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. Informe
A. Descripcién de la situacion previa

En este quinto informe se detallan las actividades realizadas en el marco del
proyecto:"Implementacion y validacion de técnicas tradicionales y rapidas para la
deteccion de patégenos en productos carnicos y lacteos”.

Como se ha senalado en los informes anteriores, los atrasos en la carta
Gantt inicial y la consecuente reprogramacion de gran parte de las actividades
relacionadas con la técnica rapida de PCR, se debieron a la sugerencia del revisor
quién solicitd apegarse mas estrictamente a la normativa AFNOR. Esto significo
enfrentar una serie de dificultades derivadas principalmente del nimero de cepas que
se debia incluir en los ensayos, io que a su vez produjo un desfase de los analisis entre
la metodologia tradicional y la metodologla rdpida. Las muestras debieron ser
conservadas a -20°C durante aproximadamente 1 mes, lo que incidié en los resultados
obtenidos por la metodologia rapida, posiblemente por degradacion del material
genémico del patogeno, como se vio reflejado en los resultados informados
anteriormente.

Tal como se acordd en la respuesta al informe de supervisidn técnica n° 4 se
realizaron nuevamente las muestras de Salmonella spp. que presentaron falsos
negativos, las que se analizaron tanto por metodologia tradicional como rapida. Estos
resultados se incluyen en el presente informe, lo que permite discutir en relaciéon a los
falsos positivos y negativos que arroja la técnica rapida. Se incluye ademas los
resultados de las actividades pendientes de la metodologia de PCR para Listeria
monocyfogenes y Salmonella spp, todas las actividades de la metodologia PCR para
E. coli O157:H7 y el analisis estadistico de los resultados de las 3 técnicas rapidas de
PCR vy de las 2 técnicas rapidas Lumiprobe.

En relacién a E. cofi O157:H7, lamentablemente y tal como se sefiald en el
informe técnico n® 4 y en la respuesta al informe de supervision técnica n® 4, pese a las
gestiones realizadas con los diferentes ceniros de microbiologia (Laboratorios
Microbiolégicos de Universidades, [nstituto de salud Publica) no fue posible conseguir
el numero de cepas de E. coli O157:H7 positivas sugerido por la normativa AFNOR,
debiendo realizar el estudio con un numero menor de cepas.

Con estas actividades se concluye con los objetivos planteados al inicio del
proyecto.
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B.- 1

Enumeracion de las actividades

NO ACTIVIDAD

Etapa IV: Desarrolfo analitico:
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Actividad 18R: “Caracterizacion Técnica Listeria monocytogenes mediante PCR”

Actividad 24:
Actividad 15:
Actividad 27:
Actividad 28:
Actividad 29;
Actividad 30:
Actividad 32:

Actividad 34:

“Caracterizacion Técnica Salmonella spp. mediante PCR”
“Implementacion Técnica E. coli 0157:H7 mediante PCR"
“Estandarizacion Técnica E. coli 0157:H7 mediante PCR"
“Caracterizacion Tecnica E. cofi 0157:H7 mediante PCR”
“Validacién muestreo con esponja en carnes”

“Validacién muestreo con enjuague en aves”

“Analisis estadistico de los resultados”

“Manual de procedimientos técnicos”
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B.-2 Detalle de las actividades realizadas

Etapa IV: Desarrollo analitico

Aclividad 18R: “Caracterizacion Técnica Listeria monocytogenes mediante PCR”

A continuacion se muestra el total de muestras utilizadas para la caracterizacion
de la técnica rapida para Listeria monocytogenes y se incluye los resultados obtenidos
por la metodologia tradicional (positivo o negativo) y su procedencia (artificial o
naturalmente contaminada).

Listeria monocylogenes Positivas Negativas
Categoria naturales | artificiales | total | naturales | artificiales | total
carne bovino 0 19 19 15 28 43
carne ovino 0 14 14 0 4 4
carne
Meat porcino 0 9 9 0 4 4
products | Total 42 51
carne pollo 3 35 38 12 25 37
poultry Total 38 37

Los resultados de los analisis de estas muestras tanto por la técnica de PCR
como por la metodologia tradicional se muestran en la tabla n® 1 del anexo. Tal como se
senald en el informe anterior, se repitieron los analisis de aquellas muestras donde no
hubo correspondencia entre la metodologia tradicional y la rapida, cuyos resultados se
incorporaron en dicha tabla.

Con el propésito de facilitar el analisis de estos resultados se muestra en las
siguientes tablas la correspondencia entre ambas metodologias agrupados por
categoria del alimento analizado (meat y pouliry), como lo solicita la Normativa AFNOR

Resultado Categoria
“meat”
N°de

Referencia | Alternativo | muestras
Tradicional PCR

Positivo Positivo 4

Positivo Negativo 2

Negativo Negativo 41

Negativo Positivo 10
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Resultado Categoria
“poultry”
N° de

Referencia | Alternativo | muestras
Tradicional PCR

Positivo Positivo 36

Positivo Negativo 5

Negativo Negativo 32

Negativo Positivo 1

La discusion de estos resultados se realiza junto al analisis estadistico el que se
describe en la actividad 32 “Andlisis estadistico de resultados” de este informe.

Con estos resultados se concluye la actividad 18 "Caracterizacién de Técnica
PCR para Listeria monocytogenes”.

Actividad 24: “Caracterizacién Técnica Salmonella spp. mediante PCR”

Al analizar los resultados obtenidos con la técnica de PCR para Salmonella spp.,
tal como se comentd en la respuesta al informe de supervisién técnica, se observd que
las muestras que arrojan “falsos negativos” corresponden a los grupos de muestras que
fueron congeladas por un largo periodo de tiempo (1, 2 o 3 meses), en cambio no se
cbservaron casos de “falsos negativos” en las muestras que fueron analizadas en un
plazo corto (menos de 1 mes). Es por esto, que las muestras que estuvieron congeladas
por mas de 1 mes fueron desechadas y reemplazadas por nuevas, las que se
analizaron en paralelo tanto por metodologia rapida como por metodologia tradicional.

A continuacion se muestra el total de muestras utilizadas (incluyendo las nuevas
muestiras) para la caracterizacion de la técnica rapida para Salmonella spp., se incluye
los resuliados obtenidos por la metodologia tradicional (positivo o negativo) y su
procedencia (artificial o naturalmente contaminada).

Salmonella spp. Positivas Negativas

Categoria naturales | arificiales | total | naturales | artificiales | total
carne bovino 0 16 16 23 14 37
carne ovino 0 8 8 0 4 4
carne

Meat porcing 0 8 8 1 3 4

products | Total 32 45
carne pollo 1 30 31 44 19 53

poultry | Total 31 63
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l.os resultados de los analisis de estas muestras (incluyendo las muestras
nuevas) tanto por la técnica de PCR como por la metodologia tradicional se muestran

en la tabla n® 2 del anexo.

Con el propésito de facilitar el analisis de estos resultados se muestra en las
siguientes tablas la correspondencia entre ambas metodologias agrupados por
categoria del alimento analizado (meat y poultry), como lo solicita la Normativa AFNOR

Resultado Categoria
“meat”
N° de
Referencia | Alternativo | muestras
Tradicional PCR
Positivo Positivo 32
Positivo Negativo 0
Negativo Negativo 45
Negativo Positivo 0
Resultado Categoria
“poultry”
N°de
Referencia | Alternativo | muestras
Tradicional PCR
Paositivo Positivo 30
Positivo Negativo 1
Negativo Negativo 63
Negativo Positivo 0

La discusion de estos resultados se realiza junto al analisis estadistico el gue se
describe en la actividad 32 “Analisis estadistico de resultados” de este informe.

Con estos resultados se concluye la actividad 24 “Caracterizacion de Técnica
PCR para Salmoneslia spp”.
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Actividad 15: “Implementacion Técnica E. coli 0157:H7 mediante PCR”

Para llevar a cabo esta actividad se implementé 3 ensayos de PCR, 2 ensayos
de PCR simple para la deteccion del serogrupo 0157 y del serotipo H7 y 1 ensayo de
PCR multiple para la deteccidn de los factores de virulencia y toxinas.

La implementacion de los 2 primeros ensayos se describio en el informe anterior
y a continuacién se describe la implementacion del ensayo de PCR maltiple.

Implementacion del ensayo de PCR muliiple para detectar toxinas y factores de
virulencia de E. coli O157:H7 ;

Se implemento el protocolo de PCR descrito por Cagney y Crowley (3) sin
embargo, ya que el costo de este ensayo es elevado debido a la gran concentracion de
partidores se implemento6 el protocolo descrito por Paton y Paton (1). Los resuitados
obtenidos utilizando ambos protocolos fueron similares, como se muestra en la figura 1
de anexos.

Implementacion de métodos de extraccion:

Con el propésito de establecer el protocolo de exiraccién mas apropiado
se ensay0 3 métodos de extraccion del material genético a partir del cultivo primario en
caldo triptona de soya modificado con novobiocina, para las matrices de ave, bovino,
ovino y porcino:

1. Método Roche, utilizado previamente para los andlisis de Listeria
monocytogenes y Salmonella spp.

2. Método de extraccidon descrito por Gannon y cols (4).

3. Método de extraccion de Gannon y cols. modificado, se diferencia del
protocolo descrito en la literatura porque no se utiliza acetato de sodio.

Los mejores resultados se obtuvieron al realizar la extraccion con el método de
Roche y con el método de Gannon modificado. En la figura 2 de anexos se muestran
los resultados de las amplificaciones, donde se ve que los productos de amplificacion
corresponden a los tamanos esperados de 534 pb, 384 pb y 255 pb correspondientes a
los genes que codifican para los factores hemolisina, intimina y la toxina 2,
respectivamente.

Se decidié utilizar el protocolo de Gannon modificado, ya que es mas simple que
el protocolo de Roche y por consiguiente requiere menos manipulacién de las muestras,
minimizando los problemas de contaminacion entre éstas. Basicamente este protocolo
consiste en centrifugar 1 ml del cultivo en caldo triptona de soya modificado con
novobiocina con el objeto de precipitar los restos de alimento presentes en la muesira,
el sobrenadante se traspasa a otro tubo eppendorf y se lava con buffer Tris EDTA. La
muestra se resuspende en el mismo buffer, se agrega lisozima y se incuba a 37°C.
Posteriormente se agrega proteinasa K, Sarcosyl, se incuba a 65°C y se hierve por 10
minutos. Finalmente se deja enfriar, se agrega 1 ml de etanol absoluto frio y se deja
precipitando a -20°C durante {oda la noche. Al dia siguiente se centrifugan ias muestras,
se lava el pellet con etanol 70%, se deja secar y se resuspende en agua.

Con estos experimentos se completa la implementacion de la técnica de PCR en
E. coli O157:H7.
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Actividad 27: “Estandarizacion Técnica E. coli 0157:H7 mediante PCR”

Especificidad: Se logro conseguir solo 8 cepas de E. coli 0157:H7 positivas, ias
que fueron adquiridas en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Chile y
una cepa no toxigénica, adquirida en el ISP. Estas 9 cepas, incluidas en la tabla n°® 3
del anexo, fueron analizadas mediante los 3 ensayos de PCR implementados. Los
resultados de estos ensayos se muestran en la figura n® 3 del anexo correspondiente.
Tal como se puede apreciar se observo los productos de amplificacion esperados en 7
de las 8 cepas, en cambio en una de ellas se observd sdlo el producto correspondiente
a la verotoxina 2. Con el propdésito de verificar nuestro resultado se solicité el andlisis de
esta cepa al laboratorio de microbiologia del Instituto de Nutricién y Tecnologia de
Alimentos (INTA), a cargo del Dr. Guillermo Figueroa, quien posee amplia experiencia
en éste y otros patégenos. Los resultados informados por este laboratorio coincidieron
con los resultados del PCR, por lo que la cepa en cuestion fue descartada como E. coli
0O157:H7.

Se realizaron los 3 ensayos de PCR a 30 cepas de bacterias distintas a
Escherichia coli 0157 (la lista de las cepas analizadas se incluye en la tabla n® 4 del
anexo). Los resultados de estos ensayos se muestran en la figura n° 4, no
observandose en ninguno de los casos productos de amplificacion.

Sensibilidad: Tal como se reporté en el informe anterior, quedaba pendiente realizar la
curva de calibracion, cultivo e inoculacién de las muestras de carne y ave con 2 cepas
de E. coli O157:H7. Esta actividad se desarrollé del mismo modo indicado en el informe
anterior, es decir, se utilizd un cultivo liquido de 24 horas, segln el protocolo descrito
por AFNOR. Se realizd una curva de calibracion con 2 cepas de E. coli Q157:H7, a fin
de asegurar el nivel de contaminacion requerido. Para esto se cultivé la cepa en medio
de cultivo por 24 horas, luego se realizaron diluciones en duplicado para determinar el
rango lineal de la absorbancia a 600 nm y de las unidades formadoras de colonias
(UFC) mediante plaqued. Los valores obtenidos fueron relacionados algebraicamente
con las diluciones efectuadas y finalmente entre ellos, obteniéndose una ecuacién
general para la relacion entre las unidades formadoras de colonias presentes en medio
liquido, y la absorbancia medida, dentro del rango lineal. Los resultados se pueden
observar en los graficos n® 1 y 2, y en la tabla n° 5 del anexo.

Con esta informacion se procedié a realizar la inoculacion de las matrices: ovino,
bovino, ave y porcino utilizando las cepas 17 y 19 de Escherichia coli O157:H7 con un
nivel de contaminaciéon de entre 10 y 100 UFC. La inoculacidn de las mairices se
realizd segun lo que indica el Manual de AFNOR, agregando 0.4 ml del cultivo de 24 h
por 25 g de muestra, diluide en el medico de cuitivo hasta alcanzar la cantidad tedrica de
125 UFC/ml. Ademas se plagued 1 ml de cultivo diluido, con el objeto de corroborar este
rango de bacterias.

Las muestras fueron confirmadas segun la metodologia tradicional ISO descrita
en el informe técnico n° 3.

Los cultivos obtenidos fueron homogenizados por congelamiento y ruptura,
utilizando nitrégeno liquido, posteriormente se procedié a realizar diluciones de estos
cultivos, a fin de obtener los distintos niveles de bacterias requeridos por AFNOR (0, 1 a
10, 2 a 20, 5 a 50 y 10 a 100). Se realizd, en duplicado, la extraccion del ADN vy
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amplificacion por PCR segtn las condiciones descritas en la actividad n°® 15. Los geles
que ilustran los resultados se observan en las figuras 5 A - F del anexo.

La sensibilidad del método desarrollado para cada ensayo se describe en las
siguientes tablas:

Pagina 10 de 10

Sensibilidad para la deteccion del ensayo 2: 0157

Minimo de UFC
detectadas Ave Bovino | Porcino | Ovino
E. coli17 1-10 1-10 1-10 2-20
E. coli13 1-10 1-10 1-10 1-10
E. coli16 1-10 1-10 1-10 1-10
E. coli 19 1-10 1-10 1-10 2-20

Sensibilidad para la deteccién dei ensayo 3: H7

Minimo de UFC
detectadas Ave Bovino | Porcino | Ovino
E.coli17 1-10 | 1-10 1-10 | 1-10
E. coli 13 1-10 | 1-10 | 1-10 1-10
E. coli 16 1-10 | 1-10 | 1-10 | 1-10
E. coli 19 1-10 | 1-10 | 1-10 | 1-10

Sensibilidad para la deteccidn del ensayo 1: Factor Hemolisina

Minimo de UFC

detectadas Ave Bovino | Porcino | Qvino
E.colii17 1-10 1-10 1-10 1-10
E. coli 13 1-10 1-10 1-10 1-10
E. coli 16 1-10 1-10 1-10 | 5-50
E. coli19 1-10Q 1-10 1-10 1-10

Sensibilidad para la deteccion del ensayo

1: Factor Intimina

Minimo de UFC

detectadas Ave Bovino | Porcino | Ovino
E. coli 17 1-10 | 1-10 | 1-10 | 1-10
E. coli 13 1-10 { 1-10 { 1-10 | 1-10
E.coli 16 1-10 | 1-10 | 1-10 | 5-50
E. coli 19 1-10 | 1-10 1-10 1-10

Sensibilidad para la deteccién del ensayo 1: Verotoxina 2

Minimo de UFC

detectadas Ave Bovino | Porcino | Ovino
E.coli17 1-10 1-10 1-10 1-10
E.coli13 1-10 1-10 1-10 1-10
E. coli 16 1-10 1-10 1-10 | 5-50
E. coli 19 1-10 1-10 1-10 1-10
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Se obtuvo distintos niveles de sensibilidad para los diferentes ensayos de PCR
realizados, mostrando variaciones segin la matriz:

- En el ensayo de PCR para detectar el serctipo H7 se obtuvo la maxima
sensibilidad para todas las matrices y cepas analizadas.

- En el ensayo de PCR para detectar el serogrupo 0157 el nivel de deteccion
resultd ser de 1 a 10 UFC/25gr para las matrices de ave, bovino y porcino, en cambio
para la matriz de ovino se obtuvo un grado menor de sensibilidad (2 a 20 UFC/25gr)
para 2 de las 4 cepas analizadas.

- Los resultados obtenidos para el ensayo multiple de los factores de virulencia
(hemolisina e intimina) y la veroxina 2, fueron los siguientes: Para las matrices de ave,
bovino y porcino se obtuvo maxima sensibilidad en todos los casos, la matriz de ovino
presentd un nivel de deteccion de 5 a 50 UFC/25 gr para los 3 productos de PCR en
una de las cepas.

En resumen, con los ensayos de PCR implementados es posible detectar la
presencia de Escherichia coli O157:H7 con un nivel de sensibilidad de 1 a 10 UFC/25
gr, excepio para la matriz de ovino, que posee un nivel de 2 a 20 UFC/25 gr en el
ensayo para detectar el serogrupo O157.

Reproducibilidad: Se analizé la reproducibilidad del ensayo. Para esto se
analizaron por friplicado, 5 muestras de cultivos de alimentos artificialmente
contaminados. Estas muestras fueron sometidas a homogenizacién con nitrégeno
liquido, extraccion def ADN y PCR segun las condiciones descritas en el informe.

Se observé reproducibilidad en los resultados acorde con los niveles de
sensibilidad descritos en el punto anterior, excepto para el ensayo 2 en la matriz Ave.
El detalle de los resultados obtenidos se pueden observar en la figura 6 A — F del
anexo, y se resumen en la siguiente abla:

E1

matriz cepa nivel 534pb | 384pbh | 255pb | E2 E3
4 4+ + + +

+ + + + +

Porcino | E. coli 19 5-50 + + + 4 +
+ + + + T

+ + + - +

Ave E. coli 16 5-50 + + + - +
+ + + + +

- - - + 4

Ovinao E. coli17 5-50 + + + + +
4 + + + +

+ + + + +

Porcino | E. coli 16 5-50 + + + + +
- - - + +

- - - - +

Qvinc | E.coli16 2-20 - . - - +

Con estos resultados concluye la actividad 27: “Estandarizacion Técnica E. coli
0157:H7 mediante PCR".
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Actividad 28: “Caracterizacion Técnica E. coli 0157 mediante PCR”

La normativa AFNOR para la validacién de métodos alternativos, contempla el
analisis simple de al menos 30 muestras positivas y 30 muestras negativas por
categoria de alimento. Al igual que para Salmonella spp. y Listeria monocytogenes, las
categorias a validar en este trabajo son:1) meat products, que incluye las carnes de
porcino, ovino y bovino, y 2) poulfry, correspondiente a carne de ave.

Debido a que la metodologia tradicional sélo es capaz de detectar el serogrupo
0157, no es posible caracterizar la técnica de PCR para el serotipo H7, los factores de
virulencia y toxinas.

Se realizd el analisis de las muestras a partir del medio de cultivo caldo triptona
de soya modificado con novobiocina. El material genético presente en las muestras fue
extraido utilizando el protocolo descritc en la actividad n° 15, y posteriormente
amplificado mediante el ensayo 2 de PCR (serogrupo 0157) implementado y
estandarizada seguin se describid anteriormente.

A continuacion se muestra el total de muestiras utilizadas para la caracterizacion de la
técnica rapida para E. coli 0157, se incluye los resultados obtenidos por la metodologia
tradicional  (positivo o negative) y su procedencia (artificial o naturalmente
contaminada).

Escherichia coli
0157:H7 Positivas Negativas
Categoria Naturales | Artificiales | Total | Naturales | Artificiales | Total
carne
bovino 0 14 14 15 10 25
carne ovino 0 14 14 0 8 8
carne
Meat porcino 0 16 16 0 6 6
products | Total 44 39
carne ave 0 36 36 15 19 34
poultry Total 36 34

Los resultados obtenidos para la etapa de caracterizacion de la técnica
Escherichia coli 0157 mediante PCR estan detailados en fa tabla n°® 6 del anexo
correspondiente.
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Con el proposito de facilitar el andlisis de estos resultados se muestra en las siguienies

tablas la correspondencia entre ambas metodologias agrupados por
alimento analizado (meat y poultry), como lo solicita la Normativa AFNOR

Resultado Categoria
“meat”
N°de
Referencia | Alternativo | muestras
Tradicional PCR
Pasitivo Positivo 44
Positivo Negativo 0
Negativo Negativo 38
Negativo Positivo 1
Resultado Categoria
“noultry”
N°de
Referencia | Alternativo | muestras
Tradicional PCR
Positivo Positivo 36
Positivo Negativo 0
Negativo Negativo 31
Negativo Positivo 3

categoria del

La discusion de esios resultados se realiza junto al analisis estadistico, el que se
describe en la actividad 32 "Andlisis estadistico de resultados” de este informe.

Con estos resultados se concluye la actividad 28 “Caracterizacion de Técnica PCR para
E. coli O157".El analisis estadistico de estos resultados se encuentra descrito en la
actividad 32 "Analisis estadistico de los resultados” de este informe.
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Actividad 29: “Validacion muestreo con esponja en carnes”

Se analizaron 5 muestras en triplicado de muestreo por esponja en carnes,
mediante la técnica de PCR e IS0, para detectar la presencia de E. coli 0157. Los
resultados obtenidos con la técnica tradicional y PCR son los siguientes:

Tradicional PCR
Negativa | Negativa
Muesira | Negativa | Negativa
1 Negativa | Negativa
Negativa | Negativa
Muestra | Negativa | Negativa
2 Negativa | Negativa
Negativa | Negativa
Muestra | Negativa | Negativa
3 Negativa | Negativa
Negativa | Negativa
Muestra | Negativa | Negativa
4 Negativa | Negativa
Negativa | Negativa
Muestra | Negativa | Negativa
5 Negativa | Negativa

Ya que resultaba interesante evaluar la posible presencia de productos de
amplificacién para los fragmentos de los genes asociados al serotipo H7, veroxinas y
factores de virulencia, se realizaron todos los ensayos de PCR implementados en este
proyecto sobre el DNA proveniente del muestreo mediante esponja en bovino. En la
siguiente tabla se describen los resultados obtenidos en cada ensayo de PCR.

0157 H7 Intimina | Hemolisina | verotoxina 2

Negativa | Negativa | Negativa | Negativa Negativa

Muestira | Negativa | Negativa | Negativa | Negativa Negativa
1 Negativa | Positiva | Negativa | Negativa Negativa
Negativa | Positiva | Positiva Negativa Negativa

Muestra | Negativa | Positiva | Positiva Negativa Negativa
2 Negativa | Positiva | Positiva Negativa Negativa
Negativa | Positiva | Negativa | Negativa Negativa

Muestra | Negativa | Positiva | Negativa | Negativa Negativa
3 Negativa | Negativa | Negativa | Negativa Negativa
Negativa | Positiva | Negativa | Negativa Negativa

Muestra | Negativa | Negativa | Negativa | Negativa Negativa
4 Negativa | Positiva | Negativa | Negativa Negativa
Negativa | Positiva | Negativa | Negativa Negativa

Muestra | Negativa | Negativa | Negativa | Negativa Negativa
5 Negativa | Negativa | Negativa | Negativa Negativa
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Se observa la presencia de productos de amplificacion correspondiente a los
genes asociados al serotipo H7 y al factor de virulencia intimina.

Estos resultados se pueden explicar por la presencia de ofras bacterias en la
muestra que pueden presentar alta homologia con estos genes. Para comprobar esto
se realizd una blsqueda en la base de datos GenBank, donde se encuentra
almacenada la informacion de méas de 100 giga bases de organismos secuenciados.
Mediante el algoritmo de busgueda BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/) se
buscaron genes cuyas secuencias alinean con los partidores utilizados en estos
ensayos de PCR de esta forma se obtendria un producto de amplificacion del tamario
esperado para Escherichia coli O157:H7. A continuacion se detalla el resultado de este
analisis:

- En el caso de los partidores utilizados para detectar el serotipo H7 se obtienen
alineamientos para otras cepas de Escherichia coli como por ejemplo, A64, D-
M3291/64, Ub5-41, A1107, A62, A57. La lista completa de alineamientos para los
partidores asociados al serotipo H7 se encuentra en la tabla n® 7.

- En el caso de los partidores utilizados para detectar el factor de virulencia
intimina se obtienen alineamientos significativos con bacterias como: Shigella boydii
cepas K-694, C-425, 3097-02, 3555-77, K-1; Escherichia alberti cepa 19982,
Escherichia coli cepas EPEC-FV5114/1-3933/5/1, AEEC-H03/531992, EPEC-FV5109-
4113/1, EPEC-FV5113-4115/2. La lista completa de alineamientos para los partidores
asociados al factor de virulencia intimina de encuentra en la tabla n° 8.

- Al realizar el mismo estudio de homologia para los partidores asociados
al serogrupo 0157, se enconird que solo hay alineamientos de alta homologia con
Escherichia coli O157:H7, lo que muestra la especificidad del ensayo caracterizado. La
lista completa de las secuencias que poseen alineamientos con los partidores asociados
al serogrupo 0157 se encuentra en la tabla n® 9 del anexo correspondiente.
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Actividad 30: “Validacion muestreo con enjuague en aves”

Se analizaron mediante la técnica de PCR e IS0, 5 muestras en triplicado de

muestreo por enjuague en aves. Los resultados obtenidos con la técnica tradicional y
PCR son los siguientes:

Tradicional PCR
Negativa | Negativa
Muestra Negativa | Negaliva
1 Negativa | Negaiiva
Negativa | Negativa
Muestra Negativa | Negativa
2 Negativa | Negativa
Negativa | Negativa
Muestra Negativa | Negativa
3 Negativa | Negativa
Negativa | Negativa
Muestra Negativa | Negativa
4 Negativa | Negativa
Negativa Positiva
Muestra Negativa | Posiliva
5 Negativa Positiva

En este muestreo de enjuague de ave se detecté mediante PCR la presencia de
Escherichia coli 0157:H7, obteniéndose el mismo resultado en los triplicados de una de
las muestras. Cabe destacar que la amplificacion del fragmento de 253 pb
correspondiente al serogrupo 0157 fue débil, como se puede observar en la figura 7.
Debido a que el PCR es un método mas sensible que ia metodologia tradicional, no es

de extrahar que la presencia de esta bacteria no fuera detectada mediante dicha
metodologia.

Ya que resultaba interesante evaluar la posible presencia de productos de
amplificacion para los fragmentos de los genes asociados al serotipo H7, veroxinas y
factores de virulencia, se realizaron todos los ensayos de PCR implementados en este
proyecto sobre el DNA proveniente del muestreo mediante enjuague en ave.
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En la siguiente tabla se describen los resuliados obtenidos en cada ensayo de

PCR.
0157 H7 Intimina | Hemolisina | verotoxina 2

Negativa | Positiva | Positiva Positiva Negativa

Muestra | Negativa | Positiva | Negativa | Negativa Negativa
1 Negativa | Positiva | Positiva Positiva Negativa
Negativa | Positiva | Negativa | Negativa Negativa

Muestra | Negativa | Positiva | Negativa | Negativa Negativa
2 Negativa | Positiva | Positiva Positiva Negativa
Negaiiva | Positiva | Negativa | Negativa Negativa

Muestra | Negativa | Positiva | Negativa | Negativa Negativa
3 Negativa | Positiva | Positiva Positiva Negativa
Negativa | Positiva | Negativa | Negativa Negativa

Muestra | Negativa | Positiva | Negativa | Negativa Negativa
4 Negativa | Positiva | Negativa | Negativa Negativa
Positiva | Positiva | Negativa | Negativa Negativa

Muestra | Positiva | Positiva | Positiva Positiva Negativa
5 Positiva | Positiva | Negativa | Negativa Negativa

Se observa la presencia de productos de amplificacién correspondiente a los genes
asociados al serotipo H7, al factor de virulencia intimina y hemolisina. Al igual a lo
comentado en la actividad anterior, estos resultados se pueden explicar por la presencia

de otras bacterias en la muestra que presentan dichos genes, cuyas secuencias tienen
una alta homologia.

- En este muestreo en aves se encontraron ademas productos de amplificacion
correspondiente a los genes asociados al factor de virulencia hemolisina. Al realizar el
mismo estudio de homologia para los partidores asociados a este factor de virulencia se
encontré homologia con secuencias de algunas cepas de Escherichia coli, como por
ejemplo: EH41, H7 (EDL 933), EHEC. La lista completa de las secuencias que poseen
alineamientos con los partidores asociados al factor de virulencia hemolisina se
encuentra en la tabla n° 10 del anexo correspondiente.



5to Informe Técnico Pagina 18 de 18
Fundacion Chile - Diagnotec
Santiago, Diciembre de 2005

Actividad 32: “Analisis estadistico de los resultados”

La normativa AFNOR establece que los resultados de la etapa de
caracterizacion se expresen en términos de acuerdos, falsos positivos y falsos
negativos.

Sin embargo, para tener una mejor apreciacion del método aiternativo, se
pueden calcular los siguientes estadisticos contemplados en la normativa ISO (6).

- Exactitud relativa (AC): Es el grado de correspondencia entre la respuesta
obtenida con el método de referencia y la respuesta obtenida por el método
alternativo, sobre muestras idénticas. Se calcula de ia siguiente forma:

AC = (AP + AN)* 100 %*
N

- Sensibilidad relativa (SE): Es la habilidad del método alternativo para
detector al analito, cuando este es detectado por el método de referencia. Se
calcula de la siguiente forma:

SE = AP * 100 %'
N+

- Especificidad relativa (SP): Es la habilidad del método alternativo para no
detectar al analito, cuando este no es detectado por el método de referencia.
Se calcula de la siguiente forma:

SP = AN « 100 %'
N-

" Donde: AP es el nimero de acuerdo positivos, AN es el nimero de acuerdos negativos, FP es
el nimero de falsos positivos y FN es el nimero de falsos negativos, N es el nimero total de
muestras (AN + FP + FN + AP), N- es el nimero total de resultados negativos con el método de
referencia (AN + FP) y N+ es el ndmero total de resultados positivos con el método de referencia
(AP + FN)
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Analisis estadistico de la metodologia PCR para Listeria_monocyvtogenes comparada

con metodologia tradicional;

Los resultados obtenidos estan detallados en la tabla n° 1 dei anexo, y se resumen en la
siguiente tabia:

Resultado Categoria
Ilmeat!l

N°de
Referencia | Alternativo muestras
Tradicional PCH

Positivo Positivo 41

Positivo Negativo 2

Negativo Negativo 41

Negativo Positivo 10

Resultado Categoria

“poultry”
N° de

Referencia | Alternativo muestras
Tradicional PCR

Positivo Positivo 36

Positivo Negativo 1

Negativo Negativo 32

Negativo Positivo 5

La normativa AFNOR solicita que los resultados se expresen de la siguiente

forma:

Categoria “meat products™
— Ndmero de concordancias (AP + AN): 82
- Numero de Falsos Positivos (FP): 10
— Ndmero de Falsos Negativos (FN): 2

Categoria “poultry

- Ndmero de concordancias (AP + AN): 68
- Ndmero de Falsos Positivos (FP): 5
- Nuiamero de Falsos Negativos (FN): 1

Los estadisticos 1ISO (6} que describen la metodologia alternativa PCR para
Listeria monocytogenes son los siguientes:

Categoria “Meat products”

- Exactitud relativa (AC): B7,2%

- Sensibilidad relativa (SE): 95,3%

- Especificidad relativa (SP): 80,4%
Categoria “Poultry”

- Exactitud relativa (AC); 91,1%

-~ Sensibilidad relativa (SE): 97,3%

- Especificidad relativa (SP): 86,5%
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Andlisis estadistico de la metodologia PCR para Salmonella spp. comparada con
metodologla tradicional:

Los resultados obtenidos estan detallados en la tabla n® 2 del anexo, y se resumen en la

siguiente tabla:

Resultado Categoria
“meat”
N°® de
Referencia | Alternativo muestras
Tradicional PCR
Positivo Positivo 32
Positivo Negativo 0
Negativo Negativo 45
Negativo Positivo 0
Resultado Categoria
“pouliry”
N°®de
Referencia | Alternativo muestras
Tradicionatl PCR
Positivo Positivo 30
Paositivo Negativo 1
Negativo Negativo 83
Negativo Positivo 0

La normativa AFNOR solicita que los resultados se expresen de la siguiente forma:
Categoria “meat products”

—~ Numero de concordancias (AP + AN): 77

- Numero de Falsos Positivos (FP): 0

- Numero de Falsos Negativos (FN): 0
Categoria “poultry

~ Ndmero de concordancias (AP + AN): 93

— Numero de Falsos Positivos (FP): 0

— Ndmero de Falsos Negativos (FN): 1

Los estadisticos ISO (6) que describen la metodologia alternativa PCR para
Salmonella spp. son los siguientes:

Categoria “Meat products”

— Exactitud relativa (AC): 100%

- Sensibilidad relativa (SE): 100%

- Especificidad relativa (SP}: 100%
Categoria “Poultry”

- Exactitud relativa (AC): 98,9%

- Sensibilidad relativa (SE): 96,8%

-~ Especificidad relativa (SP): 100 %



5to Informe Técnico Pagina 21 de 21
Fundacion Chile - Diagnotec

Santiago, Diciembre de 2005

Analisis estadistico de la metodologia PCR para Escherichia coli 0157 comparada con

metodologia tradicional:

Los resultados obtenidos estan detallados en la tabla n°® 6 deil anexo, y se resumen en la

siguiente tabla:

Resultado Categoria
“meat”
N° de
Referencia | Alternativo muestras
Tradicional PCR
Pasitivo Positive 44
Positivo Negativo 0
Negativo Negativo 38
Negativo Positivo 1
Resultado Categoria
“poultry”
N° de
Referencia | Alternativo muestras
Tradicional PCR
Positivo Positivo 36
Paositivo Negativo 0
Negativo Negativo 31
Negativo Positivo 3

La normativa AFNOR solicita que los resultados se expresen de la siguiente

forma:

Categoria “meat products”

- Numero de concordancias (AP + AN): 82

- Numero de Falsos Positivos (FP): 1

- Ndmero de Falsos Negativos (FN): 0
Categoria “poultry

~ Ndmero de concordancias (AP + AN): 67

- Ndmero de Falsos Positivos (FP): 1

- Numero de Falsos Negativos (FN): 0

Los estadisticos 1SO (6) que describen la metodologia alternativa PCR para

Escherichia coli 0157 son los siguientes:
Categoria “Meat products”

— Exactitud relativa (AC): 98,8 %

~ Sensibilidad relativa (SE): 100 %

- Especificidad relativa (SP): 97,4 %
Categoria “Poultry”

~ Exactitud relativa (AC): 95,7 %

- Sensibilidad relativa (SE): 100 %

— Especilicidad relativa (SP): 91,2 %
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Analisis estadistico _de la metodologia LUMIPROBE para Listeria _monocviogenes

comparada con metodologia fradicional:

Los resultados obtenidos estan detallados en la tabla n® 3 los anexos del informe
teécnico n° 4, y se resumen en la siguiente tabla:

Resultado Categoria
“meat”
N° de
Referencia | Alternativo muestras
Tradicional PCR
Positivo Positivo 31
Positivo Negativo 8
Negativo Negativo 34
Negativo Positivo 0
Resultado Categoria
“poultry”
N° de
Referencia | Alternativo muestras
Tradicional PCR
Positivo Positivo 31
Positivo Negativo 5
Negativo Negativo 30
Negativo Positivo 0
Con lo que se obtuvieron:
Categoria “meat products”
- NOmero de concordancias (AP + AN): 65
-~ Nudmero de Falsos Positivos (FP): 0
- Numero de Falsos Negativos (FN): 8
Categoria “poultry
-~ Numero de concordancias (AP + AN): 61
-~ Ndmero de Falsos Positivos (FP): 0
— Ndmero de Falsos Negativos (FN): 5

Los estadisticos ISO (6) que describen la metodologia alternativa LUMIPROBE

para Listeria monocytogenes. son los s
Categoria “Meat products”

iguientes:

- Exactitud relativa (AC): 89,0%

- Sensibilidad relativa (SE): 79,5%

- Especificidad relativa (SP): 100%
Categoria “Poultry”

- Exactitud relativa (AC). 92,4%

—~ Sensibilidad relativa (SE): 86,1%

- Especificidad relativa (SP): 100 %
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Analisis estadistico de la metodologia LUMIPROBE para Salmonella spp. comparada
con metodologia tradicional:

Los resultados obtenidos estan detallados en la tabla n® 4 los anexos del informe
técnico n° 4, y se resumen en |a siguiente tabla:

Resultado Categoria
“meat”
N°de
Referencia | Alternativo muestras
Tradicional PCH
Positivo Positivo 15
Positivo Negativo 23
Negativo Negativo 20
Negativo Positivo 0
Resultado Categoria
“poultry”
N° de
Referencia | Alternativo muestras
Tradicional PCR
Positivo Positivo 24
Positivo Negativo 12
Negativo Negativo 37
Negativo Positivo 0
Con lo que se obtuvieron:
Categoria “meat products”
— Nudmero de concordancias (AP + AN): 35
- Ndmero de Falsos Positivos (FP): 0
-~ Nlmero de Falsos Negativos (FN): 23
Categoria “poultry
- Numero de concordancias (AP + AN): 61
— Numero de Falsos Positivos (FP): 0
— Nudmero de Falsos Negativos (FN): 12

Los estadisticos 1SO (6) que describen la metodologia alternativa LUMIPROBE

para Salmonella spp. son los siguientes:

Categoria “Meat products”

-~ Exactitud relativa (AC): 60,3%

- Sensibilidad relativa (SE): 39,5%

- Especificidad relativa (SP): 100%
Categoria “Poultry”

- Exactitud relativa (AC): 83,6%

- Sensibilidad relativa (SE): 66,7%

- Especificidad relativa (SP): 100 %
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Comparacion de métodos alternativos:
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En la siguiente tabla se muestra un resumen de los valores de los estadisticos
que representan los resultados obtenidos por ambas metodologias alternativas:

Listeria monocytogenes Salmonella spp.
Categoria Categoria Categoria Categoria
"Meat" "Poultry" "Meat" ‘Poultry"
PCR | Lumiprobe | PCR | Lumiprobe | PCRH | Lumiprobe | PCR | Lumiprobe

Falsos Positivos (%) 12 0 7 0 0 0 0 0
Falsos Negativos (%) 2 12 1 8 0 65 1 19
Exactitud relativa (%) 87 89 N 92 100 60 98 B3
Sensibilidad relativa (%) 95 79 97 86 100 39 96 66
Especificidad relativa {%) | 80 100 86 100 100 100 100 100

Se observa que para el caso de Listeria monocyfogenes las exactitudes relativas
de ambos métodos son similares, sin embargo, hay una gran diferencia en el caso de
Salmonella spp. obteniéndose mejores resultados con la técnica de PCR.

En el caso de los falsos positivos, estos solo se observaron en los analisis por
PCR para el caso de la bacteria Listeria monocytogenes, en ambas categorias. Ya que
como se ha explicado anteriormente las muestras se conservaron refrigeradas por
algun perfodo de tiempo, no se puede descartar que este resultado se deba a la
proliferacion del patégeno durante el tiempo transcurrido entre el analisis tradicional y el
andlisis por PCR, ya que la bacteria Listeria monocytogenes es capaz de proliferar ain
en esas condiciones.

En cambio, en el caso de los falsos negativos, el analisis mediante PCR arrojé
un bajo o nulo porcentaje de falsos negativos en todos los casos, sin embargo, el
analisis por LUMIPROBE obtuvo siempre tasas de error por sobre el 12%, llegando
incluso a un 65,7% de falsos negativos para Salmonella spp. en la categoria "meat”.

Al comparar ambas técnicas rapidas, se puede concluir que la metodologia
desarrollada mediante PCR muestra mejores resultados gue la técnica LUMINIPROBE.
Para Salmoneila spp. el PCR resulta superior tanto en términos de exactitud,
sensibilidad y especificidad. En el caso de Listeria monocytogenes presenta mayor
sensibilidad que la metodologia aliernativa LUMIPROBE, la misma exactitud, aun
cuando tiende a detectar falsos positivos con mayor frecuencia {lo que podria deberse a
lo explicado anteriormente).
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Resumen de resultados estadisticos de los métodos alternativos mediante PCR:
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Listeria monocylogenes Salmonella spp. E. coli O157:H7

Categoria | Categoria | Categoria | Categoria | Categoria | Categoria

"Meat" "Poultry" | "Meat" "Poultry” | "Meat" "Poultry"
Falsos Positivos (%) 12,2 7,4 0 0 1,2 1,5
Falsos Negativos (%) 2,4 1,5 0 1,1 0 0
Exactitud relativa (%) 87,2 91,9 100 98,9 98,8 95,7
Sensibilidad relativa (%) 95,3 97,3 100 96,8 100 100
Especificidad relativa (%) 80,4 86,5 100 100 97,4 91,2

En este resumen de los valores estadisticos obtenidos para las 3 técnicas
implementadas y validadas, se puede observar que los resultados obtenidos son
altamente satisfactorios, pues se logré obtener metodologias alternativas con un gran
nivel de exactitud relativa a la metodologia tradicional, especialmente para la deteccion
de Salmonella spp y Escherichia coli O157:H7 para todas las matrices carnicas, donde
se obtuvieron niveles de exactitud por scbre el 95%.

Cabe destacar que la sensibilidad relativa de los métodos, es decir, |la habilidad
del método alternativo para detectar al patdgeno, cuando este es detectado por el
método de referencia, es sobre el 95% para todos los patdgenos. En el caso de
Salmonella spp se eliminaron del estudio todas las muestras que permanecieron
congeladas por mas de un mes entre la deteccion por metodologia tradicional y por
PCR, y se analizaron muestras nuevas obteniendo asi resultados mas fidedignos a los
entregados en el informe técnico anterior,

Los valores obtenidos para la especificidad relativa de los métodos por PCR, es
decir, la habilidad del método alternativo para no detectar al patégeno cuando este no
es detectado por el método de referencia, concuerdan con el hecho que el diagndstico
por PCR es capaz de identificar patégenos que no son detectados por la metodologia
tradicional. Este mismo fendmeno se observo para Escherichia coli 0157:H7, mediante
PCR se logré detectar la presencia del patégeno en los ftriplicados de una de las
muestras de enjuague de ave.

En el caso de Listeria monocyfogenes, a pesar de que en la metodologia
tradicional se utilizan medios de cultivo especificos, el patdogeno se puede perder en las
etapas de cultivo debido a la competencia con otras bacterias presentes en la muestra,
obteniendo un resultade negativo al final del proceso a pesar de que la bacteria se
encontraba presente en la muestra inicial. Debido a que Listeria monocytogenes es un
microorganismo capaz de sobrevivir a la congelacion, e incluso proliferar a 4°C, puede
multiplicarse en alimentos aun cuando estos sean transportados en cadenas de frio y
ser detectados en el destino final, La técnica de PCR puede ser muy util en estos casos
pues puede entregar resultados sensibles en 2 dias.
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Actividad 34: “Manual de procedimientos técnicos”

Se elaboraron los manuales de procedimienios para la técnica de PCR en
Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y Escherichia coli 0157:H7 segln la técnica
de PCR. Estos se encuentran adjuntos en el anexo.
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C.- Estado de indicadores
ETAPA ACTIVIDAD INDICADOR  DE | PERIODO DE | RESULTADO
EXITO OCURRENCIA
Etapa IV | Actividad 18 R: | Caracterizacion de | Meses 19y 20 | Se repitieron
Caracterizacion la técnica de muestras para lograr
Técnica Listeria | diagnostico caracterizar fa
monocytogenes | molecular técnica,
mediante PCR implementada y determinando
estandarizada. correspondencia, %
de falsos positivos y
falsos negativos.
Etapa IV | Actividad 24: | Caracterizacion de | Meses 189y 20 | Se repitieron
Caracterizacion la técnica de muesiras para lograr
Técnica diagnostico caracterizar la
Salmonella spp. | molecular técnica,
mediante PCR implementada y determinando
estandarizada. correspondencia, %
de falsos positivos y
falsos negativos.
Etapa IV | Actividad 15 | Implementacion de | Meses 20y 21 | Se logrd implementar
Implementacion la técnica PCR una serie de 3
Técnica E. coli | para identificar E. ensayos de PCR
0157:H7 PCR. coli O157:H7. para detectar E. coli
0157:H7.
Etapa IV | Actividad 27 | Estandarizacion de | Meses21y22 | Se determino la
Estandarizacién las técnicas de especificidad,
Técnica E. coli | diagnostico sensibilidad y
0157:H7mediant | molecular por repetibilidad de Ila
e PCR metodologia técnica de
AFNOR diagnostico
molecular para las
matrices ave, bovino,
ovino y porcino
Etapa IV | Aclividad  28: | Caracterizaciébn de | Meses 22y 23 | Se caracterizd la
Caracterizacion la técnica de técnica,
Técnica E. coli | diagnostico determinando
O157:H7 molecular correspondencia, %
mediante PCR implementada y de falsos paositivos vy
estandarizada. falsos negativos.
Etapa IV | Actividad29 Analisis por PCR | Mes 26 Se determiné la
Validacion de muestras presencia o ausencia
muesireo con | tomadas segin la de E. cofi O157:H7
esponja en | técnica de en carnes
carnes muestreo del muestreadas

Manual del SAG
utilizando
referencia norma

mediante esponja.
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Etapa IV | Actividad 30 Analisis por PCR | Mes 26 Se  determind la
Validacion de muestras presencia ¢ ausencia
muestreo con | tomadas segin la de E. coli O157:H7
enjuague en aves | técnica de en aves muestreadas

muestreo del mediante enjuague.

Manual del SAG

utilizando

referencia norma

150 17604
Actividad 32 Obtencién de Se determind el nivel
Andlisis parametros de concordancia,
estadistico de los | estadisticos  para falsos positivos,
resultados caracterizar la falsos negativos,

Etapa IV técnica. Meses 20y 26 | exactitud relativa,

sensibilidad relativa y
especificidad relativa
de las 3 técnicas de
PCR.

Etapa IV | Actividad 34 Elaboracion de un | Meses 18y 21 | Se elaboraron
Manual de | manual con los manuales con los
procedimientos procedimientos procedimientos
técnicos desarrollados desarrollados

mediante PCR para
los 3 patdgenos.

Nota: En este punto se incluyen sodlo las actividades realizadas hasta la fecha.
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D.- Barreras encontradas

Nuevamente una de las barreras mas determinantes encontradas fue la
dificultad para adquirir muestras de E. coli O157:H7. A pesar de los esfuerzos
realizados fue imposible acceder al cepario del Instituto de Salud Publica.

Ademas, los atrasos en la realizacion de las actividades relacionadas con la
técnica PCR  significd congelar las muestras de medio de cultivo de la técnica
tradicional, debido a esto fue necesario repetir algunas muestras de la etapa de
caracterizacion de Salmonella spp. que arrojaron resultados discordes a la técnica de
referencia, posiblemente debido a la degradacion del material genético.

Finalmente, debido a que socle se dispone de metodologia de referencia para
detectar Escherichia coli 0157, y no para el serotipo H7 o los factores de virulencia y
verotoxinas, solo se puede realizar Ja caracterizacion del método para ese serogrupo.

E.~ Logros alcanzados

A pesar de los retrasos acumulados a lo largo del proyecto, fue posible concluir
todas las actividades propuestas al inicio de este. Se logrd identificar el motivo por el
cual se obtuvo un nivel elevado de falsos negativos en la técnica PCR para Salmonella
spp. Yy se resolvic dicha situacion repitiendo andlisis para finaimente obtener un
resultado mas real.

Se logroé implementar y estandarizar una serie de ensayos de PCR que permiten
detectar la presencia de los genes ligados a los serogrupos 0157, serotipo H7, factores
de virulencia intimina, hemolisina y la verotoxina 2. Esta serie de ensayos permiten
analizar de mejor manera los alimentos, pues permiten apreciar de mejor manera la
toxicidad de la bacteria.

Cabe destacar que con el método desarrollado para Escherichia coli 0157:H7
fue posible determinar que una de las cepas adquiridas no correspondia a este tipo de
bacteria, sino que solo presentaba el gen asociado a la verotoxina 2. Este resulfado fue
confirmado en el laboratorio de microbiclogia a cargo del Dr. Guillermo Figueroa, del
INTA, con amplia experiencia en estos y otros patégenos.

Se logro obtener 2 ensayos que permiten detectar la presencia de E. coli
0157:H7 con un nivel de sensibilidad de 1 a 10 UFC/25 gr, en las matrices analizadas,
excepto para la matriz de ovino, que posee un nivel de sensibilidad de 2 a 20 UFC/25 gr
en el ensayo para detectar el serogrupo 0157.

Se obtuvo un ensayo miltiple para detectar la presencia de los genes que
codifican para la verotoxina 2 y los factores de virulencia intimina y hemolisina, con
niveles variables de sensibilidad, que van de 1 a 10 UFC/25 gr hasta 5 a 50 UFC/25gr,
dependiendo de |la matriz y del fragmento del gen a detectar. Este ensayo se considera
un aporte al proyecto original.
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Se determind estadisticamente que el ensayo de PCR para Listeria
monocytogenes posee mejor sensibilidad relativa que la técnica de Lumiprobe. El
ensayo de PCR para Salmonella spp. posee mejor sensibilidad y exactitud relativa que
la técnica de Lumiprobe.

Finalmente se caracterizd cada una de las técnicas, obteniendo sensibilidad
relativas mayores al 95% para todos los patégenos, en todas las matrices carnicas.
Ademas se observo que el caso de Listeria monocytogenes y Escherichia coli 0157:H7
los métodos desarrollados son capaces de detectar dichos patdégenocs con mayor
frecuencia que la metodologia tradicional

F.- Observaciones
G.-  Actualizaciones o modificaciones al disefio original
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Anexos

Tabla n°1: Lista de resultados totales del andlisis de Listeria monocytogenes en etapa de
caracterizacion, incluyendo muestras que fueron repetidas.

Métode Método Comparacion Método Método Cornparacion
Matriz deteccion | refersncia de Matriz deteccidn | referencia de
PCR Tradicional resultados PCR Tradicional resultados

1 Ave + + = 41 | Bovino + + =
2 Ave + + = 42 | Bovino + + =
3 Ave + + = 43 | Bovino + + =
4 Ave + + = 44 | Bovino + + =
5 Ave + + = 45 | Bovino + + =
6 Ave + + = 46 | Bovino + + =
7 Ave + + = 47 | Bovino + + =
8 Ave + + = 48 | Bovino + + =
9 Ave + + = 49 | Bovino + + =
10 Ave + + = 50 | Bovino + + =
11 Ave + + = 51 | Bovino + + =
12 Ave + + = 52 | Bovino + + =
13 Ave + + = 53 | Bovino + + =
14 | Ave + + = 54 | Bovino + + =
15| Ave + + = 55 | Bovino + + =
16 Ave + + = 56 | Porcino + + =
17 | Ave + + = 57 | Porcino + + =
18 Ave + + = 58 | Porcino + + =
19 Ave + + = 59 | Porcino + + =
20 Ave + + = 60 | Porcino + + =
21 Ave + + = 61 | Porcino + + =
22 Ave + + = 62 | Porcino + + =
23| Ave + + = 63 | Porcing + + =
24 | Ave + + = 684 | Porcino + + =
25 Ave + -+ = 65 | Ovino + + =
26 Ave + + = 66 | Ovino + + =
27 Ave + + = 67 | Qvino + + =
28 Ave + + = 68 | Ovino + + =
29 Ave + + = 69 | Ovino + + =
30| Ave + + = 70 | Ovino 4 + =
3 Ave + + = 71| Ovino + + =
32| Ave -+ + = 72 | Ovino + + =
33 Ave + + = 73 | Ovino + + =
34| Ave + + = 74 | QOvino + + =
35| Ave + + = 75 | Owino + + =
36 Ave + + = 76 | QOvino + + =
37 Ave +- + = 77 | Ovino + + =
38 | Bovino + + = 78 Ave - - =
39 | Bovino -+ + = 79 Ave - - =
40 | Bovino + + = 80 Ave - - =




Tabla n®1 continuacién: Lista de resultados totales del anélisis de Listeria monocytogenes en
etapa de caracterizacidn, incluyendo muestras que fueron repetidas.

Método Método Comparacion Método Método Comparacidn
Matriz deteccion | referencia de Matriz deteccion | referencia de
PCRH Tradicional rasuitados PCR Tradicional resultados
81 Ave - - = 125 | Bovino - - =
82 Ave - - = 126 | Bovino - - =
83 Ave - - 127 | Bovino - - =
84 Ave - - = 128 | Bovino - - =
85 Ave - - 129 | Bovino - - =
36 Ave - - = 130 | Bovino - - =
87 Ave - - = 131 | Bovino - - =
88 Ave - - 132 | Bovino - -
89 Ave - - = 133 | Bovino - - =
20 Ave - - 134 | Bovino - - =
91 Ave - - = 135 ; Bovino - - =
92 Ave - - 136 | Bovino - - =
93 Ave - - = 137 | Bovino - - =
24 Ave - - 138 | Bovino - - =
95 Ave - - = 139 | Bovino - - =
96 Ave - - 140 | Bovino - - =
97 Ave - - = 141 | Bovino - - =
98 Ave - - 142 | Bovino - - =
g9 Ave - - = 143 | Bovino - - =
100 Ave - - = 144 | Porcino - - =
1 Ave - - = 145 | Porcino - - =
102 | Ave - - = 146 | Porcino - - =
103 Ave - - 147 | Porcino - - =
104 | Ave - - = 148 } Ovino - - =
105 Ave - - 149 | Ovino - - -
106 Ave - - = 150 | Ovino - - =
107 Ave - - 1561 | Ovino - - =
108 Ave - - = 152 Ave + - FP
109 Ave - - = 153 Ave + - FP
110 | Bovino - - = 154 Ave + - FP
111 | Bovino - - 155 Ave + - FP
112 | Bovino - - 156 Ave + - FP
113 | Bovino - - = 157 | Bovino + - FP
114 | Bovino - - = 158 | Bovino + - FP
115 | Bovino - - = 159 | Bovino + - FP
116 | Bovino - - = 160 ;| Bovino + - FP
117 | Bovino - - = 161 1 Bovino + - FP
118 | Bovino - - = 162 { Bovino + - FP
119 | Bovino - - = 163 | Bovino + - FP
120 1 Bovino - - = 164 { Bovino + - FP
121 | Bovino - - = 165 | Bovino + - FP
122 ; Bovino - - = 166 Ave - + FN
123 | Bovino - - = 167 { Bovino - + FN
124 | Bovino - - = 168 i Qvino - + FN




Tabla n"2: Lista de resultados totales del andlisis de Salmonella spp. en etapa de

caracterizacion, incluyendo muestras que fueron reemplazadas.

Matodo Método Comparacion Metado Métada Comparacion
Matriz defeccién | referencia de Matriz deteccion | referencia de
PCR Tradicional Resultados PCR Tradicional Resultados
1 Ave + + 44 | Bovinoc + + =
2] Ave + + = 45 | Bovino + + =
3| Ave + + = 46 | Bovino + +
4| Ave + + = 47 | Ovino + + =
5| Ave + ke = 48 | Ovino + +
6| Ave + + = 49 | Ovino + + =
71 Ave + + = 50| Ovino + + =
81 Ave + + = 51 | Ovino + + =
91 Ave + + = 52| Ovino + + =
10| Ave + + = 53 | Ovino 4+ +
11 { pollo + + = 54 | Qvino + + =
12§ Ave + -+ = 55 | Porcino + +
131 Ave + + = 56 | Porcino + + =
14 Ave + + = 57 | Porcino + +
151 Ave + + 58 | Porcino + + =
16 Ave + + 59 | Porcino + + =
17 1 Ave + + 60 | Porcino + + =
181 Ave + + = 61 | Porcino + + =
19 Ave + 4 = 62 | Porcino + + =
20 Ave + + = 63 Ave - - =
21 Ave + + 64 Ave - - =
221 Ave + + = 65 Ave - - =
23 Ave + + = 66 Ave - - =
241 Ave + + - 67 Ave - - =
25 Ave + + = 68 Ave - - =
26 Ave + + = 69 Ave - - =
27 Ave + + = 70 Ave - - =
28 Ave + + = 71 Ave - - =
291 Ave + + = 72 Ave - - =
30 Ave + + 73 Ave - - =
31 | Bovino + + = 74 Ave - - =
32§ Bovino + + 75 Ave - - =
33 | Bovino + + = 76 Ave - - =
34 i Bovino + + = 77 Ave - - =
35 | Bovino + + = 78 Ave - - =
36 | Bovino + + 79 Ave - - =
37 | Bovino + + 80 Ave - - =
38 | Bovino + + 81 Ave - - =
39 | Bovino + + = 82| pavo - - =
40 ¢ Bovino + + 83| pavo - - =
41 | Bovino + + = B4 | polio - -
42 | Bovino + + = B5| polle - - =
43 i Bovino + + = 86 | pollo - - =




Tabla n°2 continuacion: Lista de resultados totales del andiisis de Salmonelfla spp. en etapa de
caracterizacion, incluyendo muestras que fueron reemplazadas.

Método Método Comparacion Méigdo Método Comparacion
Matriz { deteccién § refarencia de Matriz deteccion | referencia de
PCR Tradicional resuitados PCR Tradicional resultados
87 | pollo - - = 130 | Carne - -
88 | pollo - - = 131 | Came - - =
89 | pollo ~ - = 132 | malaya - - =
890 | pollo - - = 133 | Came - - =
81 | pavo - - = 134 | Carne - - =
92 | pollo - - - 135 | Bovino - -
83| pollo - - = 136 | Bovino - - =
94 | pollo - - = 137 | Bovino - - =
95| pollo - - = 138 | Bovino - - =
96 | polio - - = 139 | Bovino - - =
97 | pavo - - = 140 | Bovino - - =
88 | pavo - - = 141 | Bovino - - =
99 | polio - - = 142 | Bovino - -
100 | pollio - - = 143 | Bovino - - =
101 | pavo - - - 144 | Bovino - - =
102 | pavo - - = 145 | Bovino - - =
103 | pavo - - = 146 ; Bovino - - =
104 | pavo - - = 147 | Bovino - - =
105 | pavo - - = 148 { Bovino - - =
106 | pollo - - = 149 1 Bovino - - =
107 | polio - - = 150 | Bovino - - =
108 | pollo - - = 151 | Bovino - - =
109 | pollo - - = 152 | Bovino - - =
110 | polio - - = 153 | Bovino - - =
111 Ave - - 154 | Carne - - =
112 Ave - - = 155 | Carne - - =
113 | Ave - - 156 | Came - - =
114 Ave - - 157 | Carne - - =
115} Ave - - = 158 | Came - - =
116 Ave - - 159 | Carne - - =
117 | Ave - - = 160 [ Carne - - =
118 Ave - - 161 | Carne - - =
119 | Ave - - = 162 | Carne - - =
120 | Ave - - = 163 | Ovino - - =
121 Ave - - = 164 | Ovino - - =
122 | Ave - - = 165 | Ovino - - =
123 Ave - - = 166 | Ovino - - =
124 | Ave - - = 167 | Porcino - - =
125 Ave - - 168 | Porcino - - =
126 | Bovino - - = 169 | Porcino - - =
127 | Came - - 170 | Porcino - - =
128 | Camne - - = 171 Ave - + FN
129 | Came - - =
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Figura 1: Andlisis electroforético de los productos de PCR muitiple, para detectar las
toxinas y los factores de toxicidad en una sola reaccion. Se sometiéd a PAGE los productos
de ampiificaciaon obienidos mediante diferentes protocolos de PCR miiltiple. En A protocolo de
Cagney and Crowley vy en B.Paton and Paton . Se chservan los fragmentos de 534 pb aprox del
gen hiyA, el fragmenio de 384 pb del gen easA vy el fragmento de 255 pb del gen de la verotoxina
2, para ambos protocolos. NT corresponde a la capa no toxigénica.



-

Figura 2: Analisis electroforético de los preductos de PCR miiltiple, utilizando distintos
meétodos de extraccion . Se sometid a PAGE los productos de amplificacion obtenidos
mediante el ensayo de PCR multiple (Paton and Paion } a partir de muestras exiraidas por
distintos métodos: Roche (A), Gannon et al. Modificado (B) v Gannon et al. (C). Las muestras
correspenden a: (1) Ave con coli cepa 16, (2) Ovino con coli cepa 18, (3) Porcino con coli cepa
16, (4) Bovino con cofi cepa 17, (5) bovino con coli cepa 13, {6) bovino con cofi cepa 16 vy (7)
Bovino con cepa 14, que corresponde a una bacteria productora de toxina, pero no es



Escherichia coli O157:H7. Kb: marcador de pesc molecular Invitrogen. Las flechas indican los
productos de amplificacién esperados.
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Figuras 3 A-C. Evaluacidon de la especificidad de los ensayos de PCR para la deleccién de
Escherichia coli O157:H7. Se sometié a PAGE productos de amplificacidn obtenidos mediante ensayos de
PCR utilizando 9 cepas de Escherichia coli O157:H7, cuyas caracteristicas se incluyen en la Tabla 3. A
Serogrupo 0157, serotipc H7 (B) vy las toxinas y factores de virulencia (C El carril H: control negativo de
PCR 100 bp y Kb: marcador de peso molecular Invitrogen.



Tabla n"3: Cepas analizadas para el analisis de especificidad en los 3 ensayos de PCR para
Escherichia coli O157:H7.

Cod. Cepa Procedencia

C142 E coli 0157:H7 Cepa No toxigénica |1SP
C149 E coli 0157:H7 Cepa Medicina U. Chile n® 13
C150 | No determinada Cepa Medicina U, Chile n® 14
C151 E coli 0157:H7 Cepa Medicina U. Chile n® 15
C152 E coli 0157:H7 Cepa Medicina U. Chile n° 16
C153 E coli 0157:H7 Cepa Medicina U. Chile n° 17
Ci54 E coli 0157:H7 Cepa Medicina U. Chile n® 18
C155 E coli 0157:H7 Cepa Medicina U. Chile n® 19
156 E coli 0157:H7 Cepa Medicina U. Chile n® 20
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Figuras 4 A-C. Evaluacion de la especificidad negativa del ensayo de PCR implementado para
detectar el serogrupo 0157 (A), serotipo H7 (B) y las toxinas y factores de virulencia (C) para
Escherichia coli 0157:H7. Se sometio a PAGE productos de amplificacion obtenidos mediante ensayos de
PCR utilizando 30 cepas de bacterias distintas a Escherichia coli Q157;H7, cuyas caracteristicas se
incluyen en la Tabla 4. El carril H: control negativo de PCR  Kb: marcador de peso molecular Invitrogen.



Tabla n°4: Cepas analizadas para el andlisis de especificidad en los 3 ensayos de PCR para

Escherichia coli O157:H7.

Cepa Procedencia
1 | Listeria monocyiogenes INTA - Camarones
2 | 8. aureus INTA - Crema pastelera
31 5. aureus INTA - Crema pastelera
4| S. aureus INTA - Crema Chantilly
51 8. aureus INTA - Crema Chantilly
6 | 5. aureus INTA - Cecinas cocidas
7 | E. coli INTA - Harina
B | E coli (0127) INTA - pollos
g | E. coli INTA - Harina
10 | E. coli INTA - Salmén
11 | Bacillus INTA - Condimento gazpacho
12 | Bacillus INTA - Condimento gazpacho
13 | E. coli ATCC 25922
14 | Proteis mirabilis ATCC 25933
15 | Staphviococcus aureus ATCC 25923
16 | Enterobacter aerogenes ATCC 13048
17 | Staphylococcus epidermis ATCC 12228
18 | Bacillus cereus ATCC 7064
19 | Enterococcus faecalis ATCC 29212
20 | Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853
21 | Salmonella hadar Alimento
22 | Saimonella enteritidis Alimento
23 | Salmanella Tennessee Alimento para animales
24 | Saimonelfa sandiego Humana
25 | Salmonella mbandaka Alimento
26 | Salmonella montevideo Humana
27 | Salmonella enteritidis Alimento /atipica segin INTA
28 | Salmonella typhimurium Alimento
29 | Salmonella hadar Humana
30 | Listeria monocylogenes Verduras




Calibraciéon DO 600 nm v/s dilucion

D.0. a 600 nm

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

-Cali 17 —~g—Cali 19

Grafico 1: Calibracion de la diferencia de absorbancia a 600 nm, versus la dilucién del
cultivo de 2 cepas de E. coli 0157:H7.
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Gréfico 2: Calibracién de las unidades formadoras de colonias (UFC), versus la dilucidn
del cuitivo de 2 cepas de E. coli 0157:H7.



Tabla 5: Ecuaciones™ para calibracién entre UFC ® de 2 cepas
de Escherichia coli O157:H7 y la D.0.” del cultivo a 600 nm.

Coli17 UFC= 14.679,48 *10M*D.O.

Coli19 UFC= 6.690,82 *10M*D.O.

1"Ccm estas ecuaciones se determinaron las cantidades necesarias
para inocular las muestras de la etapa de sensibilidad

UFC @ unidades formadoras de colonias

D-o-b densidad éptica
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Figura 5 A - F. Evaluacion de Ia sensibilidad de los ensayos de PCR para Escherichia coli O157:H7
en Ave, Bovino, Porcino y Ovino. Se sometié a PAGE producios de amplificacion obtenidos mediante los
3 ensayos de PCR de 5 niveles de bacterias cullivadas sobre la matriz Bovino (gel A, Ensayo 1), la matriz
Ave (geles B y C, Ensayo 2), la matriz ovino (geles D y E, Ensayo 3) y la matriz Porcino (geles F, ensayo 1).
Los carriles corresponden a los siguientes niveles de contaminacion: 1 y 2: Muestra sin contaminar, 3 y 4:
lailufcedecoli17,5y6:2a20ufcdecoli17, 7 y8:5a 50 ufc decoli 17, 9 y 10: 10 a 100 ufc de coli 17,
11y 12: 1a10ufcdecoli 13,13 y 14: 2 a 20 ufc de cali 13, 15y 16: 5 a 50 uic de coli 13,17 y18: 10 a
100 ufe de coli 13, 19 y 20: 1 a 10 ufc de coli 16, 21 y 22: 2 a 20 ufc de coli 16, 23 y 24: 5 a 50 vic de coli
16, 25 y 26: 10 a 100 ufe de coli 16, 27 y 28: 1 a 10 ufc de coli 18, 29y 30: 2 a 20 ufc de coli 19, 31y 32: 5
a 50 ufc de coli 19, 33 y 34: 10 a 100 ufc de coli 19, C-: Control negative de extraccién, C+: Cantrol positivo
de extraccion, H: Control negativo de PCR, +: Control positivo de PCR y Kb: Marcador de peso molecular
invitrogen.
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Figura 6 A - F: Estudio de la reproducibilidad del método de PCR de Escherichia coli
O157:H7:

Figuras A y B: Ensayo 1; Figuras C y D: Ensayo 2 {(genogrupo O157); Figuras E y F: Ensayo 3
{Genotipo H7)Las muestras corresponden a: Carriles 1 a 3: Porcino contaminada con 5 a 50
UFC de coli 19, Carriles 4 a 6: Ave contaminada con 5 a 50 UFC de coli 18, Carriles 7 a 9:
Ovino contaminado con 5 a 50 UFC de coli 17, Carriles 10 a 12: Porcino contaminado con 5 a
50 UFC de coli 16, Carriles 13 a 15: Ovino coniaminado con 2 a 20 UFC de coli 16. H
corresponde al control negativo de PCR. C+ corresponde al control positivo de extraccion y +
corresponde al control positivo de PCR .



Tabla n® 6: Lista de resultados totales del analisis de Escherichia coli O157 en etapa de

caracterizacion,
Método Método Comparacion Método Método Comparacion
Matriz | deteccidn | referencia de Matriz deteccidén | referencia de
PCR Tradicional resultados PCH Tradicional resultados
1 Ave + + = 4 Ave - - =
2 Ave + + = 42 Ave - - =
3 Ave + + 43 Ave - - =
4 Ave + + = 44 Ave - - =
5 Ave + + 45 Ave - - =
5] Ave + + = 46 Ave - - =
7 Ave -+ + = 47 Ave - - =
g Ave + + = 48 Ave - - =
9 Ave + + = 49 Ave - - =
10 | Ave + + = 50 Ave - - =
11 Ave + + = 51 Ave - - =
12 Ave + + = 52 Ave - - =
13 Ave + + = 53 Ave - ~ =
14 | Ave + + = 54 Ave - - =
15 Ave + + = 55 Ave - - =
16 | Ave + + = 56 Ave - - =
17 | Ave + + = 57 Ave - - =
18 | Ave + + = 58 Ave - - =
19 | Ave + + 59 Ave - - =
20 | Ave + + = 60 Ave - - =
21 Ave + + = 61 Ave - - =
22 Ave + + = 62 Ave - - =
23 Ave + + = 63 Ave - - =
24 | Ave + + = 64 Ave - - =
25 Ave + + = 65 Ave - - =
26 | Ave + + = 66 Ave - - =
27 Ave + + = 67 Ave - - =
28 | Ave + + = 68 Ave + - FP
29 Ave + + 69 Ave + - FP
30 | Ave + + = 70 Ave -+ - FP
31 Ave + + = 71 Bovino + + =
32 Ave + 4+ 72 | Boving + + =
33 Ave + + = 73 | Bovino + +
34 | Ave + + = 74 | Bovino + + =
35 | Ave + + = 75 | Bovino + + =
36 Ave + + = 76 | Bovino + + =
37 | Ave - - 77 | Bovino + + =
38 Ave - - = 78 | Bovino + + =
39 Ave - - = 79 | Bovino + -+ =
40 Ave - - = B0 | Bovino + + =




Tabla n® 6 continuacion: Lista de resultados totales del analisis de Escherichia coli 0157 en
etapa de caracterizacion.

Método Método Comparacion Método Método Comparacion
Matriz deteccion | referencia ds Matriz deteccién | referencia de
PCR Tradicional resultados PCR Tradicional resultados
81 | Bovino + + 118 | Porcino + + =
82 | Bovino + + = 119 | Porcino + + =
83 | Bovino + + = 120 | Porcino + + =
84 | Bovino + + = 121 | Porcing + + =
85 | Bovino - - 122 | Porcino + + =
86 | Bovino - - = 123 | Porcino + + =
87 | Bovino - - = 124 | Porcino -+ + =
88 | Bovino - - = 125 | Porcino + +
89 | Bovino - - = 126 | Porcino + + =
g0 | Bovino - - = 127 | Porcino + + =
91 | Bovino - - = 128 | Porcino + + =
92 | Bovino - - = 129 | Porcino 4 + =
93 | Bovino - - = 130 | Porcino + + =
94 | Bovino - - = 131 | Porcino + + =
95 | Bovino - - = 132 | Ovino + + =
96 | Bovino - - = 133 | OQvino + + =
97 | Bovino - - = 134 | Owino - - =
98 | Bovino - - = 135 | Ovino - - =
99 | Bovino - - 136 | Ovino - - =
100 | Bovino - - = 137 | Ovino - - =
101 | Bovino - - = 138 | Qvino - -
102 | Bovino - - = 139 | Qvino - - =
103 | Bovino - - = 140 | Qvino - - =
104 | Bovino - - = 141 | Ovino - - =
105 | Bovino - - = 142 | Qvine - - =
106 | Bovino - - = 143 | Qvino - - =
107 | Bovino - - 144 | Qvino - - =
108 ; Bovino - - = 145 | Qvino - - =
109 | Bovino + - FP 146 | Ovino - - =
110 | Porcino + + = 147 | Ovino - - =
111 | Porcino + + = 148 | Ovino - - =
i12 | Porcino + + = 149 | Ovino ~ - =
113 | Porcino + + = 150 [ Ovino - - =
114 | Porcino + + = 151 [ Qvino - - =
115 | Porcino + + = 152 | Qvino - - =
116 | Porcino + + = 153 | Qvino - - =
117 | Porcino + + =




Tabla n® 7; Secuencias de genes presentes en la base de datos de GenBank que poseen alineamisntos
significativas con los partidores fra7h forward y reverse para la deteccion del genotipo H7.

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
qi}30059855|gb|AY249992.1| Escherichia cali strain U5-41 FliC ge 54.0 2e-05
qil8071787|gb|AF228494,1|AF228404 Escherichia coli strain AG4 fl 54.0 2e-05
qi|8071785[gh|AF228493.1|AF2284093 Escherichia coli strain D-M... 54.0 2e-05
qi|8071783[gh|AF228492 1[AF228492 Escherichia coli strain A11... 540 2e-05
gilB071781igblAF228491.1|AF228491 Escherichia coli strain A2 fl 54.0 2e-05
qilB8071779]ablAF228490.1JAF228490 Escherichia coli strain A57 1l 540 2e-05
qil6009836{dbjjABG28474.1] Escherichia coli fliC gene for fla... 540 2e-05
qil290438|gb|L07388.1|ECOFLICB Escherichia coli {(clone pWQ707... 54.0 2e-05
Qil33590228|gbjAY337468.1| Escherichia coli strain 51 flagellin 46,1 0.006
ail47118301idbj|BA0DO007.2] Escherichia coli 0157:H7 DNA, comple 46.1 0.006
ail8071791|gb|AF228496.1|AF228496 Escherichia coli strain 140... 46.1 0.006
QilB071789|gb|AF228495.1|AF228495 Escherichia coli strain F81... 46.1 0.006
qi|8071777|ablAF228489.1|AF228489 Escherichia coli strain TB1.., 46.1 0.006
qil8071775|gblAF228488.1|AF228488 Escherichia coli strain EH7 fl 46.1 0.006
qil8071773|ablAF228487.1|AF228487 Escherichia coli strain C66... 46.1 0.006
git5107856]gb|AF128958.2|AF 128958 Escherichia coli strain ECO... 46,1 0.006
gil5107848|gblAF128953.2IAF 128353 Escherichia coli strain CLS fl 46.1 0.006
gil5107844|ab]AF128951.2I1AF 128951 Escherichia cali strain DEC...  46.1 0.006
gil5107842lab|AF128950.2IAF 128950 Escherichia coli strain DEC... 46.1 0.006
gil5107B836lgb|AF128947.2|AF 128947 Escherichia coli strain DEC... 46.1 0.006
qil4731617iablAF128957.1|AF128957 Escherichia coli strain DEC... 46.1 0.006
Qi|56384585|ah|AE005174.2] Escherichia coli 0157:H7 EDLE33, comp 46,1 0.006
gi|1655806]ablU47614 1|ECLI47614 Escherichia coli flagellin (fliC 46.1 0.006

Tabla n® 8: Secusncias de genes presentes en la base de datos de GenBank que poseen alineamientos
significativos con los partidores int forward y reverse para la deteccién del factor de virulencia intimina.

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
(i}52854803|gb]AY696843.1| Shigella baydii strain K-694 intimin 40.1 0.27
il52854801|gblAY696842.1] Shigella boydii strain C-425 intimin 401 0.27
il52854799|gblAY696841.1| Shigella boydii strain 3097-02 intimi 40.1 0.27
ail52854797|gb|AYE36840.1] Shigella boydii strain 3555-77 intimi 401 0.27
Qil52854795[gblAYE96839.1] Shigella boydii strain K-1 intimin (e 401 0.27
0i|52854793|ablAY696838.1] Escherichia albertii strain 19982 ... 401 0.27
gi|59668647lemb|AJB79900.1| Escherichia coli eae gene for int... 40,1 0.27
gi|59668645lemblAJB79899.1| Escherichia coli eae gene for int.., 40.1 0.27
qi|59668643lemblAJ879898.1} Escherichia coli eae gens for int... 401 0.27
gil57996963lemb]AJB76652.1] Escherichia coli eae gene for int... 40.1  0.27
gil41333lemb|Z11541.1|ECEHECEAE E.coli eae gene for EHEC attachi 40.1 0.27
ail42155lemb|X60439.1]ECOEHECAE E.coli attaching and effacing ge 40.1 0.27
i|57996967|lemb|AJ876654.1] Escherichia coli eae gene forint... 40.1 0.27
Qil57996965lemb|AJ876653.1| Escherichia coli eae gene for int... 401 0.27
il57996961 |emb|AJ876651.1| Escherichia coli eae gene for int... 40.1 0.27
qil57996959|emb|AJ876650.1] Escherichia coli eae gene for int... 401 0.27
Qif57753594|emb|AJ875027.1| Escherichia coli eae gene for intimi 40.1 0.27

qil48143988lemb|AJ744865.1] Escherichia cali eae gene for int... 0.1 027




qil47824777|emb|AJ715408.1] Escherichia coli eae gene for int...
qil47824775lemb|AJ715407.1] Escherichia coli eae gene for intimi
qit15384863lemb|AJ308552.1|ECO308552 Escherichia coli eae-kappa
gil15384861lemblAJ308551.1|[ECO308551 Escherichia coli eae-jota g
gil18958224lemblAJ308550.1]ECQ308550 Escherichia coli eae gene f
qil54311592|embiAJ633129.1] Escherichia coli locus of enteroc...
qi|22653338|ab]AF530557.1| Escherichia coli intimin lambda gene,
Qi|22653336]ab]AF530556.1| Escherichia coli intimin beta 2 gene,

qi|22653334|ab|AF530555.1| Escherichia coli intimin alpha 2 gene
gi[22653332|ab|AF530554.1] Escherichia coli intimin epsilon 2 ge
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0.27
0.27
0.27
0.27
0.27
0.27
0.27
0.27
0.27
0.27

Tabla n° 9: Secuencias de genes presentes en la base de datos de GenBank que poseen
alineamientos significativos con los partidores pat157 forward y reverse para la deteccidn del

genogrupo 0157,

Sequences producing significant alignments:

gi|1911762|gb|S83460.1] fbE(EcO157:H7)=perosamine synthetase...
qil47118301]dbilBACO0007.2| Escherichia coli 0157:H7 DNA, comple
gil3435170|gbjAFQ61251.1|AF0B1251 Eschericia coli serotype O157:
qil56384585|ghlAEQ05174.2] Escherichia coli 0157:H7 EDL933, comp
0i]4867913|dbi|ABO08676.1| Escherichia coli 0157 DNA, map pos...

42.1
42.1
42.1
42.1
421

E

0.069
0.069
0.069
0.069
0.069

Tabla n° 10: Secuencias de genes presentes en la base de datos de GenBank gue poseen
alineamientos significativos con los partidores hemo forward y reverse para la deteccion del

factar de virulencia hemolisina.

Sequences producing significant alignments:

qil3822114lgb|AF074613.1] Escherichia coli 0157:H7 plasmid p0157
ail73476817|gb]AY258503,2| Escherichia coli strain EM41 plasmid
qi[1247757]|emb|X86087.1|ECPDNAEHO E.coli plasmid-DNA for EHEC-he
ail30721633|gb|AY278115.1} Escherichia coli 0157:H7 hemolysin (h
qil860924lemb|X79839.1|ECHLYG E.coli 0157 H7 (EDL 933) plasmid D
gi{1524026lemb|X94129.1[ECHLYA E.coli EHEC-hlyA gene
qil3253293|gb|AF043471.1]AF043471 Escherichia coli hemolysin (eh
qi|7416114|dbjlAB032930.1] Escherichia coli EHEC-hlyC, A, B, ...
Qil4589740|dbjiAB011549.2] Escherichia coli plasmid pO157 DNA, c
Qi|57281839]emb|AJ243564.1|ECO243564 Escherichia coli plasmid...

0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.018
0.018
0.019
0.019
0.076
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Figura7: Resultados de ensayo para detectar el serogrupo 0157 de Escherichia coli 0157:H7 en
muestreo de aver por enjuague. Se sometid a PAGE productos de amplificacién obtenidos
mediante el ensayo 1 de PCR. 1 a 15 Muestras obtenidas por enjuague de ave seguin lo
siguiente: 1 a 3, triplicados de muestra 1; 4 a 6, triplicados de muestra 2; 7 a 9, triplicados de
muestra 3; 10 a 12, triplicados de muestra 4; 13 a 15, triplicados de muestra ; + control positivo
de PCR, H control negativo de PCR, C+ Control positivo de extraccién, C- control negativo de
extraccion y Kb marcadoer de pesc molecular



Anexo 8: Manuales de procedimientos para la deteccion de Listeria monocytogenes, Salmonella
spp. y Escherichia coli 0157:H7 mediante PCR.
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Introduccion

Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli 0157:H7 es una de las cientos de cepas existentes de la
bacteria Escherichia coli. Aunque la mayoria de estas cepas son inofensivas y
viven en los intestinos de humanos y animales sanos, Escherichia coli O157:H7
es un bacilo Gram — negativa, no formador de esporas y que produce grandes
cantidades de una o mas potentes toxinas y factores de virulencia que pueden
causar severos danos en al pared del intestino.

Deteccion de Escherichia coli 0157:H7 mediante PCR

El método descrito en este manual utiliza |la reaccion de polimerizacion en
cadena (PCR) para detectar el ADN de Escherichia coli O157:H7 Este metodo
de deteccion se puede acoplar al primer paso de la metodologia tradicional y
permite obtener resultados confiables en un menor tiempo.

En el siguiente esquema se compara las etapas y tiempo de éstas para la
detecciébn de Escherichia coli O157:H7 mediante PCR y la metodologia
tradicional. Se observa la ventaja en tiempo requerido para la deteccion
mediante PCR.



Muestra alimento

v

Pre-enriquecimiento

(16 —24 hr)
v
¢ Y
— Enriquecimiento
Extraccion ADN selectivo
(1-4hr) (24 hr}

l

Amplificacion
(1-4nhn

s

Electroforesis
(1-3hr)

Figura 1: Etapas y tiempo de éstas para la deteccion de Escherichia coli

v

Plagueo selectivo
(24 hr)

b

Test preliminaries y
confirmatorios
>24hr

0157:H7 mediante PCR y la metodologia tradicional.

En el método de PCR se utiliza un par de oligonucleotidos, moléculas de
ADN denominados partidores, las que se unen especificamente a distintas
zonas del ADN de Escherichia coli O157:H7 por homologia entre sus
secuencias. Mediante la reaccion de polimerizacion en cadena, el fragmento de
ADN de la bacteria comprendido entre dichas secuencias es amplificado

permitiendo su visualizacion en un gel de agarosa o poliacrilamida.

Se utilizan 3 ensayos de PCR, 2 ensayos de PCR simple para la
deteccion del serogrupo 0157 y del serotipo H7 y 1 ensayo de PCR muiltiple
para la deteccion de los factores de virulencia y toxinas. Los tamafios de los

fragmentos amplificados son los siguientes:

- Ensayo 1: Serogrupo O157:
-~ Ensayo 2: Serotipo H7:
- Ensayo 3: Factor intimina:
- Ensayo 3: Factor hemolisina:
- Ensayo 3: Verotoxinai:

- Ensayo 3: Verotoxina 2:

259 pb
625 pb
384 pb
534 pb
180 pb
255 pb




Alcance y campo de aplicacion

Esta metodologia es aplicable a carnes rojas y blancas para consumo.

Sensibilidad y especificidad

La especificidad de este metodo se probo sobre 7 aislados de Escherichia
colf O157:H7 provenientes de distintas fuentes, obteniéndose resultado positivo
en el 100% de los casos. Ademas se analizaron 30 cepas de bacterias distintas

a Escherichia coli O157:H7, las que dieron resultados negativos en todos los
casos.

La sensibilidad del metodo se estudié segin lo establece la norma
internacional AFNOR para la validacion de métodos alternativos, se logrd
determinar que el limite de sensibilidad para detectar Escherichia coli O157:H7
en 25 gr de carnes de ave, bovino y porcino es de 1 a 10 ufc. Para carnes de
ovino el limite de deteccion es de 2 a 20 ufc.



Materiales y equipos

Reactivos:

Los reactivos necesarios para desarrollar el método gue se describe son

los siguientes:

Reactivo Almacenamiento
Taq polimerasa - 20 °C

dNTPs -20°C

Lisozima - 20 °C

Kit *high pure PCR template purification kit de Roche | Temp. amb.
Buffer Tris EDTA 10 mM 4°C

3ybh.

Reactivos PCR segdn lo descrito en las referencias

Malteriales:;

Los materiales necesarios para desarrollar el método gue se describe son

fos siguientes:

Equipos:

mATERIAL

Tubos eppendorf para2, 1.5y 0.2 ml.

Micropipetas y jeringas.

Puntas con filtro para micropipeta.

Gel de agarosa o poliacrilamida

Los equipos necesarios para desarrollar el método son los siguientes:

Equipos

Vaortex

Microcentrifuga de mesa

Incubador de temperatura para tubos

Termociclador

Camara de geles o poliacrilamida.

Fuente de poder.




Procedimientos

Precauciones para prevenir contaminaciones:

Debido a que Escherichia coli O157:H7 es un microorganismo capaz de
provocar enfermedades en el ser humano, debe observar las practicas de
bioseguridad de nivel 2 para maximizar la seguridad en el laboratorio y evitar la
contaminacion ambiental y del personal con muestras y controles positivos.

Ademas, debe tener en cuenta que la reaccion de polimerizacién en
cadena es una tecnica sensible capaz de amplificar pequerias muestras del ADN
objetivo, por lo tanto es necesario implementar practicas especiales en el
laboratorio para evitar la contaminacién con controles positivos 0 muestras
anteriores. Las siguientes precauciones se deben adoptar para evitar la
contaminacion cruzada durante el proceso:

*+ Mantener areas separadas y equipos exclusivos para la preparacion
de muestras, preparacion de mix de PCR, amplificacion y andlisis de
los resultados.

Utilizar delantales exclusivos por area y guantes.

Cambiar los guantes cada vez que se sospeche de contaminacion.

» Utilice micropipetas de desplazamiento positivo o de desplazamiento
de aire y puntas con filtro. Cambie las puntas cada vez.

Alicuote los reactivos, mantengalos cerrados siempre que sea posible.
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Controles:

Para asegurar la interpretacion correcta de los resultados se deben
utilizar controles positivos y negativos en las etapas de extraccion y
amplificacion.

Para |a etapa de extraccion se debe utilizar como control positivo una
muestra obtenido de la metodologia tradicional inoculada con 1 ml de medio de
cultivo Escherichia coli 0157:H7. Como control negativo se utiliza agua estéril.

Para la etapa de amplificacion se debe utilizar como control positivo 5
de una solucion de Escherichia coli 0157:H7 resuspendida en agua estéril,
calentada por 10 minutos a 100°C. Como control negativo se utiliza agua estéril.



Protocolo:

Enriquecimiento en medio de cultivo:

Incube 25 gr del material de muestra en 225 ml de un medio de

enriquecimiento apropiado, segtn la metodologia tradicional a utilizar, durante
18 a 24 hrs a 37°C.

Extraccion del material genético:

Realice 1a extraccién del material genético segin el siguiente protocolo:

1. Traspasar 1 ml de cultivo a un tubo eppendorf de 1.5 ml, centrifugar a 1.000
rpm durante 1 minuto para sedimentar los trozos de alimento presentes en la
muestras y traspasar el sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 ml.

2. Lavar de la siguiente forma: Centrifugar a 6.000 rpm durante 5 minutos,

eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en 1 mi de buffer Tris HCI

100 mM EDTA 10 mM, utlizando vortex por 3 minutos. Centrifugar

nuevamente y eliminar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 200 ul de buffer Tris HCI 100 mM EDTA 10 mM.

Agregar 25 pl de lisozima 10 mg/ml. Mezclar e incubar a 37°C por 30

minutos.

Agregar 20 pl de proteinasa K 20 mg/ml y 25 pl de Sarcosyl 125 mg/ml.

Mezciar e incubar a 65 °C por 15 minutos.

Hervir las muestras por 10 minutos.

Enfriar en hielo por 5 minutos.

Agregar 1 ml de etanol absoluto frio.

Dejar precipitando a -20°C durante toda la noche.

10 Centrifugar a 13.000 rpm por 20 minutos, a 4°C.

11. Eliminar el sobrenadante y lavar el pellet con 1 ml de etanol 70%.

12. Centrifugar a 13.000 rpm por 20 minutos, a 4°C.

13. Eliminar el sobrenadante y dejar secar el pellet.

14. Resuspender el pellet en 50 pul de agua sin nucleasas estéril.
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Amplificacion del material genético:

1. Siguiendo las indicaciones del punto “Precauciones para prevenir
contaminaciones”, descongele los reactivos de PCR (excepto la fag
polimerasa) y prepare las mezclas de reaccion segun lo descrito en las
siguientes referencias:

- Ensayo 1: Serogrupo O157 Referencia 5.
- Ensayo 2: Serotipo H7 Referencia 3.
- Ensayo 3: Factores y toxinas Referencia 5.

2. Por cada muestra a analizar colocar en un tubo de 0,2 ml 45 pl de la
mezcla, agregar 5 ul del DNA extraido y disponer el tubo en el
termociclador con el programa de amplificacion descrito en la referencia
correspondiente. Conservar a 4°C.

Deteccion mediante electroforesis en gel de poliacrilamida:

La deteccion de los productos de amplificacion se realiza mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12%..Prepare las muestras a
analizar mezclando 10 pl del respectivo tubo de reaccién de PCR con un
volumen equivalente de buffer de carga, incorpore los controles y un marcador
de peso molecular de 1 Kb. Efectué la electroforesis a 150 Volt y finalmente
visualice la presencia del producto amplificado mediante tincién con nitrato de
plata.



Analisis de resultados

* Si se observa una banda de:
- 259 pb en el gel correspondiente al ensayo 1,
— 625 pb en el gel correspondiente al ensayo 2,

- 384 pb, 534 pb, 180 pb y/o 255 en el gel correspondiente al
ensayo 3,

El resuitado obtenido es Positivo, la muestra contiene DNA de
Escherichia coli O157:H7, segun los tamanos descritos en la pagina 4.

* No se observa banda de:
- 259 ph en el gel correspondiente al ensayo 1,
— 625 pb en el gel correspondiente al ensayo 2,
-~ 384 pb, 534 pb, 180 pb y/o 255 en el gel correspondiente al

ensayo 3,
El resultado obtenido es Negativo, la muesira no contiene DNA de
Escherichia coli O157:H7.

En ambos casos es indispensable analizar los resultados obtenidos en los
controles.

Analisis de controles de extraccion

* El control negativo de extraccidon no presenta bandas de los tamanos
esperados.

No hubo contaminacion cruzada entre las muestras durante la extraccion.
« El control positivo de extraccion presenta una banda de los tamanos
esperados segun el ensayo aplicado.

La extraccion se realizé de forma exitosa.



Si obtiene estos resultados en los controles de extraccion, debe continuar
corroborando los resultados de los controles de amplificacion. En caso de
obtener cualquiera de los perfiles descritos a continuacidn los resultados
obtenidos quedan invalidados.

* El control negativo de extraccidon presenta banda de los tamafos
esperados.

En este caso, los resultados obtenidos quedan invalidados, pues es
posible que los resultados positivos se deban a una contaminacién.

» El control positivo de extraccién no presenta una banda de los tamarios
esperados segun el ensayo aplicado.

En este caso, los resultados obtenidos quedan invalidados, pues la
extraccion no se realizé de forma exitosa.

Analisis de controles de PCR

» El control negativo de PCR no presenta banda de los tamarios esperados.

No hubo contaminacion cruzada entre las muestras durante Ia
amplificacion.

* El control positivo de PCR presenta una banda de los tamafios esperados
segun el ensayo aplicado.

La amplificacion se realizd de forma exitosa.

Si obtiene estos resultados en los controles de amplificacion puede
interpretar de forma correcta los resultados de sus muestras. En caso de
obtener cualquiera de los perfiles descritos a continuacion los resultados
obtenidos quedan invalidados.



* El control negativo de PCR presenta banda de los tamanos esperados.

Los resultados obienidos quedan invalidados, pues es posible que los
resultados positivos se deban a una contaminacion.

* El control negativo de PCR presenta una banda de los tamanos
esperados segun el ensayo aplicado.

Se invalidan los resultados obtenidos, pues la amplificacién no se realizd
de forma exitosa.

Referencias:

1. AFNOR validation of alternative analysis methods, rev 7. 2002.
Microbiology Technical Board

2. Alberts B., Bray D., Lewis J., Raff M., Roberts K and Watson j. "“Molecular
biology of the cell’. 3ra Edicion, Garland Publishing, 1994.

3. Fratamico, P.M., Bagi, L.K,, Tiziana, P. “A multiplex polymerase chain
reaction assay for rapid detection and identification of Escherichia coli
0157:H7 in foods and bovine feaces” J. food prot., 2000, 63, 1032 — 1037.

4, 1SO 16140, 12 edition 2003. Microbiology of food and animal feeding stuffs
— Protocol for the validation of alternative methods.

5. Paton, A. y Paton, J. "Detection and characterization of shiga toxigenic
Escherichia coli by using multiplex PCR assays for six1, six2, eaeA,
enterohemorragic E. coli hlyA, rfbo111, rfboss7”. Journal of clinical
microbiology, 1998, 36, 598 — 602.
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Introduccion

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es un Bacilo Gram (+), no esporulado y movil.
Crece en un amplio rango de temperatura (2°C - 35°C), debido a su capacidad
de proliferar a 4°C este patdgeno tiene una alta incidencia en alimentos no
procesados térmicamente y conservados por refrigeracion. Ademads, las
bacterias de la especie Listeria se encuentran ampliamente distribuidas en el
ambiente del ser humano y se pueden transmitir a traves la comida,
especialmente alimentos derivados de la leche, carnes y productos crudos.

Las variedades hemoliticas de Listeria monocytogenes son responsables
de un numero significativo de infecciones clinicas en mujeres embarazadas,
recién nacidos e individuos inmunodeprimidos. Las manifestaciones de listeriosis
incluyen meningoencefalitis, septicemia y aborto. La tasa de moralidad es del
33%. Por esta razén, la deteccion temprana y certera de esta bacteria en los
alimentos es de gran importancia.

Deteccién de Listeria monoytogenes mediante PCR

El método descrito en este manual utiliza la reaccién de polimerizacién en
cadena (PCR) para detectar ei ADN de Listeria monocytogenes. Este metodo de
deteccion se puede acoplar al primer paso de la metodologia tradicional y
permite obtener resultados confiables en un menor tiempo.

En el siguiente esquema se compara las etapas y tiempo de éstas
involucradas en la deteccién de Listeria monocytogenes mediante PCR vy la
metodologia tradicional. Se observa la ventaja en tiempo requerido para la
deteccién mediante PCR.



Muestra alimento

v

Pre-enriquecimiento

(16— 24 hr)
v
¢ h 4
— Enriquecimiento
Extraccion ADN selectivo
(1-4hr) {24 hr)

l . Plaqueo selectivo
Amplificacién (24 hr)

(1-4hn

‘L Test preliminaries y

Electroforesis confirmatorios
(1-3hr) > 24 hr

Figura 1: Etapas y tiempo de éstas involucradas en Ia deteccién de Listeria
monocytogenes mediante PCR y la metodologia tradicional,

En el método de PCR se utiliza un par de oligonucleotidos, moléculas de
ADN denominados partidores, los que se unen especificamente al ADN de
Listeria monocytogenes, por homologia entre sus secuencias. Mediante la
reaccion de polimerizacion en cadena, el fragmento de ADN de la bacteria
comprendido entre dichas secuencias es amplificado permitiendo su
visualizacion en un gel de agarosa o poliacrilamida.

Alcance y campo de aplicacion

Esta metodologia es aplicable a carnes rojas y blancas para consumo.



Sensibilidad y especificidad

La especificidad de este método se probd sobre 50 aislados de Listeria
monocytogenes provenientes de distintas fuentes, obteniéndose resultado
positivo en el 100% de los casos. Ademas se analizaron 30 cepas de bacterias

distintas a Listeria monocytogenes, las que dieron resulitados negativos en
todos los casos.

l.a sensibilidad del método se estudid segun lo establece la norma
internacional AFNOR para la validacion de metodos alternativos, se logro
determinar que el limite de sensibilidad para detectar Listeria monocytogenes en
25 gr de carnes rojas y blancas es de 1 a 10 ufc.



Materiales y equipos

Reactivos:

Los reactivos necesarios para desarrollar el método que se describe son
los siguientes:

Reactivo Almacenamiento
Taq polimerasa -20°C
dNTPs - 20 °C
Lisozima - 20 °C
Kit "high pure PCR template purification kit"” de Roche | Temp. ambiente
Buffer Tris EDTA 10 mM 4 °C
Reactivos de PCR segln lo descrito en la referencia
3
Materiales:

Los materiales necesarios para desarrollar el método que se describe son
los siguientes:

mATERIAL

Tubos eppendorf para2,1.5y 0.2 ml
Micropipetas y jeringas.

Puntas con filtro para micropipeta.
Gel de agarosa o poliacrilamida

Equipos:

Los equipos necesarios para desarroliar el método son los siguientes:

Equipos

Vortex

Centrifuga de mesa para tubos eppendorf
Incubador de temperatura para tubos
Termociclador

Camara de geles o poliacrilamida.

Fuente de poder.




Procedimientos

Precauciones para prevenir contaminaciones:

Debido a que Listeria monocytogenes es un microorganismo capaz de
provocar enfermedades en el ser humano, debe observar las practicas de
bioseguridad de nivel 2 para maximizar la seguridad en el laboratorio y evitar la
contaminacion ambiental y del personal con muestras y controles positivos.

Ademas, debe tener en cuenta que la reaccién de polimerizacion en
cadena es una técnica sensible capaz de amplificar pequenas muestras del ADN
objetivo, por lo tanto es necesaric implementar practicas especiales en el
laboratorio para evitar la contaminacion con controles positivos 0 muestras
anteriores. Las siguientes precauciones se deben adoptar para evitar la
contaminacion cruzada durante el proceso:

% Mantener areas separadas y equipos exclusivos para la preparacion
de muestras, preparacion de mix de PCR, amplificacion y analisis de
los resultados.

» Utilizar delantales exclusivos por area y guantes.

« Cambiar los guantes cada vez que se sospeche de contaminacion.

+ Utilice micropipetas de desplazamiento positivo o de desplazamiento
de aire y puntas con fiitro. Gambie las puntas cada vez.

< Alicuote los reactivos, manténgalos cerrados siempre que sea posible.

Coniroles:

Para asegurar la interpretacion correcta de los resuliados se deben
utilizar controles positivos y negativos en las etapas de extraccion vy
amplificacion.

Para la etapa de extraccion se debe utilizar como control positivo una
muestra obtenido de la metodologia tradicional inoculada con 1 ml de medio de
cultivo Listeria monocytogenes. Como control negativo se utiliza agua esteril.

Para la etapa de amplificacién se debe utilizar como control positivo 5 pi
de una solucién de Listeria monocytogenes resuspendida en agua estéril,
calentada por 10 minutos a 100°C. Como control negativo se utiliza agua estéril.



Protocolo:

Enriquecimiento en medio de cultivo:

Incube 25 gr del material de muestra en 225 ml de un medio de
enriquecimiento apropiado, segln la metodologia tradicional a utilizar, durante
18 a 24 hrs. a 37°C.

Extraccion del material genético:

Realice la extraccion del material genético segun el siguiente protocolo:

1. Traspase 2 ml de cultivo a un tubo eppendorf de 2 ml, centrifugue a 1.000
rem durante 1 minuto para sedimentar los trozos de alimento presentes
en la muestras y traspase el sobrenadante a un nuevo tubo de 2 ml.

2. Lave la muestra dos veces de Ia siguiente forma: Centrifugue a 6.000 rpm
durante 5 minutos, elimine el sobrenadante y resuspenda el pellet en 2 ml
de buffer Tris HCI 10 mM EDTA 10 mM, utilizando vortex por 3 minutos.
Centrifugue nuevamente y elimine el sobrenadante.

3. Resuspenda el peilet en 200 ul de agua esteril, posteriormente hierva las
muestras durante 10 minutos.

4. Continde la extraccion del material genético segun las instrucciones del kit
“High pure PCR template purification kit” de Roche.

Amplificacion del material genético:

1. Siguiendo las indicaciones del punto “Precauciones para prevenir
contaminaciones”, descongele los reactivos de PCR (excepto la tag
polimerasa) y prepare la mezcla de reaccién segin lo descrito en la
referencia 3.

2. Por cada muestra a analizar colocar en un tubo de 0,2 mi 45 nl de la

mezcla, agregar 5 pl del DNA extraido y disponer el tubo en el
termocicltador con el programa de amplificacion descrito en la referencia
correspondiente. Conservar a 4°C.



Deteccion mediante electroforesis en gel de poliacrilamida:

La deteccion de los productos de amplificacion se realiza mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12%..Prepare las muestras a
analizar mezclando 10 ul del respectivo tubo de reaccion de PCR con un
volumen equivalente de buffer de carga, incorpore los controles y un marcador
de peso molecular de 1 Kb. Efectue la electroforesis a 150 Volts y finalmente
visualice la presencia del producto amplificado mediante tincion con nitrato de
plata.



Analisis de resultados

* Sise observa una banda de 234 pb en el gel:

El resuliado obtenido es Positivo, la muestra contiene DNA de Listeria
monocytogenes.

= No se observa banda a la altura de 234 pb en el gel:
El resultado obtenido es Negativo, la muesira no contiene DNA de

Listeria monocytogenes.

En ambos casos es indispensable analizar los resultados obtenidos en los
controles utilizados durante el proceso.

Analisis de controles de extraccion

* El control negativo de extraccién no presenta banda a la altura de 234 pb.
No hubo contaminacion cruzada entre las muestras durante la extraccion.

* El control positivo de extraccion presenta una banda a la altura de 234
pb.

La extraccion se realizé de forma exitosa.
Si obtiene estos resultados en los controles de extraccion, debe continuar
corroborando los resultados de los controles de amplificacion. En caso de

obtener cualquiera de los resultados descritos a continuaciéon en los
controles, los resultados obienidos en las muestras quedan invalidados.
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El control negativo de extraccion presenta banda a la altura de 234 pb.

En este caso, los resultados obtenidos quedan invalidados, pues es
posible gque los resultados positivos se deban a una contaminacion.

El control positivo de extraccién no presenta una banda a la altura de 234
pb.

En este caso, los resultados obtenidos quedan invalidados, pues la
extraccion no se realizo de forma exitosa.

Analisis de controles de PCR

El control negativo de PCR no presenta banda a la altura de 234 pb.

No hubo contaminacidon cruzada entre las muestras durante la
amplificacion.

El control positivo de PCR presenta una banda a la altura de 234 pb.

La ampiificacion se realizo de forma exitosa.

Si obtiene estos resultados en los controles de amplificacion puede
interpretar de forma correcta los resultados de sus muestras. En caso de
obtener cualquiera de los resultados descritos a continuacién en los
controles, los resultados obtenidos en las muestras quedan invalidados.

El control negativo de PCR presenta banda a |a altura de 234 pb.

Los resultados obtenidos quedan invalidados, pues es posible que los
resultados positivos se deban a una contaminacion.

El control negativo de PCR presenta una banda a [a aitura de 234 pb.

Se invalidan los resultados obtenidos, pues la amplificacion no se realizd
de forma exitosa.

11
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Introduccion

Salmonella spp.

Salmonella es un bacilo Gram (-), no esporulado y movil, 1a que con —
con excepcion de S. gallinarum y S. pullorum, esta presente en animales,
especialmente en aves de corral y cerdos. Las fuentes ambientales del
organismo incluyen el agua, suelo, insectos, superiicies de la fabrica, superficies
de la cocina, heces animales, carnes crudas, aves de corral crudas, y mariscos
crudos, por nombrar solamente algunos.

Existen mas de 2000 serotipos de Salmonella y la mayoria de
ellos son patdbgenos humanos. La salmonelosis es la causa de
aproximadamente 4 millones de infecciones en los Estados Unidos con resultado
de mil muertes anuales, seglin estimaciones de los centros de control y
prevencion de enfermedades (CDC). Por esta razdn, la deteccion temprana y
certera de esta bacteria en los alimentos es de gran importancia.

Deteccidon de Salmonella spp. mediante PCR

El método descrito en este manual utiliza la reaccion de polimerizacion en
cadena (PCR) para detectar el ADN de Salmonella spp. Este método de
deteccion se puede acoplar al primer paso de la metodologia tradicional y
permite obtener resultados confiables en un menor tiempo.

En el siguiente esquema se compara las etapas y tiempo de éstas
involucradas en la deteccion de Salmonella spp. mediante PCR y la
metodologia tradicional. Se observa la ventaja en tiempo requerido para la
deteccidn mediante PCR.



Muestra alimento

v

Pre-enriguecimiento
(16 — 24 hr)

A 4

$ \ 4
» Enriquecimiento
Extraccion ADN selectivo

(1-4hr) (24 hr)

l . Plagueo seiectivo
Amplificacion (24 hr)

(1-4hr

L . Test preliminaries y
Electroforesis confirmatorios

(1-3hr) > 24 hr

Figura 1: Etapas y tiempo de éstas involucradas en la deteccién de Salmonella
spp. mediante PCR y la metodologia tradicional.

En el método de PCR se utiliza un par de oligonuclectidos,
moléculas de ADN denominados partidores, los que se unen especificamente al
ADN de Salmonella spp. , por homologia entre sus secuencias. Mediante la
reaccion de polimerizacion en cadena, el fragmento de ADN de la bacteria
comprendido entre dichas secuencias es amplificado permitiendo su
visualizacion en un gel de agarosa o poliacrilamida.

Alcance y campo de aplicacion

Esta metodologia es aplicabie a carnes rojas y blancas para consumo.



Sensibilidad y especificidad

La especificidad de este método se probd sobre 50 aislados de
Salmonella spp. provenientes de distintas fuentes, obteniéndose resultado
positivo en el 100% de los casos. Ademas se analizaron 30 cepas de bacterias

distintas a Salmonella spp., las que dieron resultados negativos en todos los
£asos.

La sensibilidad del método se estudid segin lo establece la norma
internacional AFNOR para la validacion de métodos alternativos, se logré
determinar que el limite de sensibilidad para detectar Salmonella spp. en 25 gr
de carnes rojas y blancas es de 1 a 10 ufc.



Materiales y equipos

Reactivos:

l.os reactivos necesarios para desarrollar el método que se describe son
los siguientes:

Reactivo Almacenamiento
Taqg polimerasa - 20 °C

dNTPs -20°C

Lisozima -20°C

Kit "high pure PCR template purification kit” de Roche | Temp. amb.
Buffer Tris EDTA 10 mM 4 °C

Reactivos PCR segun lo descrito en la referencia 1

Materiales:

Los materiales necesarios para desarrollar el método que se describe son
los siguientes:

mATERIAL

Tubos eppendorf para2, 1.5y 0.2 ml.
Micropipetas y jeringas.

Puntas con filtro para micropipeta.

Gel de agarosa o poliacrilamida

Equipos:

Los equipos necesarios para desarrollar el método son los siguientes:

Equipos

Vortex

Microcentrifuga de mesa

Incubador de temperatura para tubos
Termociclador

Camara de geles o poliacrilamida.
Fuente de poder.




Procedimientos

Precauciones para prevenir contaminaciones:

Debido a que Salmonella spp. es un microorganismo capaz de provocar
enfermedades en el ser humano, debe observar las practicas de bioseguridad de
nivel 2 para maximizar la seguridad en el laboratorio y evitar la contaminacidn
ambiental y del personal con muestras y controles positivos.

Ademds, debe tener en cuenta que la reaccién de polimerizacion en
cadena es una técnica sensible capaz de amplificar pequefias muestras del ADN
objetivo, por lo tanto es necesario implementar practicas especiales en el
laboratorio para evitar la contaminacion con controles positivos o muestras
anteriores. Las siguientes precauciones se deben adoptar para evitar la
contaminacion cruzada durante el proceso:

< Mantener areas separadas y equipos exclusivos para la preparacion
de muestras, preparacion de mix de PCR, amplificacién y analisis de
los resultados.

Utilizar delantales exclusivos por area y guantes.

Cambiar los guantes cada vez que se sospeche de contaminacion.

» Utilice micropipetas de desplazamiento positivo o de desplazamiento
de aire y puntas con filtro. Cambie las puntas cada vez.

< Alicuote los reactivos, manténgalos cerrados siempre que sea posible.

2

*

%

*»
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Controles:

Para asegurar la interpretacion correcta de los resultados se deben
utilizar controles positivos y negativos en las etapas de extraccion y
amplificacion.

Para la etapa de extraccién se debe utilizar como control positivo una
muestra obtenido de la metodologia tradicional inoculada con 1 ml de medio de
cultivo Salmonella spp.. Como control negativo se utiliza agua esteéril.

Para la etapa de amplificacion se debe utilizar como control positivo 5
de una solucion de Salmonelia spp. resuspendida en agua estéril, calentada por
10 minutos a 100°C. Como control negativo se utiliza agua esteéril.



Protocolo:

Enriquecimiento en medio de cultivo:

Incube 25 gr del material de muestra en 225 ml de un medio de
enriquecimiento apropiado, segun la metodologia tradicional a utilizar, durante
18 a 24 hrs a 37°C.

Extraccion del material genético:

Realice Ia exiraccion del material genético segln el siguiente protocolo:

1. Traspase 2 ml de cultivo a un tubo eppendorf de 2 mi, centrifugue a 1.000
rpm durante 1 minuto para sedimentar los trozos de alimento presentes
en la muestras y traspase el sobrenadante a un nuevo tubo de 2 ml.

2. lLave la muestira dos veces de la siguiente forma: Centrifugue a 6.000 rpm
durante 5 minutos, elimine el sobrenadante y resuspenda el pellet en 2 ml
de buffer Tris HCI 10 mM EDTA 10 mM, utilizando vortex por 3 minutos.
Centrifugue nusvamente y elimine el sobrenadante.

3. Resuspenda el pellet en 200 ul de agua esteéril, posteriormente hierva las
muestras durante 10 minutos.

4. Continde la extraccion del material genético segun las instrucciones del kit
“High pure PCR template purification kit” de Roche.

Amplificacion del material genético:

1. Siguiendo las indicaciones del punto “Precauciones para prevenir
contaminaciones”, descongele los reactivos de PCR (excepto la tag
polimerasa) y prepare la mezcla de reaccidon segun lo descrito en la
referencia 1.

2. Por cada muesira a analizar colocar en un tubo de 0,2 mi 45 ul de la
mezcla, agregar 5 ul del DNA exiraido y disponer el tubo en el
termociclador con el programa de amplificacion descrito en la referencia
correspondiente. Conservar a 4°C.



Deteccion mediante electroforesis en gel de poliacrilamida:

La deteccion de los productos de amplificacion se realiza mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12%..Prepare las muestras a
analizar mezclando 10 ul del respectivo tubo de reaccidn de PCR con un
volumen equivalente de buffer de carga, incorpore los controles y un marcador
de peso molecular de 1 Kb. Efectué la electroforesis a 150 Volts y finalmente
visualice la presencia del producto amplificado mediante tincién con nitrato de
plata.



Analisis de resultados

* Sise observa una banda de 429 pb en el gel:

El resultado obtenido es Positivo, la muestra contiene DNA de
Salmonella spp..

* No se observa banda a la altura de 429 pb en el gel:

El resultado obtenido es Negativo, la muestra no contiene DNA de
Salmonella spp..

En ambos casos es indispensable analizar los resuitados obtenidos en los
controles.

Analisis de controles de extraccion

* El control negativo de extraccion no presenta banda a la altura de 429 pb.

No hubo contaminacion cruzada entre las muesiras durante la extraccion.

» El control positivo de extraccion presenta una banda a la altura de 429
pb.

La extraccion se realiz6 de forma exitosa.

Si obtiene estos resultados en los controles de extraccidn, debe continuar
corroborando los resultados de los controles de amplificacion. En caso de
obtener cualquiera de los resultados descritos a continuaciéon en los
controles, los resultados obtenidos en las muestras quedan invalidados.
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El control negativo de extraccion presenta banda a la altura de 429 pb.

En este caso, los resultados obtenidos quedan invalidados, pues es
posible que los resultados positivos se deban a una contaminacion.

El control positivo de extraccion no presenta una banda a la altura de 429
pb.

En este caso, los resultados obtenidos quedan invalidados, pues la
extraccion no se realizd de forma exitosa.

Analisis de controles de PCR

El control negativo de PCR no presenta banda a Ia altura de 429 pb.

No hubo contaminacién cruzada entre las muestras durante la
amplificacion.

El control positivo de PCR presenta una banda a la altura de 429 pb.

l.a amplificacion se realizé de forma exiiosa.

Si obtiene estos resultados en los controles de amplificacion puede
interpretar de forma correcta los resuitados de sus muestras. En caso de
obtener cualquiera de los resultados descritos a continuaciéon en los
coniroles, los resultados obtenidos en las muestras quedan invalidados.

El control negativo de PCR presenta banda a |a altura de 429 pb.

Los resultados obtenidos quedan invalidados, pues es posible que los
resultados positivos se deban a una contaminacion.

El control negativo de PCR presenta una banda a la altura de 429 pb.

Se invalidan los resultados obtenidos, pues la amplificacion no se realizo
de forma exitosa.
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MANUAL DE MUESTREO MICROBIOLOGICO EN CARCASAS DE:
BOVINOS Y AVES DE MATADERO

1. Objetives

1.1 Cumplir con una metodologia de muestreo validada, homologable y confiable, de
manera que la muestra tomada sea una muestra representativa que permita un
posterior analisis microbiolégico confiable, ya sea para un control interno o para la
certificacion del producto.

2. Alcance y Campo de Aplicacion

2.1 Es aplicable al muestreo de carcasas de bovino (canales, cortes, sub-productos) y

muestreo de aves, para ser analizados microbiologicamentie.
3. Responsabilidades

3.1 Es responsabilidad del muestreador la cormrecta realizacion de la toma de muestras
para analisis microbiolégico y completar el formulario de muestreo respectivo.

3.2 Es responsabilidad del Jefe de Laboratorio verificar la correcta aplicacion de este
procedimiento.

4. Referencias

4.1 ISO 17604:2003; Microbiology of food and animal feeding stuffs — Carcass sampling

for microbiological analysis.
5. Principio o Fundamento
51 Realizar un muestreo estandarizado y validado permite realizar un analisis de la(s)

muestra(s) confiable. El uso de técnicas asépticas, personal entrenado, medidas de
bioseguridad, material de toma de muestras limpio y desinfectado ademds de la
correcta rotulacion de la(s) muestra(s) incluida toda la informacion anexa
complementaria al muestreo (identificacion de la muesira, fecha, hora, lote,

responsable toma de muestras, temperatura, eic), aseguran la correcta toma de
muestras.

Preparado por; Revisado por: Aprobado por:
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6. Definiciones

6.1 Lote: Conjunto homogéneo de envases o unidades primarias, de peso, tipo y clase
similares procesados bajo condiciones semejantes, en una jornada de trabajo, las
que se identifican con una clave de produccion.

6.2  Muesira: Unidades representativas de un lote obtenidas mediante una aplicacion
de un plan de muestreo con el fin de realizar pruebas y analisis microbiolégicos.

6.3  Tamafio muestra: Numero de unidades que contiene la muestra tomada desde un
lote, se simboliza por “n”.

6.4  Muestra representativa: Fraccion del lote que posee las caracteristicas del total.

6.5 Muestreo: Procedimiento usado para extraer o constituir una muestra.

6.6  Plantilila: marco de metal o plastico con un drea interna descubierta. El area
descubierta debe tener las dimensiones que se sefialan en este procedimiento,
segun especie y en ella se realizaran los hisopados de arrastre que se mencionan.

7. Aparatos (materiales)

7.1 Plantilla cuadrada estéril, con area interna de 100 cm® (10 cm x 10 cm).

7.2  Bolsas plasticas estériles con esponjas en su interior.

7.3  Bolsas plasticas estériles resellables pequefias.

7.4  Bolsas plasticas estériles resellables grandes.

7.5  Cajas térmicas tipo Coleman.

7.6  Bolsas de hielo (Gel-Pack).

7.7  Botellas tipo Duran Schot de capacidad.

7.8  Tubos de ensayo 18 x 180 con tapa rosca.

7.9  Termometros.

7.10 Guantes estériles.

7.11  Mascarilla.

7.12  Gorro o cofia.

7.13 Lapiz marcador

7.14 Botas plasticas blancas.

7.15  Solucién de cloro (0,05%).

8. Medios de Cultivo (ver anexo 16.1).
8.1 Solucién de peptona sal (medio de transporte).
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9. Procedimiento o descripcidn de ia actividad.

9.1

9.1.1 Areas de la carcasa a muestrear

Pagina 3 de 3

Tecnica de muestreo: método, por esponja, para carcasas de bovino:

Los puntos de muestreo seleccionados en las carcasas son los de mayor
prevalencia de contaminacién. Para ello se adopta lo establecido por el SAG
en el Manual de Procedimiento para Monitoree Microbiologico Oficial en
Mataderos de Exportacidn, procedimiento utilizado, actualmente, por los
mataderos nacionales, (ver tabla A y figura N°1).

Tabla A
Carne Bovino
Area Zona
1 Cadera
2 Falda
3 Pecho
4 Cuello

Area N*1 {Cadera): Parte posterior del
muslo, sobre el mascuio semitendinoso.
Area N°Z (Falda): Parte wveniral del
abdomen, sobre el misculo recto abdominal.
Area N°3 (Pecho). Parte ventral del torax,
sobre los musculos pectorales que rodean al
esternon.

Area N°4 (Cuello). Cara lateral dorsal del
cuslle, sobre el musculo trapecio porcion
cervical.

9.1.2 Técnica de Muestreo: método de muestreo por esponja

9.1.2.1Recoleccion de muesiras

Localice los sitios del muestreo, de acuerdo a la figura anterior. Abrir
la bolsa que contiene la esponja estéril y agregar peptona sal
suficiente para humedecer la esponja sin exceso de fluido visible (ver
figura N°2). Presionar la bolsa de manera de humedecer a fondo la
esponja. Colocarse un par de guantes estériles y cuidadosamente

remover la esponja desde la bolsa.
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Colocar la plantilla sobre el lugar (ver figura N°3). Pasar la esponja en
el lado que incluye el muestreo (10 em x 10 cm) por un total
aproximado de 10 tiempos en direccion vertical y 10 tiempos en
direccion horizontal (ver figura N°4),
Después de realizar el muestreo, colocar la esponja dentro de la
bolsa. Agregar el diluyente adicional a la bolsa con la muesira para
hacer un fotal de 25 mL.

Figura N"2 ' ' Figura N°3
Figura N°4
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9.1.3 Almacenamiento y transporie de muestras

Transportar las muestras en un cooler con ice pack o hielo picado en bolsa.
No dejar que las muestras se congelen o tengan contacto con jos ice packs o
hielos, si se utilizan {ver figura N°5).

Procesar las muestras en el laboratorio dentro de 1 hora de recoleccion o
almacenar a 2°C + 2°C por un maximo de 24 h.

Figura N°D

9.2 Técnica de muestreo: Método, por enjuague, para carcasas de aves.

9.2.1 Técnica de Muestreo: método de muestreo por enjuague

9.21.1

Recoleccién de muestras:

Seleccionar las carcasas a muestrear utilizando un
procedimiento aleatorio.

Abrir |la bolsa estéril (evitando contaminar el interior de la
bolsa), utilizando guantes estériles, colocar la carcasa de ave
dentro de la bolsa y agregar 500 ml del diluyente. Agitar por 30
segundos. Extraer la cantidad necesaria del homogenizado
teniendo en cuenta previamente los analisis a realizar.

Después de realizar el muestreo, colocar el frasco dentro de
una bolsa esteril resellable y previamente rotulada. Refrigerar
inmediatamente,

Las carcasas ya muestreadas, vuelven a proceso, previo a Ln
enjuague con agua corriente fria.
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9.2.2 Almacenamiento y transporte de muestras
9.2.21 Transportar las muestiras en un cooler con ice pack o hielo
picado en bolsa. No dejar que las muestras se congelen o
tengan contacto con los ice packs o hielos, si se utiliza.
Procesar las muestras en el laboratorio dentro de 1 hora de
recoleccion o almacenar a 2°C + 2°C por un maximo de 24 h.

10.- Interferencias

10.1  El diluyente debe estar siempre almacenado en frascos o tubos con la capacidad
adecuada para la toma de muestra (técnica de muestreo por enjuague en carcasas
de bovino).

10.2 El personal destinado para la toma de muestras deben ser minimo dos personas,
con el objetivo de que una de ellas se encarga de preparar y entregar el
material(rotulacion, apertura del material para toma de muesira estéril y recepcion
de muestra ya tomada) y la otra de la toma de muestra en si.

10.3  El personal que toma la muestra debe utilizar el material {guantes y bolsas) estériles
e individuales para cada muestra.

11.  Bibliografia

11.1  Manual de Procedimientos para Monitoreo Microbiologico Oficial en Mataderos de
Exportacion {pag.10 hasta 13, pag. 24 hasta 27 y p&g.31 hasta 41).
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15,  Diagramas de Flujo

15.1 Técnica de muestreo: método, por esponja, para carcasas de bovino

Abrir bolsa estéril y agregar Aprox.10 mL del diluyente (Peptona sal)

}

Colocar plantilia en el lugar de muestreo

!

Pasar la esponja dentro del &rea de la plantilla (Ver procedimiento),

l

' Colocar la esponja dentro de la bolsa y adicionar el diluyente hasta completar
: un total de Aprox. 25 mi.

l

Refrigerar inmediatamente y enviar al laboratorio o antes posible (1 hora).
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15.2 Técnica de muestreo: método, por enjuague, para carcasas de ave

Abrir bolsa estéril y colocar la carcasa

!

Agregar Aprox.500 mL del diluyente (Pepiona sal)

!

Agitar por 30 segundos

Extraer el homogenizado y colocarlo en un frasco estéril

Refrigerar inmediatamente y enviar al laboratorio lo antes posible (1 hora).
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16. Anexo

16.1 Anexo Preparacion Medios de Cultivo.

SOLUCION PEPTONA SAL

Componentes cantidad
Enzima digestiva de caseina 1,09
NaCi 85a
Agua destilada 1000 mb

Preparacion:
Disolver los componenies en agua, calentando si es necesario. Ajustar el pH, si es
necesario, después de la esterilizacion el pH es de 7,0+0,2 a 25°C.

Dispensar el medio asépticamente en frascos (o tubos) estériles con la capacidad
suficiente para obtener las porciones necesarias para el analisis.

Esterilizar por 15 minutos en autoclave a 121°C.
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