado a simple vista. Las ventajas de PCR sobre
otras técnicas de deteccion se han reportado en varias ocasiones (Louie et al., 2000;
Rodriguez et al., 2009).

La precision y reproducibilidad de los ensayos de PCR depende de la experiencia
del analista. La especificidad de la prueba puede ser afectada por la contaminacién
de la muestra durante su procesamiento. Si los iniciadores no son especificos o Si
las condiciones de la PCR no son Optimas, se pueden amplificar productos no
especificos (Louie et al., 2000). Lo anterior puede guiar a la deteccion de falsos
negativos, de la misma manera la contaminaciéon de la muestra con inhibidores
(acidos humicos, polifenoles, carbohidratos, etanol, etc) de la enzima polimerasa
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puede ocasionar también falsos negativos. Sin embargo esto se puede solucionar
incorporando siempre controles positivos. La contaminacion de la muestra con otro
ADN o0 RNA, puede conducir a la deteccion de falsos positivos, esto se soluciona
agregando siempre un control negativo (Rodriguez et al., 2009). La identificacion de
microorganismos directamente de alimentos utilizando PCR presenta algunos retos
como es la baja sensibilidad provocada por la inhibicion debida a la matriz del
alimento, esto puede ser parcialmente reestablecida con una etapa de
enriquecimiento pero se alarga el tiempo para el diagndstico. Sin embargo, dentro
de las desventajas se destacan: la necesidad de equipos con ciclo térmico costosos
y personal capacitado, estos procesos siguen siendo inadecuados para un exitoso
screening de un gran numero de muestras, la necesidad de algin conocimiento
previo de las secuencias que flanquean el segmento a amplificar (Que acttan de
iniciadores de la reaccidn) y las precauciones que se deben de tomar en las
condiciones de la reaccion para evitar las amplificaciones no deseadas, lo que daria
lugar a, dada la elevada sensibilidad de la PCR, la aparicion de falsos positivos
procedentes de acidos nucleicos ajenos a nuestra muestra (Bolivar et al., 2014);pero
aun asi con estas desventajas, la flexibilidad, automatizacién, rapidez y confiabilidad
la PCR es una de las técnicas moleculares con mas aceptacion en la actualidad
para la deteccion de microorganismos en general (Liu et al., 2002; Eriksson y
Aspan, 2007; Rodriguez et al., 2009).

4.3.2.2.1. PCR anidada

La PCR anidada es una técnica que se utliza principalmente cuando un
microorganismo se encuentra en muy bajas cantidades o bien cuando se quiere
identificar si en una muestra existen microorganismos de un determinado grupo y
después determinar las especies de ese grupo que estan presentes. Es la
amplificacion enzimatica de un segmento de ADN interno de un segmento de ADN
previamente amplificado.

Esta técnica consiste en amplificar un segmento grande de ADN (700-2000 pb) por
la técnica de PCR con un par de iniciadores y posteriormente amplificar con otro par
de iniciadores un segmento interno del primer fragmento amplificado, es decir, esta
técnica es una PCR doble y por lo tanto se estima que es mil veces mas eficiente
gue una PCR simple (Rodriguez et al., 2009).

En un estudio hecho en la India se empled esta técnica para la deteccion de
Salmonella spp. a partir de alimentos. La sensibilidad del ensayo desarrollado fue
comparable a los métodos basados en cultivo tradicional con una ventaja en la
reduccion del tiempo de ensayo (6 horas). El ensayo detecté 4 UFC Salmonella /
25 g de muestras de alimentos (brotes, zanahoria, pepino y pollo). Con dos
cebadores sintéticos de 26 mer TS11 y 25 mer TS4, se amplificé un fragmento de
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1,2 kb que sirvi6 como plantilla para la amplificacion del producto final de 375 pb
utilizando cebadores TS11y TS5.

La reaccion generd una unica banda especifica para Salmonella que permitio al
analista interpretar los datos a gusto y sin ninguna confusion. El caldo enriquecido
sirvi6 como molde para la reaccion lo que elimina procedimientos laboriosos de
aislamiento de ADN. En el caso de muestras contaminadas artificialmente, el caldo
de lactosa enriquecido en 6 h puede servir como molde. Sin embargo, para las
muestras de mercado en las que los organismos estan bajo estrés ambiental, es
deseable utilizar una plantilla del medio de Rappaport Vasiliadis. El ensayo también
empled un control de amplificacion interno, que se amplificé en un fragmento de 300
pb, sirviendo como control positivo para la reaccién y cualquier posibilidad de falsos
negativos se descartdé debido a la accién inhibidora de los componentes de los
alimentos en la reaccién de PCR (Anexo 1)( Sunil et al.,2008).

4.3.2.2.2. RAPDs

Polimorfismo del ADN amplificado al azar. En este caso se realiza una reaccion de
PCR con un solo iniciador el cual tiene un tamafio de 8 a 12 bases con secuencia
arbitraria. En la etapa de alineamiento del iniciador se emplean temperaturas bajas
37 a 40 °C para asegurar que el iniciador se una a diferentes regiones del genoma
del microorganismo que se desee identificar. En este caso la identificacion se realiza
solo de cultivos puros del microorganismo y con una sola reaccion del PCR se
amplifican varios segmentos a la vez (Figura 1). Tiene la ventaja de que no se
requiere conocimientos previos del microorganismo para poderlo identificar, esta
técnica como método de identificacion a nivel comercial no es muy utilizada debido
a los problemas de reproducibilidad, sin embargo es muy util cuando se requiere
determinar diferencias entre 2 microorganismos altamente emparentados
pudiéndose detectar estas diferencias aun a nivel de cepa. Otra ventaja de los
RAPDs es en el caso donde se logra identificar un fragmento de ADN amplificado
gue se encuentre en una cepa en particular, este se puede secuenciar y se pueden
disefiar a partir de esa secuencia iniciadores especificos para esa cepa. Lo mismo
aplica para el disefio de iniciadores especificos a nivel de especie o de género esta
técnica es conocida como SCAR (secuencia caracterizada de region amplificada)
(Figura 2). Ademas de la desventaja de poca reproducibilidad, la presencia de una
banda RAPD, no permite distinguir entre los estados homocigoto y heterocigoto
(Babalola, 2003; Rodriguez et al., 2009).
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Figura 1. Polimorfismo del ADN amplificado al azar

SCAR’s

Figura 2. Secuencia caracterizada de una region amplificada

Tomado de: Rodriguez et al., 2009.

En una publicacion hecha por Frederick et al en el 2015, donde se aplicé esta
técnica para caracterizar Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis y
Salmonella Albany aisladas de pollos y patos para determinar su relacion utilizando
el &cido desoxirribonucleico polimérfico amplificado aleatorio (RAPD) -PCR. El
analisis RAPD-PCR de los serovares de Salmonella produjo bandas de ADN que
variaron de 242 a 3189 pb para Salmonella Typhimurium, 252 a 2756 pb para
Salmonella Enteritidis y 232 a 2612 pb para Salmonella Albany. El analisis de
grupo con un coeficiente de 0,85 agrupd los serovares de Salmonella en varios
grupos y singletons. Salmonella Typhimurium se agruparon en 4 racimos y 1
singleton con un indice discriminatorio de 0.85. Salmonella Enteritidis se agruparon
en 2 racimos y 2 singletons con un indice discriminatorio de 0.64. Salmonella
Albany se agruparon en 3 grupos y 1 singleton en un indice discriminatorio de 0,71
(Frederick et al., 2015).

4.3.2.2.3. Inmuno-PCR
Union de un microorganismo a un soporte solido utilizando un anticuerpo y una

posterior amplificaciéon de ADN por PCR. Es una técnica que combina las ventajas
de las técnicas inmunoldégicas (ELISA) y de las técnicas moleculares (PCR) para
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qgue las ventajas combinadas, disminuyan o eliminen las desventajas de ambas
técnicas; ELISA es ineficiente en la deteccion cuando se presentan niveles muy
bajos de la molécula o microorganismo de interés en la muestra a analizar, mientras
que la PCR se ve inhibida por algunos componentes de la muestra (fendlicos,
polisacéaridos) (Rocha, 2003).

4.3.2.2.4. PCR Inmunomagnética

En este caso el soporte es una esfera magnética, la cual es removida de la muestra
con un magneto y posteriormente se realiza la PCR. En esta técnica un anticuerpo
primario se encuentra unido a perlas metélicas las cuales se colocan dentro de la
muestra a analizar, se deja incubar para la union antigeno-anticuerpo,
posteriormente se extraen estas perlas metalicas con un iman, se lavan y se
colocan en un tubo en el cual se realiza la PCR. Esta técnica se ha utilizado para
la deteccion de Listeria monocytogenes en alimentos (Rodriguez et al., 2009).

4.3.2.2.5. PCR-multiple

Esta técnica se ha utilizado para la deteccion de diferentes especies de Listeria en
una misma muestra, asi como para detectar diferentes microorganismos a la vez
como es el caso de Salmonella spp., Campylobacter spp., Shigella spp. y E. coli
(Babalola, 2003). La PCR multiple también ha sido usada para detectar diferentes
genes de un mismo organismo en una muestra. Esta técnica también es usada para
identificar cuales genes de resistencia a antibiéticos poseen una determinada cepa
bacteriana (Pérez et al., 2001).

Esta técnica de ha utilizado para la deteccion de L. monocytogenes a 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 100%, 10 UFC/mly K=1 respectivamente. Para
la extraccion del ADN se emplearon dos métodos, uno basado en la precipitacion
alcohodlica en presencia de Nal, lo que redujo en gran medida las grasas;
permitiendo la deteccion directa de 10* UFC/ml en leche cruda y 10° UFC/g en
qgueso fresco. El otro método, basado en la extraccién con lisozima, proteinasa Ky
fenol-cloroformo, permitié establecer limites de deteccién de 102y 10* UFC/g para
las carnes de res y pollo respectivamente. La PCR se baso en la especificidad de
los iniciadores LI1/U1 que amplificaron una banda de 938 pb (identificacion de
género) caracteristica del rDNA 16S vy los iniciadores LF/LR que amplificaron una
banda de 750 pb caracteristica del gen hlyA (identificacion de especie). Los
resultados de la validacion reportaron una reproducibilidad, sensibilidad y
especificidad del 100% en leches crudas. Para las muestras de queso frescos se
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reporté una reproducibilidad de 97%, sensibilidad 96.3% y especificidad del 100%,
para la carne de pollo la reproducibilidad fue 98.43%, sensibilidad 96.9%,
especificidad 100%, para la carne de res todos los parametros fueron 100%. El
trabajo muestra que ambas técnicas pueden ser utilizadas para detectar L.
monocytogenes en este tipo de alimentos y que la PCR reduce el tiempo de ensayo
considerablemente (Poutou et al., 2005)

4.3.2.2.6. PCR en tiempo real

Emplea sondas marcadas con fluorocromos. Entre las sondas mas utilizadas se
encuentran las sondas de hidrélisis que son oligonucleétidos que presentan
fluorocromos en ambos extremos y tienen una secuencia complementaria a parte del
fragmento de ADN que se quiere amplificar. Uno de los fluorocromos actia como
donador de fluorescencia en el extremo 5’ y el otro como aceptor de esta fluorescencia
en el extremo 3’. La ADN polimerasa se desplaza sobre la cadena de ADN sintetizando
la cadena complementaria a partir de un fragmento de ADN que sirve de molde
(cebador). Al llegar al punto en el que la sonda se ha hibridado, la hidroliza. El
fluorocromo del extremo 5’ de la sonda (el donador) es liberado. El fluorocromo aceptor
no puede entonces absorber la fluorescencia del donador por estar alejado de él
espacialmente. Un detector realiza la medida de esta emision de fluorescencia, que
es proporcional a la cantidad de ADN presente, y la representa graficamente. Ademas
de proporcionar informacion cuantitativa, la PCR en tiempo real es mas sensible que
la PCR tradicional, lo que disminuye el riesgo de falsos negativos. También es mas
rapida y tiene menos probabilidad de contaminacion con lo que disminuyen los falsos
positivos. Son muchas las aplicaciones de esta técnica en el campo de la medicina.
Cabe destacar la cuantificacion viral, la cuantificacién de la expresion de genes, el
control de la eficacia de farmacos, la deteccién de agentes infecciosos, el diagnéstico
de tumores y la deteccion de polimorfismo. Se realiza utilizando un marcador como
SYBR GREEN-I, que produce fluorescencia al unirse al ADN de cadena doble, con
un equipo que la detecta y genera una curva de la intensidad de fluorescencia vs
temperatura. El pico de la curva indica la temperatura de fusién —melting peak—, en
la cual el 50% del ADN se encuentra en doble cadena. De esta manera, cada cepa
bacteriana genera una temperatura de fusién especifica que indica su presencia
(Vanegas y Rojas, 2004).

En estudios realizados con esta técnica en Espafia, se describe como un método
sencillo y rapido para la deteccion cuantitativa de Listeria monocytogenes en
productos carnicos. Es capaz de detectar 100 CFU / g y cuantificar tan pocas como
1000 UFC/g, con una excelente precision en comparacion con la del método de
recuento en placa. Por lo tanto, es una alternativa prometedora para la deteccién
de L.monocytogenes en productos carnicos (Anexo 2) (Rodriguez et al., 2004).
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4.3.2.3. Amplificacién isotérmica mediada por bucles

LAMP es una técnica, facil de realizar debido a que sus principios son sencillos,
requiere un personal semi-calificado. La reaccion se lleva a cabo con rapidez y
eficiencia en un solo paso, por lo tanto, constituye una herramienta ideal para la
deteccidn de patdgenos (Tomita et al., 2008).

4.3.2.3.1. Componentes de LAMP

Este método utiliza 4- 6 cebadores especialmente disefiados para seis a ocho
regiones en un gen de interés. Son primer Forward interno (FIP), primer Forward
externo (F3), primer reverse interno (BIP), primer reverse externo (B3) y dos
cebadores bucle opcionales (Notomi et al., 2000; Nagamine et al., 2002). Los
cebadores son diseifiados de forma manual o mediante el uso de softwares de
disefio de primer LAMP disponibles en Internet (Oligo 7,6 Primer Analysis Software).
En la figura 3 se muestran esquematicamente los primers LAMP, que muestra
seis cebadores que se hibridan a ocho regiones de un gen diana; la F3 hibrida con
F3c que es la secuencia complementaria en el extremo 3 ', la FIP consiste de la F2
y F1lc ambas se alinean alos complementos F2cy F1, respectivamente, el proceso
es similar con los primer reverse. Los primer bucles FLP y BLP se alinean a la
region entre el F2c / F1lcy Blc / B2c, respectivamente.

Forward Outer Primer (F3) Forward Inner Primer (FIP) (F2 & Flc)

- [zl (&= « B v
Backward QOuter Primer (F3) Backward Inner Primer (BIP) (B2 & Blc)
o [ B g
Forward Loop Primer (FLP) Backward Loop Primer (BLP)

Erarae E Il ] -

o — s’
TR . W
s EHE o -, -

Figura 3. Representacion esquematica del Primer LAMP cuando se hibridan a
sitios especificos de un gen diana.

Tomado de: Umar et al., 2015
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Son dos las enzimas polimerasas adecuadas para la reaccion LAMP, la mas comun
es la ADN polimerasa Bst, y la enzima menos comunmente es la ADN polimerasa
Bsm, estas enzimas se obtienen a partir de Geobacillus stearothermophilus y
Bacillus smithii respectivamente. Las enzimas poseen actividad de
desplazamiento de cadena y catalizan la polimerizacion de ADN 5’-3’. El Bst y la
enzima Bsm conservan su actividad enzimatica a 66°C y 63°C, respectivamente
(Umar et al., 2015; Sanchez et al., 2014; Nagamine et al., 2001); sin embargo, ellas
trabajan mejor a 63 ° C y 60 ° C, respectivamente (Dhama et al., 2014).

La betaina se utiliza en la estabilizacion del contenido de la Adenina- Timina (A-T)
y de Guanina-Citocina(G-C), para asegurar la estabilidad de la reaccion. Otros
componentes incluyen dNTPs, que proporciona los nucleétidos requeridos, MgSQOa
para formar los iones pirofosfato, que se acumulan formando precipitado blanco
(Mori et al., 2001; Tomita et al., 2008; y Goto et al., 2009). Se puede afadir tinte de
ADN fluorescente para facilitar la visualizacién de la turbidez resultante de
precipitado de iones pirofosfato (Hirayama etal., 2007), algunos de estos colorantes
son SYBR Green, HNB, Picogreen. Y ademas contiene (NH4)2SOa, Tris-HCL con
pH 8,8, MgSO4 y KCI como parte de la mezcla de reacciéon LAMP (Umar et al.,
2015).0tros componentes se muestran en la Figura 4.

Mix

Waterbath

.e"—_(“

Reaction mixture:
target DNA, Bst
DNA polymerase,
dNTP, buffer,
LAMP primers,
DNA dye

(s
Ui

Negative
result

Figura 4. Protocolo de LAMP.
Tomado de: Umar et al., 2015

Para amplificar el DNA blanco, ademas de los componentes ya mencionados se
requieren condiciones isotérmicas, para ello se mezclan los dNTPs, solucion
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tampon LAMP, betaina (opcional), tinte de ADN fluorescente (opcional) y plantilla
de ADN y se incuba a una temperatura entre 60 °C - 65 °C/60 min, excluyendo la
etapa de extraccion plantilla, el proceso tendra una duracion de cerca de una hora
utilizando 4 primers para amplificacion. Sin embargo, la amplificacion con 6 primers
qgue incluye dos cebadores bucle acelera el proceso de reaccién, lo que acorta el
tiempo de amplificacion a aproximadamente 30 minutos. (Nagamine et al., 2002;
Sanchez et al.,2014 ) vy utiliza una Bst polimerasa con actividad de desplazamiento
de cadena.(Sanchez et al.,2014).

Después de la incubacién de la mezcla de reaccion, el resultado se detecta
inmediatamente sin ningun paso adicional. Esto se logra mediante la visualizacion
a simple vista de la turbidez resultante de una reaccion positiva. Ademas la
visualizacion de LAMP se puede simplificar mediante la adicion de tinte de ADN
para mejorar la visibilidad de la turbidez.; SYBR green sélo se pueden afadir
después de que se completa la reaccion (Umar et al., 2015).

4.3.2.3.2. Principio de amplificacion isotérmica mediada por bucles

LAMP utiliza una enzima polimerasa de ADN cuya propiedad es la del
desplazamiento de la cadena de ADN junto con su propiedad habitual de
polimerizacion. LAMP amplifica el ADN del patdégeno al punto de permitir una
visualizacion directa de la reaccién, por la liberacién de pirofosfatos que causan
turbidez.

La amplificaciéon por medio de LAMP también puede ser cuantitativa y depende del
desplazamiento de la cadena por realizadO por la ADN polimerasa. La efectividad
de LAMP se basa en el disefio de primers o cebadores que deben ser muy
especificos. requiere de entre 4 y 6 primers, los primers externos F3 y B3, que
hibridan con las regiones externas de la secuencia diana, mientras que los internos
FIP y BIP poseen secuencias en ambos sentidos que permiten la formacion de un
bucle. Los primers se disefian de manera que puedan reconocer 8 regiones diana
que permiten dar especificidad al método. El uso de una enzima termoestable la
hace una técnica amigable. Las enzimas con capacidad recomendada son Bst
polimerasa aislada de Geobacillus stearothermophilus cuya actividad enziméatica
es de 66°C. Estas enzimas tienen actividad similar a la helicasa por lo que es capaz
de abrir la cadena de ADN a una temperatura Optima entre 60 y 65°C,
desnaturalizandose a temperaturas por encima de 70°C. Estas caracteristicas
hacen que sea util en la amplificacion isotérmica ya que no requieren el paso de
90°C requerido para desnaturalizar el ADN como el caso de la PCR convenciona

Funciona bajo un principio de amplificacion, que implica dos pasos basicos: Fase

no ciclica y ciclica. La no ciclica precede a la fase ciclica. Los cuatro cebadores,
ADN polimerasa Bst con una actividad de desplazamiento de cadena, juegan un
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papel en esta primera etapa de la reaccion LAMP. Sin embargo, el paso ciclico se
basa en el producto del no ciclico que sélo implica los dos cebadores externos y la
enzima ADN polimerasa Bst. cebadores bucle estan involucrados en el paso ciclico
cuando seis cebadores son usados (Nagamine et al., 2002; Umar et al., 2015).

La fase no ciclica comienza con el alineamiento del primer forward interior (FIP) a
una secuencia complementaria en el extremo 5' del ADN de doble cadena, la
extension desde el punto del alineamiento se produce a raiz de la actividad de la
ADN polimerasa Bst produciendo una longitud completa de una cadena
complementaria al ADN diana. El cebador externo Forward (F3) después se hibrida
a la region F3c fuera de la FIP, iniciando el desplazamiento de la hebra de ADN
recién formada, como resultado se obtiene ADN de cadena sencilla con una forma
de bucle en el extremo 5' (Umar et al.;2015). El primer reverse Interior (BIP) usa el
ADN monocatenario desplazado con una forma de bucle en el extremo 5 como
plantilla, luego se hibrida con una secuencia complementaria a la region B2c de esta
nueva cadena de ADN y posteriormente es extendida por la Bst DNA polimerasa
(Notomi et al., 2000; Parida et al., 2008)

La fase ciclica se basa en el producto de la etapa no ciclica. Esta fase consiste
basicamente en la hibridacion de los cebadores internos al producto tallo bucle de
la etapa no ciclica para iniciar la sintesis de ADN de desplazamiento. En Ultima
instancia, los productos finales de esta fase son ADN bucle-tallo con varias
repeticiones de los dianas, y con forma de coliflor (Ushikubo, 2004; Umar et al.,
2015)

Su principal ventaja frente a la PCR es que no requiere termociclador y en su lugar
usa bafio de maria o bloque de calor de laboratorio. Los productos de amplificacion
tienen estructuras de distintos tamafos que consisten en repeticiones invertidas de
la secuencia diana en gran cantidad. Es decir La amplificacion isotérmica mediada
por bucles, es mas especifica, rapida y sencilla de realizar que la PCR. (Noboru et
al., 2015). Ademas, debido a que el método LAMP sintetiza una gran cantidad de
ADN, los productos se pueden detectar por simple turbidez. Por lo tanto un equipo
costoso, no es necesario para dar un alto nivel de precision, equivalente o mayor,
en comparacion con técnicas de PCR.

La bioluminiscencia se utiliza para detectar la amplificacion. Los resultados positivos
presuntivos se informan en tiempo real mientras que los resultados negativos se
muestran después de que el analisis se ha completado. El equipo ofrece un solo
paso de enriguecimiento y transferencia minima posterior al enriquecimiento, lo que
hace que la prueba de patégenos sea mas simple y mas rapida (Centro 3M, 2012).
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5. METODOLOGIA

5.1. AREA DE ESTUDIO

Este estudio se llevd a cabo en el Cuarto 4, laboratorio de patdgenos del
departamento de microbiologia, de TECNIMICRO Laboratorio de Analisis S.A.S, de
la ciudad de Medellin.

A continuacién se describe la metodologia realizada para la deteccion molecular de
Listeria monocytogenes y Salmonella spp. con el sistema 3M.

5.2. MUESTREO

Las muestras de alimentos estudiadas en este trabajo fueron tomadas en distintos
supermercados ubicados el municipio de Medellin, Departamento de Antioquia.

Se desarroll6 un método de muestreo aleatorio simple manualmente, teniendo en
cuenta las medidas de higiene y asepsia necesarias. Para la toma de las muestras
se dispuso de bolsas plasticas estériles. Después de recolectadas las muestras,
estas se transportaron al cuarto de siembra en neveras portétiles a temperatura de
refrigeracion (4°C), y se conservaron a esta temperatura hasta su uso. Su analisis
se realizé en un lapso de tiempo inferior a las 24 horas para conservar la
confiabilidad de los resultados (Kudo et al., 2005).

Como primer paso se realizé la preparacion de la muestra para determinar la
presencia de Salmonella Typhimurium. ATCC 14028 vy Listeria monocytogenes
ATCC 13932 en quesos, carnes cocidas.

5.3. ANALISIS MICROBIOLOGICO
5.3.1. Aseguramiento de las condiciones previas de los ensayos.

TECNIMICRO Laboratorio de Andlisis S.A.S, dentro de su plan de control de calidad
realiza controles estrictos de las condiciones requeridas para realizar los ensayos
como es el control de los medios de cultivo, las condiciones ambientales, los
instrumentos de ensayo empleados, la capacitacion y entrenamiento de los
analistas.

Para la deteccion de los patdégenos de interés en este estudio, Salmonella

Typhimurium y Listeria monocytogenes, se empled sistema de deteccion
Molecular 3M™ fabricado por la empresa 3M. Descrito como el método principal de
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screening en el Manual de Analisis Bacteriologico (BAM, por sus siglas en inglés)
de la administracion de drogas y alimentos Food and Drug Administration (FDA, por
sus siglas en inglés). Este sistema permite tener resultados en menos de 24 horas.

Figura 5. Kit 3M™ para la deteccion molecular de Salmonella spp. y Listeria
monocytogenes

5.3.2. Referencias de procedimientos e instructivos utilizados durante la
verificacion

La verificacion se realiz6 con 80 muestras sin realizar mas replicas, siguiendo las
indicaciones dadas en el procedimiento validacibn de métodos analiticos
microbiolégico (PD-GS-4.006).

Se parti6 de una concentracion Mc Farland de 3.0 x 108 comparada visualmente con
la suspensién de ClBa 1% (0.1) y SOsH2 1% (9.9ml). Se empled el equipo
automatizado Densichek y realizando diluciones seriadas tomando 1 ml y
transfiriendo a 9 ml de solucién salina hasta obtener una concentracién de 1x10?!
para los dos microorganismos a estudiar, que procedié a inocularse en muestras
inocuas para Listeria monocytogenes ATCC 13932 y Salmonella Typhimurium
ATCC 14028.

Los datos primarios de cada uno de los pasos realizados y datos obtenidos de la
verificacion se consignan en la hoja de trabajo PD-GS-4.006-F02 (Centro 3M).

5.4. DETERMINACION DE CEPAS INOCULADAS
5.4.1. Listeria monocytogenes ATCC 13932 por el sistema 3M
Etapa de preenriquecimiento: 25 gramos de la matriz seleccionada (Cérnico

cocido y quesos), fueron transferidas a 225 ml de caldo Frasser suplementado con
Citrato de amonio férrico. Se incub6 a 30°C+1°C por 24 horas con el objetivo de
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estabilizar metabolicamente al microorganismo para posteriormente realizar las
diluciones seriadas utilizadas en la verificacion.

5.4.2. Salmonella Typhimurium ATCC 14028 por el sistema 3M

Etapa de pre enriquecimiento: 25 gramos de la matriz seleccionada (Cérnico,
gueso) fueron transferidas a 225 ml de agua peptona tamponada al 2%. Se incub6
por 24 horas a 35°C+1°C con el objetivo de estabilizar metabdlicamente al
microorganismo para posteriormente realizar las diluciones seriadas utilizadas en la
verificacion (Centro 3M, 2012).

5.5. COMPROBACION DEL METODO 3M PARA LA IDENTIFICACION
CUALITATIVA MOLECULAR

5.5.1. PREPARACION DEL EQUIPO DE DETECCION MOLECULAR 3M™
5.5.1.1. Se inici6 el Software de Deteccion Molecular 3M™ e inici6 la sesion.
5.5.1.2. Se encendi6 el Equipo de Deteccion Molecular 3M.

5.5.1.3. Luego se cred una corrida con datos para cada muestra.

NOTA: El Equipo de Deteccion Molecular 3M alcanz6 y mantuvo una temperatura
de 60 °C antes de insertar la Bandeja de Carga Répida para el Sistema de Deteccién
Molecular 3M con los tubos de reaccion. Este paso de calentamiento llevé unos 20
minutos y apareci6 indicado por una luz ANARANJADA en la barra de estado del
equipo. Una vez que el equipo estuvo listo para iniciar una corrida, la barra de
estado se cambi6 a color VERDE.

5.5.2. LISIS

5.5.2.1. Se calentaron los tubos de Solucién para la Lisis (LS) colocando la
gradilla a temperatura ambiente (20 a 25 °C) durante la noche (16 a 18
horas). Las alternativas para que los tubos de LS alcanzaran temperatura
ambiente fueron colocar los tubos LS sobre la mesa de laboratorio
durante por lo menos 2 horas, incubar los tubos LS en una incubadora a
37 £ 1 °C durante 1 hora o colocarlos en una unidad de calentamiento de
dos bloques durante 30 a 100 °C.

5.5.2.2. Se Invirtieron los tubos tapados para mezclarlos, 4 horas antes de su
uso.

5.5.2.3. Se retir6 el caldo de enriquecimiento de la incubadora.
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5.5.2.4. Luego se utilizé un tubo de LS para cada muestra y la muestra de Control
Negativo (NC) (medio de enriquecimiento estéril).

5.5.2.4.1. Después se procedié a cortar las tiras de tubos de LS para obtener la
cantidad de tubos de LS deseada. Luego se colocaron los tubos de LS
en una gradilla vacia.

5.5.2.4.2. Luego se procedio a transferir la muestra enriquecida a los tubos de LS
como se describe a continuacion:

Primero, transfiera cada muestra enriquecida a un tubo de LS. Transfiera el
NC al final.

5.5.2.4.3. Se utilizé6 la Herramienta para Encapuchado/Desencapuchado del
Sistema de Deteccion Molecular - Lisis 3M™ para destapar una tira de
tubos de LS, una tira por vez.

5.5.2.4.4. Se desecho la tapa del tubo de LS.

5.5.2.4.5. Se transfirid 20 pl de la muestra a un tubo de LS.

5.5.2.5. Cuando fueron transferidas todas las muestras, se transferieron 20 pl de
NC (medio de enriguecimiento estéril, por ejemplo, Caldo Demi-Fraser)
a un tubo de LS.NOTA: No usar agua como un NC.

5.5.2.6. Se verificO que la temperatura del Blogue de calor para el Sistema de
Deteccioén Molecular 3M fuera de 100 = 1 °C.

5.5.2.7. Luego se colocé la gradilla descubierta de tubos de LS en el Bloque de
calor para el Sistema de Deteccion Molecular 3M y se calenté durante
15 + 1 minutos. Durante el calentamiento, la solucion de LS cambio de
rosado (frio) a amarillo (calor).

NOTA: Las muestras que no se hayan tratado debidamente con calor durante el

paso de lisis del ensayo pueden considerarse un posible riesgo biolégico y NO

deben introducirse en el Equipo de Deteccion Molecular 3M.

5.5.2.8. Se retir6 la gradilla descubierta de tubos de LS del blogue de
calentamiento y se dejo enfriar en la Insercion del Bloque de Frio para el
Sistema de Deteccién Molecular 3M al menos durante 5 minutos y por un
méaximo de 10 minutos.

NOTA: Cuando se usa Insercion del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccion
Molecular 3M a temperatura ambiente sin la Bandeja para el Bloque de Frio del
Sistema de Deteccion Molecular, debe colocarse directamente sobre el banco de
laboratorio. Cuando esté frio, la solucién para la lisis volvera a un color rosado.

5.5.2.9. Se retir6 la gradilla de tubos de LS de la Insercion del Bloque de Frio
para el Sistema de Deteccion Molecular 3M.
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5.5.3. AMPLIFICACION DEL GEN inv A EN Salmonella Thyphimurium ATCC
14028 y DEL GEN iap EN Listeria monocytogenes.

5.5.3.1. Se tomo un tubo de reactivo para cada muestray el NC.

5.5.3.1.1. Se cortaron las tiras de tubos de reactivo.

5.5.3.1.2. Después se colocaron los tubos de reactivo en una gradilla vacia.

5.5.3.1.3. Se evitd mover las perlas de reactivo en el fondo de los tubos.

5.5.3.2. Seseleccionod 1 tubo de Control de Reactivos (RC) y coloco en la gradilla.

5.5.3.3. Luego transferir el lisado a los tubos de reactivo y al tubo de RC como se
indica a continuacion:

Transfiera cada lisado de muestra a un tubo de reactivo individual
primero y luego el NC. Hidrate el tubo de RC al final.

5.5.3.4. Se utilizd la Herramienta para Encapuchado/Desencapuchado del
Sistema de Deteccion Molecular - Reactivo 3M™ para destapar una tira
de tubos de reactivo, una tira por vez.

5.5.3.4.1. Luego se transfirio 20 pl de lisado de muestra en el tubo de LS al tubo de
reactivo correspondiente. Después vertirlo en angulo para evitar que se
movieran las perlas y se mezclé pipeteando suavemente hacia arriba y
hacia abajo 5 veces.

5.5.3.4.2. Se cubrieron los tubos de reactivo con la tapa adicional provista y se
utilizé el lado redondeado de la  Herramienta  para
Encapuchado/Desencapuchado del Sistema de Deteccion Molecular —
Reactivo 3M para aplicar presién con un movimiento hacia adelante y
hacia atras para asegurar de que la tapa quedara bien ajustada.

5.5.3.4.3. Transferir 20 ul de lisado de NC a un tubo de RC. Vertirlo en angulo para
evitar que se muevan las perlas. Mezcle pipeteando suavemente hacia
arriba y hacia abajo 5 veces.

5.5.3.6. Después se cargaron los tubos tapados en una Bandeja de Carga Rapida
para el Sistema de Deteccion Molecular 3M limpia y descontaminada.

5.5.3.7. Secerréytrabar latapa de la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema
de Deteccion Molecular 3M.

5.5.3.8. Se revis6 y confirmé la corrida configurada en el Software de Deteccién
Molecular 3M.

5.5.3.9. Se hizo clic en el botén de inicio del software. La tapa del equipo
seleccionado se abrira automaticamente.

5.5.3.10. Se Coloco la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccion
Molecular 3M en el Equipo de Deteccién Molecular 3M vy cerré la tapa
para comenzar con el ensayo. Los resultados se obtuvieron al cabo de
75 minutos, aungue los positivos antes.

5.5.3.11. Una vez terminado el ensayo, se retir0 la bandeja de carga rapida para
el Sistema de Deteccion Molecular 3M del Equipo de Deteccion Molecular
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3M y se desecharon los tubos embebiéndolos en una solucion de cloro
de uso domeéstico del 1 % al 5 % (v:v en agua) durante 1 horay lejos del
area en gue se prepara el ensayo.

NOTA: Para minimizar el riesgo de falsos positivos a causa de contaminacion
cruzada, nunca abra tubos de reactivo que contengan ADN amplificado. Esto
incluye tubos de Control de Reactivos, reactivos y control de matriz. Siempre
deseche los tubos de reactivo sellados embebiéndolos en una solucion de
cloro de uso domeéstico del 1 % al 5 % (v:v en agua) durante 1 hora y lejos
del area en que se prepara el ensayo (Centro 3M, 2012).

3M MDA Listeria ih;roE:Ato en
1Salmonelia ylogenes
[ 37°C +1°C 7°C+1°C
br41.5°C +1°C 24-52 hrs

18-24 hrs

4 " Iil TRAMSFERIR 20 Ul DE MUESTRA ENRIQUECIDA A LOS TUBOS DE LISIS
5 |
. ‘iu

CALENTAR 100°C/15 MIN
ENFRIAR 10 MIN EN EL BLOQUE FRIO Y DEJAR REPOSAR
PCOR 5 MIN

." TRAMSFERIR 20 UL DE LISADO A TUBOS
/ QQUE CONTIENEN EL PELLET
HIOFNIZ AN

S PLACAS DE TUBOS EN EL EQUIPQ.
T . COMEMZAR A CORRER
= AMPLIFICACION ¥ DETECCION 15-75 MIN

RESULTADOS AUTOMATIZADOS Y COLOR EN TIEMPO
REAL

Figura 6. Diagrama general de la metodologia empleada para la deteccion
molecular de Salmonella spp., y Listeria monocytogenes por el sistema 3M
Tomado de: 3M center, 2012

mameaman
Q‘-"—”.
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5.6. OTRAS ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS.

Durante el desarrollo de la pasantia se realizaron tareas rutinarias como la lectura
de los andlisis microbioldgicos realizados a todas las muestras procesadas en los
cuartos de siembra, procesamiento de muestras, codificacion de muestras,
observacion de las caracteristicas microscépicas y macroscopicas de las colonias
obtenidas, tipificacion a través del vitek, rotulado y procesamiento de muestras
alimenticias, de aguas, medicamentos y de cosméticos en el cuarto de siembra,
ademas se llevo a cabo la siembra de muestras para analisis de patdégenos en el
cuarto destinado para ello (cuarto 4 de patdgenos) y descarte de muestras. También
se ejecutaron jornadas de limpieza y desinfeccion de materiales y del laboratorio.
Esterilizacion, preparacion de medios y materiales, igualmente se desarrollaron
informes, y funciones de analista.
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6.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Tabla 3. Cronograma de actividades

Actividades/Semana

Julio |Agosto |Septiembre |Octubre |Noviembre | Diciembre

1/2|3(4]1/2|3/4|1|2 |3 |4]|1|12|3]4/1|2 |[3]4 |1 |2 |3

Presentacion e

1. |induccion
Eleccion del
2. |tema
Planteamiento
3. |de los objetivos
Revisiéon
4. |Bibliografica
Disefio
5. | metodoldgico
Cronograma de
6. |Actividades
7. |Resultados
Analisis de
9. |Resultados
Escritura  del
trabajo de
10. |grado
Entrega del
11. |trabajo
Sustentacion
12. |del trabajo final
Lectura, codificacion de muestras, tipificacion través en el vitek,
rotulado y procesamiento de muestras alimenticias, de aguas, y de
Tareas de cosmeéticos, esterilidades de medicamentos, siembra de patdégenos,
13. |rutina: descarte, desarrollo de informes.
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7. RESULTADOS Y ANALISIS

En este estudio se llevé a cabo la verificacion del método cualitativo MDS 3M™ en
matrices alimentarias para la deteccion de Listeria monocytogenes ATCC 13932
y Salmonella Typhimurium ATCC 14028.

7.1. DETERMINACION DE LAS CEPAS

Por su parte, como resultado del analisis microbiolégico realizado por el método de
amplificacion isotérmica mediada por bucles por el equipo 3M™, se determiné el
crecimiento de Listeria monocytogenes ATCC 13932 en carnicos cocidos y
quesos, por lo que este resultado fue reportado como ausencia/ presencia
(Albarracin et al., 2006). En la Tabla 4 se presentan los resultados arrojados por el
equipo 3M™ para la deteccion de Listeria monocytogenes ATCC 13932 en
alimentos carnico cocidos y quesos.

Tabla 4. Deteccién de Listeria monocytogenes ATCC 13932 en alimentos
carnicos y quesos a concentracion de 102.

RESULTADOS OBTENIDOS A CONCENTRACION DE 1072 (30-300 UFC)

Id. Id. Muestra Ensayo Tipode Numero de Resultado
Pozo pozo lote de kit

Al C10(2) 1 L. monocytogenes -2 Muestra 2016-04 -
Bl C10(2) 2 L. monocytogenes -2 Muestra 5516-04 +
C7 C10(2) 3 L. monocytogenes -2 Muestra 5516-04 +
D1 C10(2)_ 4 L. monocytogenes -2 Muestra 5516-04 +
E1l C10(2)_5 L. monocytogenes -2  Muestra 5516-04 +
F1 C10(2)_6 L. monocytogenes -2  Muestra 5516-04 +
G7 C10(2)_7 L. monocytogenes -2 Muestra 5516-04 +
H1 C10(2)_8 L. monocytogenes -2 Muestra 5516-04 +
A C10(2) 9 L. monocytogenes -2 Muestra I5:516-04 +
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B2 C10(2) 10 L. monocytogenes -2 Muestra 2016-04 +

E3 AP10(2)_1 L. monocytogenes -2 Muestra ;(?16-04 +
F9 AP10(2)_2 L. monocytogenes -2 Muestra ;(?16-04 +
G9 AP10(2)_3 L. monocytogenes -2 Muestra 5516-04 +
H3 AP10(2)_4 L. monocytogenes -2 Muestra 5516-04 +
A4 AP10(2) 5 L. monocytogenes -2 Muestra 5516-04 +
B4 AP10(2)_ 6 L. monocytogenes -2 Muestra 5516-04 -
C4 AP10(2)_7 L. monocytogenes -2 Muestra 55’16-04 +
D4 AP10(2)_8 L. monocytogenes -2 Muestra 5516-04 +
E4 AP10(2)_ 9 L. monocytogenes -2 Muestra 5516-04 +
F4 éPlO(Z)_l L. monocytogenes -2  Muestra ;516-04 +
FB

C (carnicos cocidos), AP (quesos), + (Presencia), - (ausencia).

En la tabla 4 puede observarse que el equipo detectd la presencia de Listeria
monocytogenes ATCC 13932 en una concentracion de 102 en todas las
muestras excepto en dos, un queso y una carne (AP10(2) 6 y C10(2)_1). Los
resultados sugieren que la concentracion permite detectar la presencia de Listeria
monocytogenes ATCC 13932, pero que se requiere sumo cuidado al momento de
realizar la preparacion y montaje en el equipo de deteccién molecular 3SM™ que
pueden afectar los resultados. En el anexo 3 se muestra un ejemplo de la grafica de
una muestra positiva y negativa obtenida durante la elaboracién de este estudio.

Con respecto a los analisis para la deteccion de Listeria monocytogenes ATCC
13932 de las concentraciones 102 en carnicos y lacteos (Tabla 4) los resultados
obtenidos muestran que el método a la concentracion evaluada fue un 90%
Coherente. Siendo el 10% de no coherencia de los resultados obtenidos en la
deteccibn de Listeria monocytogenes ATCC 13932 asociados con la
incertidumbre y no con el equipo, dado que estudios han demostrado la sensibilidad
y especificidad de este (Yang y Benedetto, 2013; Eggink, 2012).

48



Tabla 5. Matriz 2X2 con una concentracion de 102.

RESULTADOS Resultado Resultado
DEL ENSAYO A asignado asignado TOTAL
VALIDAR POSITIVO* NEGATIVO*
Positivo 90%(18/20) 10%(2/20) 100
Negativo 0%(0/10) 0% (0/10) 0
TOTAL 90 10 100%

Para obtener resultados de la coherencia de los ensayos se empled una matriz 2x2,
que en este caso permitid6 obtener como resultado una coherencia del 90% del
método MDS 3M para una concentracion de 102. Como puede observarse en la
tabla 4, dos de las veinte muestras no fueron detectadas por el equipo, contrario al
100% de coherencia que se esperaba con la deteccion de todas las 20 muestras
como positivas. Las posibles causas de estos datos no coherentes son atribuibles
a los posibles errores que se pueden cometer cuando se emplea este método los
cuales se detallan méas adelante en el andlisis.

Las fuentes de error encontradas segun AOAC 2016.08 Ed 19 para la deteccion de
estos microorganismos son las siguientes: Homogenizacion de las diluciones,
variaciones en el pesaje de la muestra, variaciones en los voliumenes utilizados
para el acondicionamiento de la muestra, variaciones en los tiempos transcurridos
entre homogenizacion y siembra, variaciones en el tiempo de incubacién de la
muestra, variaciones en la temperatura de incubacion de la muestra, variaciones en
la temperatura de lisado de muestra, presencia de inhibidores variaciones en el
pipeteado de las muestras y exactitud de los equipos utilizados durante el ensayo (
AOAC, 2016).

El tiempo de incubacion es un factor importante en la deteccién de microorganismos
sobre todo si las células se encuentran heridas por métodos que buscan su
conservacion, como lo son los tratamientos térmicos, el uso de &acidos y de
desinfectantes. Porque dependiendo del periodo de incubacion las células
lesionadas presentes pueden crecer hasta el limite de deteccion de MDM 3M™ y
ser detectadas como positivas. (Bunduki et al., 1995) anunciaron la relevancia que
tiene el tiempo de incubacion para la reparacion de las células de L.
monocytogenes lesionadas. Siendo menor el intervalo de tiempo que las células
lesionadas por calor necesitaron (5 h) en comparacion al tiempo de las células
lesionadas por desinfectantes (14 h). De forma similar Liao y Fett, (2005) dieron a
conocer gque la extension de la herida y el medio de enriquecimiento o pre-

49



enriquecimiento

influyen en la

recuperacion de

las

lesiones Salmonella

Typhimurium ATCC 14028 dafiadas, mostrando una recuperacion mas rapida las
células lesionadas con acidos cultivadas en caldo universal de pre-enriquecimiento
(UPB) que en agua de peptona tamponada (BPO) o en caldo lactosa (LB).

Tabla 6. Deteccion de Listeria monocytogenes ATCC 13932 en alimentos
carnicos y lacteos a concentracion de 10°.

RESULTADOS OBTENIDOS A CONCENTRACION DE 10! (1-30 UFC)

Ensayo

Id.
Pozo
Al
Bl
C1l
D1
El
F1
Gl
A2
B2
Cc2
D2
E2

F2

G2

Id.
Muestra
C10(1)_1
C10(1)_2
C10(1)_3
C10(1)_4
C10(1)_5
C10(1)_6
C10(1)_7
AP10(1) 1
AP10(1) 2
AP10(1)_3
AP10(1) 4
AP10(1) 5
AP10(1)_6

AP10(1) 7

L
2
L
2
L
2
L
2
L
2
L
2
L
2
L
2
L
2
L
2
L
2
L
2
L
2
L

2

. monocytogenes -
. monocytogenes -
. monocytogenes -
. monocytogenes -
. monocytogenes -
. monocytogenes -
. monocytogenes -
. monocytogenes -
. monocytogenes -
. monocytogenes -
. monocytogenes -
. monocytogenes -
. monocytogenes -

. monocytogenes -

Tipo de
pozo

Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra

Muestra

Muestra

Numero de
lote de kit

2016-04 FB
2016-04 FB
2016-04 FB
2016-04 FB
2016-04 FB
2016-04 FB
2016-04 FB
2016-04 FB
2016-04 FB
2016-04 FB
2016-04 FB
2016-04 FB

2016-04 FB

2016-04 FB

C (carnicos cocidos), AP (quesos), + (Presencia), - (ausencia).
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Enlatabla 6 puede observarse que el equipo MDS de 3M, detect6 la presencia de
Listeria monocytogenes ATCC 13932. en una concentracion de 10! previamente
inoculada en todas las muestras de queso y carne. Los resultados sugieren que la
concentracion permite detectar la presencia de Listeria monocytogenes ATCC
13932. Las gréficas individuales de cada resultado se muestran por separado en el
anexo 4.

A continuacién se muestran los resultados arrojados por el Software de Deteccion
Molecular 3M

200323
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120194
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40065
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Tiempa (minutos)

Figura 7. Grafica general de los resultados arrojados por el Software de Deteccidn
Molecular 3M de L.monocytogenes ATCC 13932.

En la figura 7, se puede observar que la deteccién de L. monocytogenes ATCC
13932, se lleva a cabo a partir del minuto 15, y la deteccion en todas las muestras
se obtiene a los 25 minutos después de iniciada el corrido del equipo. La presencia
de una curva indicé la deteccion de este microorganismo en cada una las muestras.

Tabla 7. Matriz 2X2 con una concentracion de 102,

RESULTADOS Resultado Resultado
DEL ENSAYO A asignado asignado
VALIDAR POSITIVO* NEGATIVO*
Positivo 100%(20/20) 0%(0/20) 100
Negativo 0%(0/10) 0% (0/10) 0
TOTAL 100 0 100%

De acuerdo a los resultados obtenidos en la tabla 7, se puede verificar que el
método a la concentracién evaluada 10* fue un 100% Coherente, con cero
muestras negativas para la deteccién en MDS 3M™,
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Tabla 8. Deteccion de Listeria monocytogenes ATCC 13932 y Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 en alimentos carnicos y lacteos sin inocular.

Numero de  Ensayo Numero de  Resultado
muestras lote de kit

10 L. monocytogenes -2 Muestra  2016-04 FB -

10 Salmonella-2 Muestra  2016-07 HB -

C (carnico), AP(quesos).

En esta tabla, se analizaron las muestras de carne y queso sin inocular las
concentraciones 10! y 102 de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 vy Listeria
monocytogenes. ATCC 13932, obteniendo resultados negativos en las veinte
muestras en estudio.

Las muestras de control no fueron inoculadas durante el ensayo con cargas
microbianas  de Listeria monocytogenes ATCC 13932 y Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 y como resultado en su deteccion fueron todas
negativas (Tabla 8). De acuerdo con los resultados obtenidos se puede verificar que
el método a la concentracién evaluada fue un 100% coherente, lo que coincide con
los resultados para la deteccion de Listeria monocytogenes y Salmonella spp.
obtenidos en estudios previos (Yang y Benedetto, 2013; Eggink, 2012).
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Figura 8. Grafica general de los resultados arrojados por el Software de Deteccién
Molecular 3M™ sin inocular.

Las lineas rectas observadas en la figura 8, indican que no se pudo detectar
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 ni Listeria monocytogenes ATCC
13932, pues las muestras no contenian carga microbiana de estos patégenos,
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porque

las matrices que se emplearon para los ensayos se encontraban libres
segun los reportes obtenidos por otros métodos de andlisis previos en el laboratorio.

Deteccion de Salmonella Typhimurium ATCC 14028

Tabla 9. Resultados obtenidos a concentraciones de 10y 102

Id. de
pozo

Al
B1
c1
D1
El
F1
G1
H1
A2
B2
C2
D2
E2
F2
G2
H2
A3
B3
C3
D3
E3
F3
G3
H3
A4
B4
c4
D4
E4
F4

Id. de
muestra

C10(2)-1
C10(2)_2
C10(2)_3
C10(2)_4
C10(2) 5
C10(2)_6
C10(2)_7
C10(2)_8
C10(2)_9
C10(2)_10
c10(1)_1
c10(1) 2
c10(1)_3
c10(1)_4
c10(1)_5
cl1l0(1) 6
cl10(1) 7
cl10(1) 8
cl10(1) 9
c10(1)_10
AP10(2) 1
AP10(2)_2
AP10(2)_3
AP10(2)_4
AP10(2)_5
AP10(2)_6
AP10(2)_7
AP10(2)_8
AP10(2)_9
AP10(2)_10

Tipo de

ensayo

Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2
Salmonella-2

Tipo de
pozo

Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
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Numero de
Lote de Kit

2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB
2016-07 HB

Resultad
0

+ + 4+ + +++++F A+ o+



G4 G4 AP10(1)_1 Salmonella-2  Muestra 2016-07 HB 3
H4 G4 AP10(1) 2 Salmonella-2  Muestra  2016-07 HB +
A5 G4 AP10(1)_3 Salmonella-2 Muestra 2016-07 HB 3
B5 G4 AP10(1) 4 Salmonella-2 Muestra | 2016-07 HB +
C5 G4 AP10(1)_5 Salmonella-2  Muestra 2016-07 HB 3
D5 G4 AP10(1) 6 Salmonella-2  Muestra  2016-07 HB +
E5 G4 AP10(1)_7 Salmonella-2  Muestra 2016-07 HB 3
F5 G4 AP10(1)_8 Salmonella-2  Muestra  2016-07 HB +
G5 G4 AP10(1) 9 Salmonella-2 Muestra  2016-07 HB +
H5 G4 AP10(1)_10 | Salmonella-2 = Muestra | 2016-07 HB +

C (carnico a [10?]), ¢ (carnico [10'),AP (queso [10'] ), G4 AP (queso [107,
+(presencia).

En la tabla 9 puede observarse que el equipo MDS de 3M™, detectd la presencia
de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 en concentraciones de 10y 102
previamente inoculadas en todas las muestras de queso y carne. Los resultados
sugieren que las concentraciones permiten detectar la presencia de Salmonella
Typhimurium ATCC 14028.

Los resultados obtenidos a la concentracion evaluada 10! para la deteccion de
Listeria monocytogenes (Tabla 6) muestran que respecto a esta concentracion el
método fue un 100% coherente. Con relacién a los andlisis para la deteccion de
Salmonella Typhimurium de las concentraciones 10 y 102? en carnicos Yy lacteos
(Tabla 9) los resultados obtenidos muestran que el método a la concentracion
evaluada también fue un 100% coherente para ambas concentraciones, lo que
indica que el método presenta una sensibilidad parcial en la deteccion de estos
microrganismos, coincidiendo con lo planteado por Yang Yy colaboradores en el
2013, quienes en un estudio colaborativo de mdultiples laboratorios encontraron el
equipo 3M™ como un método confiable y preciso en varias matrices de alimentos
sin ninguna diferencia estadistica significativa entre 3M™ y métodos de referencia
aplicados, que indicaron aproximadamente el 100% sensibilidad de MDM 3M™
(Yang y Benedetto, 2013; Eggink, 2012).

Los lones Pirofosfato (IPP), que se forman como resultado de la reaccion de
amplificacion de ADN diana y APS, se convierte gracias a la ATP sulfurilasa en ATP,
este ATP formado reacciona con la enzima luciferasa para producir luz que es
detectada por el equipo, indicando de esta manera la presencia del ADN del
organismo objetivo.

Los microorganismos analizados se detectan exitosamente gracias a la capacidad
de amplificar secuencias diana que presenta la técnica LAMP, lo que permite una
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deteccion altamente sensible de patdgenos tales como Listeria monocytogenes y
Salmonella Typhimurium, debido al disefio de primers muy especificos que pueden
reconocer 8 regiones diana. (Parida et al., 2008). Garantizandose de esta forma que
la luminiscencia producida indica la presencia del gen blanco, porque se ha
observado que la deteccidn de la fluorescencia es concordante con la deteccion de
la turbidez del precipitado que es un subproducto de color blanco formada de
pirofosfato de magnesio que se genera en tiempo real durante el transcurso de la
prueba (Imai et al., 2006). Todas las células vivas contienen ATP, que se degrada
muy rapidamente mediante autolisis al morir las células. En presencia de la enzima
luciferasa y el sustrato luciferina (procedentes de la luciérnaga), oxigeno y
magnesio, el ATP facilita el paso de la luciferina a oxiluciferina, generandose luz
(bioluminiscencia) que puede ser detectada en el equipo. La cantidad de luz emitida
en esta reaccion es directamente proporcional a la cantidad de ATP presente en la
muestra, es decir, al nimero de células vivas, y esta correlacionada con la biomasa
celular (la cantidad de ATP de 1 UFC oscila entre 0,22 y 1,03 fg, es decir la curva
mostrada por el equipo en tiempo real es proporcional a la cantidad de ADN
amplificado (Fung et al., 2000; Han et al., 2007).

Todos los resultados
183633 -

146906 -

110180
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73453

36727 -

5 15 25 35 45 55
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Figura 9. Gréafica general de los resultados arrojados por el Software de deteccion
Molecular 3M.

Como se refleja en la figura, todas las muestras son positivas para la deteccion de
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 alas concentraciones 10!y 102. En cuanto
al tiempo de deteccion durante el ensayo, éste oscilé entre 15-47 minutos, lo que
concuerda con el funcionamiento el equipo segun el fabricante, quien plantea que
la amplificacion y deteccion se producen de forma simultanea y continua durante la
fase exponencial para obtener resultados en tiempo real y en un corto plazo de 15-
75 minutos (Centro 3M, 2012)
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Tabla 10. Matriz 2x2 para carnico concentraciéon de 107

RESULTADOS Resultado Resultado
DEL ENSAYO A asignado asignado
VALIDAR POSITIVO NEGATIVO
Positivo 100% (10/10) 0%(0/10) 100%
Negativo 0%(0/10) 0%(0/10) 0%
TOTAL 100% 0 100%

Se evidencia en esta tabla que el resultado para la concentracion 102 de Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 en carnicos fue 100% coherente, pues todos los
resultados arrojados por el equipo son positivos.

Tabla 11. Matriz 2x2 para carnico concentracién 10!

RESULTADOS
DEL ENSAYO A

Resultado

asignado

Resultado
asignado

VALIDAR POSITIVO NEGATIVO
100% (10/10) 0%(0/10) 100%
Positivo
0%(0/10) 0%(0/10) 0%
Negativo
TOTAL 100% 0 100%

Se evidencia en
Salmonella Typhimurium ATCC 14028

la tabla 11, que el resultado para la concentracién 10! de

fue 100% coherente en muestras
carnicas, pues todos los resultados arrojados por el equipo son positivos.




Tabla 12. Matriz 2x2 para quesos concentraciéon 10*

RESULTADOS Resultado Resultado
DEL ENSAYO A asignado asignado
VALIDAR POSITIVO NEGATIVO
Positivo 100% (10/10) 0%(0/10) 100
Negativo 0%(0/10) 0%(0/10) 0%
TOTAL 100% 0 100%

Se observa en esta tabla que el resultado para la concentraciéon 10! de Salmonella

Typhimurium ATCC 14028 fue 100% coherente, pues todos los resultados

arrojados por el equipo son positivos para quesos.

Tabla 13. Matriz 2x2 para quesos a una concentracion 102

RESULTADOS Resultado Resultado
DEL ENSAYO A asignado asignado
VALIDAR POSITIVO NEGATIVO
Positivo 100% (10/10) 0%(0/10) 100
Negativo 0%(0/10) 0%(0/10) 0%
TOTAL 100% 0 100%

Se puede observar en tabla 13, que el resultado para la concentracion 102 de

Salmonella Thiphimurium ATCC 14028

Tabla 14. Sensibilidad del equipo 3M ™

VERDADERO 78

POSITIVO

FALSO 0
POSITIVO
VERDADERO 0
NEGATIVO
FALSO 2
NEGATIVO
TOTAL 80
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En la tabla 14 se detalla el total de muestras positivas y negativas que se obtuvieron
a partir de las 80 matrices, de las cuales 40 fueron inoculadas con Salmonella spp.
ATCC 14028 (20 con concentracion 10!y 20 con concentracion 10%); y 40 con
Listeria monocytogenes ATCC 13932 (20 con concentracion 10! y 20 con
concentracion 10%). Las 80 que debieron dar positivas pero solo 78 fueron
confirmadas por el equipo MSD y se obtuvieron dos falsos negativos.

CALCULO DE SENSIBILIDAD

Los calculos realizados para obtener la sensibilidad del ensayo, se realizaron de
acuerdo a Bravo y Cruz, (2015).

POSITIVO VERDADERO _ 78
POSITIVO VERDADERO+FALSO NEGATIVO 78+2

SENSIBILIDAD = X100 =97.5%

En cuanto a la sensibilidad del método, el 97,5% de sensibilidad obtenido en la
deteccién de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 y Listeria monocytogenes
ATCC 13932 en las concentraciones analizadas puede atribuirse entre otras causas
a efectos del operador, porque la persona que realizé el experimento, no contd con
la debida capacitacion sobre el manejo del equipo, que es una de las principales
recomendaciones que se hacen por el fabricante, Sin embargo no se realizaron
réplicas del ensayo con el mismo y otros analistas para descartar que los
operadores influyeron en los resultados del método. Lo que pudo favorecer a un
posible error de procedimiento durante el transcurso del estudio realizado (Centro
3M, 2012).

Ademas otros factores no controlados, como los errores experimentales”, también
influyen en la variacién observada en la sensibilidad, puesto que no se tuvieron en
cuenta los tres principios del disefio experimental como son: la aleatorizacion que
permite obtener estimaciones validas de la varianza del error y fundamenta el uso
de los métodos estadisticos en el disefio de los experimentos, ademas ayuda a
cancelar los efectos de los factores extrafios, que pudieran estar presentes. La
repeticion que permite obtener una estimacion del error experimental asi como
calcular una respuesta mas precisa del efecto a estudio, entre mayor sea el nUmero
de repeticiones mejor sera el resultado obtenido en la estimacion de la varianza, y
en este caso no se hicieron réplicas del ensayo y el ultimo de principio que es el
bloqueo, que aumenta la precisién del experimento (Tanco,2008).

Los efectos del operador y la exactitud de los equipos utilizados durante el ensayo
afectan de forma directa las variaciones en el pesaje de la muestra, las variaciones
en el pipeteado y por ende las variaciones en los volumenes utilizados para el
acondicionamiento de la muestra. Dado que el manual del Codex Alimentarius
define la exactitud como el grado de concordancia entre el resultado de un ensayo
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y el valor real. Si un equipo de trabajo no es exacto, y su operador no esta
capacitado, los valores de trabajo obtenidos seran inexactos y por lo tanto no seran
valores que manejen los criterios de repetibilidad y reproducibilidad. Por lo cual se
recomienda que a todos los equipos se les realice un calibracion periddica, porque
su uso frecuente hace que se descalibren (FAO/OMS, 2015).

Las variaciones en el tiempo de incubacién de la muestra, las variaciones en la
temperatura de incubacion de la muestra y variaciones en los tiempos transcurridos
entre homogenizacion y siembra, pueden afectar la deteccion de los
microorganismos de interés. El tiempo transcurrido entre la homogenizacion y la
siembra es importante, porque si la siembra se hace justo después de homogenizar
el caldo se asegura que se esta tomando la alicuota de una mezcla uniforme de los
microorganismos que crecen en el caldo, y de esta forma se evita tomar el volumen
deseado de un sitio donde la concentracion sea menor y pueda interferir con el
resultado. Las variaciones en la temperatura a que se incuba afectan la velocidad
de crecimiento, ya que la temperatura incide en la velocidad de las reacciones
enzimaticas entre 1.5y 2.5 veces al aumentar 10°C la temperatura a la que tienen
lugar. Por lo tanto se incubaron a la temperatura Optima de crecimiento de los
microorganismos, disminuyendo de esta forma el tiempo de incubacion de estos.
Este efecto se debe al incremento generalizado de la velocidad de las reacciones
enzimaticas con la temperatura. Se denomina coeficiente de temperatura a la
relacion entre el incremento de la velocidad de reaccion y el de temperatura. La falta
de crecimiento a temperaturas muy bajas se debe a la reduccion de la velocidad de
crecimiento por la reduccion de la velocidad de reaccion y al cambio de estado de
los lipidos de la membrana celular que pasan de ser fluidos a cristalinos impidiendo
el funcionamiento de la membrana celular (Brock et al., 2003).
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8. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio revelaron que el MDA 3M™ es eficaz para la
deteccion de células de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 y Listeria
monocytogenes ATCC 13932 en un tiempo significativamente corto y en muestras
contaminadas de forma natural con estos microrganismos. Incluso en presencia de
colorantes y carga organica, gracias a que es un método altamente especifico y
sensible para la deteccion estos. Omitiendo las interferencias que estas variables
puedan ocasionar.

El equipo 3M™ demostrd ser sensible de forma parcial para la detecciéon e de
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 y Listeria monocytogenes ATCC 13932
en los alimentos empleados.

El equipo de deteccion Molecular 3M™, con capacidad para 96 pruebas
perteneciente al cuarto 4 de patdgenos del laboratorio de microbiologia de
TECNIMICRO Laboratorio De Analisis S.A.S, no presenta problemas en su
funcionamiento de amplificacion y bioluminiscencia ya que sus mediciones arrojan
resultados verdaderos y precisos que conllevan a la determinacién de la presencia
de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 vy Listeria monocytogenes ATCC
13932 al momento de utilizarlo con diferentes matrices.
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9. RECOMENDACIONES

Resulta pertinente la capacitacion del personal de laboratorio sobre el manejo y
calibracién del equipo 3M™ e implementos empleados que permitan disminuir la
fuentes de error para confirmar la presencia de Salmonella Typhimurium ATCC
14028 vy Listeria monocytogenes ATCC 13932 en muestras alimentarias, para
gue de esta manera se pueda establecer con mayor certeza su deteccion.

Las células lesionadas que presentan desventaja con la microbiota acompafante,
por lo que se debe considerar una etapa de enriquecimiento adicional que le
permita recuperarse o realizar una concentracion bacteriana por centrifugacion que
incremente la probabilidad recolectar un mayor nimero de células y por lo tanto
mejorar la sensibilidad del método MDA 3M™,

Se recomienda este método por ser rapido y sensible para la deteccion de
patdgenos, para prevenir ETAS y analisis de alimentos, para asi disminuir tiempo
y costos que estas tienen a nivel de salud e industria al no permitir la liberacién de
productos al mercado.

Se recomienda realizar réplicas adicionales para disminuir la variabilidad
encontrada; asi como inocular controles positivos y negativos con otros patégenos
para detectar realmente la especificidad de la técnica y realizar recuento para
comprobar realmente la carga microbiana inoculada.

Debido a la oportunidad que ofrece MDM 3M™, es necesario evaluar la
reproducibilidad, capacidad diagndstica y realizar un andlisis costo-efectivo de MDM
3M™ ademas se requiere medir la concordancia de MDM 3M™ respecto a los
resultados de las pruebas realizadas en otros paises, teniendo en cuenta que hasta
el momento en Colombia no se conocen estudios al respecto. El desempeiio del
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protocolo MDM 3M™  debe ser rigurosamente validado con un panel de ADN
moldes y preparar diluciones de ellos, evaluando en diferentes matrices
alimenticias. Para la validacion del método es necesario considerar factores
importantes que puedan interferir en el rendimiento analitico de la prueba como lo
son: el error técnico, el instrumental, la eleccion de los reactivos y su calibracion, los
limites de exactitud y aceptacién de los controles de la prueba, los recipientes y
formatos de reaccion, la calidad del agua, el pH y la ionicidad de los tampones y los
diluyentes, las temperaturas de incubacién y sus duraciones, y el error introducido
por la deteccion de analitos estrechamente relacionados. Es importante que los
reactivos bioldgicos estén libres de agentes extrafios.

10. GLOSARIO

Amplificacién: es aumento en el niumero de copias de un fragmento de ADN
particular.

Bioluminiscencia: Produccion de luz por parte de un organismo vivo.

Bucle: Es una estructura de ADN en la que las dos cadenas de una molécula de
ADN bicatenario estan separadas por un tramo y mantenidas aparte de una tercera
cadena de  ADN. Esta dltima cadena tiene una  secuencia
de nucleobases complementaria de una de las dos cadenas principales y se
empareja con ella, desplazando asi la otra cadena principal.

Especificad: La especificidad se refiere a la propiedad del método de producir una
sefial medible debida sélo a la presencia del analito, libre de interferencia de otros
componentes en la matriz de la muestra.

Exactitud: Es la cercania del valor analitico al "valor verdadero" de concentraciéon
del compuesto de interés en el material bajo examen.

MDS: Sistema de Deteccion Molecular.

NC: Control negativo.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que consiste en
la amplificacion in vitro de un fragmento de ADN especifico. Para llevar a cabo el

experimento de amplificacion es necesario conocer, al menos parcialmente, la
secuencia del fragmento a amplificar. Basicamente, se trata de replicar una y otra
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vez un mismo fragmento de ADN y, para ello, debemos realizar in vitro lo que hacen
las células in vivo para replicar su ADN.

PPI: lones pirofosfato

Primer: es una cadena de acido nucleico o de una molécula relacionada que sirve
como punto de partida para la replicacion del ADN. Es una secuencia corta de acido
nucleico que contiene un grupo 3'hidroxilo libre que forma pares de bases
complementarios a una hebra molde y actiia como punto de inicio para la adicion
de nucledtidos con el fin de copiar la hebra molde. Se necesita un partidor porque
la mayoria de ADN polimerasas, enzimas que catalizan la replicacion del ADN, no
pueden empezar a sintetizar una nueva cadena de ADN de la nada, sino que solo
pueden afadir nucléotidos a una hebra preexistente.

PRECISION: disposicién de las medidas alrededor de su valor medio o central y
corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales cuando el método se
aplica repetidamente a mdltiples alicuotas de una muestra homogénea.

RC: Control de reactivos.

RLU: Unidades relativas de luz.

Sensibilidad: Cantidad minima de analito requerida para dar un resultado
significativo, cualitativo o cuantitativo. Debe distinguirse entre sensibilidad de

calibrado y sensibilidad analitica.

LAMP: Amplificion isotérmica mediada por bucles.
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ANEXOS

Anexo 1. PCR anidada con un IAC para la deteccion de Salmonella spp.en
alimentos

A) Construccion de IAC. Los oligonucleétidos TS11-40 y TS4-SKcontienen region
para TS11y TS4 en los extremos 5 y Regiones para la amplificacion del fragmento
de 249pb a partir del plasmido pSK en los extremos 3'. La secuencia de nucleétidos
en el extremo 3 'es importante para la de unién especifica y amplificacion de PCR.
Esto permite la incorporacion de la secuencias de nucleétidos de TS11y TS4 al
producto de PCR. La siguiente etapa de amplificacion con TS11 y TS4 da como
resultado un fragmento de 300 pb. El producto final asi generado tiene ambas
regiones de unién para TS11 y TS4 y sirve como un IAC.B) Representacion
esquematica de la PCR anidada.
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Anexo 2. Exactitud de la cuantificacion de L. monocytogenes por RTi-PCR en
tres matrices de alimentos diferentes

Approx ko,

Fizlatve accuracy

of CrliVg Harw pork Frankiurter syussges Fermented sansages
1” 10112 = 0.3 LT = 52 UHE.62 = 1.30
10° T U9 = 1.37 TR G = (4] 10177 = 3.85
10* IO L6 = 411 AR = 256 10380 = 1.45
1? lHIEE = 280 LML 1E = 215 U4 98 = 253
iy BO BO B

Tomado de: Rodriguez et al.; 2004.

Las muestras se filtraron a través de membranas de nylon. Los numeros
aproximados de UFC por gramo son los tamafios iniciales del in6culo. La exactitud
de la respuesta se calculd6 como un porcentaje de los nimeros de log de UFC por
gramo obtenido por el método de enumeracién basado en RTi-PCR. Los valores se
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expresan como media + desviaciones estandar de los resultados obtenidos en tres
experimentos independientes. Todas las muestras resultaron positivas (n = 9).BQ,
Por debajo del rango de cuantificacion.

Anexo 3. Ejemplo de Graficas individuales de muestras reportadas como positivas
y negativas por el Software de Deteccién Molecular 3M para L. monocytogenes
ATCC 13932 en concentracién 102.

Muestra Negativa Muestra Positiva
¢10(2)-1 (A1) C10(2)_2 (B1)
150000 :
120000
7 90000 7
3 60000 =
30000

a2 4 25 35 45 B 6 U5 1 25 35 45 5O 65

Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)
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Anexo 4. Grafica individual de las muestras reportadas por el Software de Deteccion
Molecular 3M para L. monocytogenes ATCC 13932 en concentracion 102,

c10(1)_1 (A1) c10(1)_2 (B1)
150000 150000
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Z 90000 Z 90000
=] 60000 > 60000
30000 30000
o+ R
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c10(1)_3 (C1) c10(1)_4 (D1)
187154
e
g 112293 2 100692
=] 74862 =] 67128
37431 | 33564
ol ol
5 15 25 35 45 55 65 75 5 15 256 35 45 55 65 75
Tiempo {minutos) Tiempo (minutos)
¢10(1)_5 (E1) ¢10(1)_6 (F1)
150000 150000
120000 120000
B 90000 B 90000
> 60000 > 60000
30000 30000
0+ ot
5 15 25 35 45 55 65 75 5 15 25 35 45 55 65 75
Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)
c10(1)_7 (G1) AP10(1)_1 (A2)
150000 150000
120000 120000
2 90000 2 90000
> 60000 =] 60000
30000 30000
0+ 0
5 15 25 35 45 5b55 65 75 5 15 25 35 45 bB5 65 75
Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)
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AP10(1)_2 (B2)
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160258
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40065
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URL

AP10(1)_4 (D2)
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=1 67001
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