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Estandarizacion de PCR miiltiple para identificacion
simultanea de los patogenos E. coli, S. aureus
y L. monocytogenes en queso blanco

Standardization of multiplex PCR for simultaneous identification of the
pathogens E. coli, S. aureus and L. monocytogenes in white cheese
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Resumen

La técnica de PCR multiple (mPCR) constituye una alternativa rapida y especifica para la identificacion y
la detecciéon de agentes etiolégicos y de sus genotipos de virulencia y resistencia, con gran sensibilidad
y rapidez. Esta técnica forma parte de las herramientas analiticas que permiten la identificacion de los
patégenos transmitidos por los alimentos, siendo alternativas econémicas, seguras y confiables para su
aplicacion en la industria alimentaria y los laboratorios de control. El objetivo fue estandarizar un método
de PCR multiple para identificar simultaneamente, en una misma mezcla de reaccién, las bacterias
patogenas Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus) y Listeria monocytogenes (L.
monocytogenes) en una matriz de queso contaminada artificialmente y posteriormente enriquecida en
agua peptonada. La dilucion que report6 entre 10 y 250 UFC, fue la seleccionada para realizar la extraccion
de ADN, siendo esta la dilucién la de 1x10*. Las bandas de los cultivos puros y de la PCR miiltiple fueron
detectadas mediante electroforesis utilizando un transiluminador UV. La estandarizacién del método
para la matriz de queso se realizdé inoculando la matriz con los microorganismos de interés, Listeria
monocytogenes, S. aureusy E. coli, y la presencia de éstos se determiné luego a través de la PCR muiltiple.
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Abstract

The multiplex PCR (mPCR) technique is a rapid and specific alternative for identifying and detecting etiological
agents and their virulence and resistance genotypes with great sensitivity and speed. This technique is part
of the analytical tools that identify foodborne pathogens, being economical, safe, and reliable alternatives for
their application in the food industry and control laboratories. The objective was to standardize a multiplex
PCR method to simultaneously identify, in the same reaction mixture, the pathogenic bacteria Escherichia coli
(E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus) and Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) in an artificially
contaminated cheese matrix subsequently enriched in peptone water. The dilution reported between 10 and
250 CFU was selected to perform the DNA extraction, this being the dilution of 1x10-*. Bands from pure cultures
and multiplex PCR were detected by electrophoresis using a UV transilluminator. Standardization of the method
for the cheese matrix was performed by inoculating the matrix with the microorganisms of interest, Listeria
monocytogenes, S. aureus, and E. coli, and the presence of these was then determined by multiplex PCR.
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PCR MULTIPLE PARA IDENTIFICACION SIMULTANEA DE PATOGENOS EN QUESO BLANCO

Introduccion

El queso blanco fresco es uno de los
quesos de mayor consumo en Venezuela,
siendo que mas del 50% de los hogares
venezolanos consumen el queso duro
llanero (Infante, 2020). La mayoria de
estos productos se elaboran de forma
artesanal, lo que aumenta las posibilidades
de contaminacién durante su proceso de
elaboracion, almacenamiento y distribucion.
La falta de conocimientos basicos sobre la
inocuidad por parte de quienes elaboran
alimentos se puede considerar como uno
de los factores que mas contribuyen a las
Enfermedades Transmitidas por Alimentos
(ETA s).

Entre los brotes de origen alimentario
que representa un motivo de preocupacion,
la mayoria proviene de alimentos de
origen animal, como carne de res, aves,
huevos, leche cruda y productos lacteos,
los cuales pueden estar contaminados por
multiples patdogenos tales como: Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus
y Escherichia coli. Estos microorganismos
se definen como patdogenos importantes
transmitidos por alimentos debido a la
gravedad de las enfermedades y el niimero
de casos que causan (Boukharouba y
col., 2022). Los animales destinados a la
alimentacion son los principales reservorios
de muchos patdégenos bacterianos
transmitidos por los alimentos, y los
productos alimenticios de origen animal son
los principales vehiculos de transmision.

Los microorganismos patégenos
causan infecciones humanas que se
caracterizan principalmente por sintomas
gastrointestinales que incluyen nauseas,
vomitos, diarrea, ademas de otras
manifestaciones clinicas como calambres
abdominales y otros sintomas especificos

del agente. Algunas bacterias pueden
causar complicaciones graves e incluso la
muerte (Abebe y col., 2020). Para poder
garantizar la seguridad alimentaria y
evitar enfermedades transmitidas por
estos, es fundamental un proceso de
deteccion rapida y precisa de los diversos
agentes patogenos (Fungy col., 2018; Hu,
2019). Mas del 90% de las enfermedades
por intoxicacion alimentaria podrian ser
causadas por especies de Staphylococcus,
Salmonella, Shigella spp., Clostridium,
Campylobacter, Listeria, Vibrio, Bacillus'y
E. coli (Abebe y col., 2020; Bendary y col.,
2022; Bintsis, 2017; Chlebicz y Slizewska,
2018; Fung y col., 2018), mientras que
el restante de las ETA's son causadas
por los virus de Hepatitis A y Norovirus,
y los parasitos Cyclospora cayetanensis,
Toxoplasma gondii y Trichinella spiralis,
entre otros (Bintsis, 2017).

Entre los microorganismos de interés esta
la Escherichia coliO157:H7 ya que constituye
un patégeno importante transmitido por los
alimentos. E. coli O157:H7 se transmite al
hombre principalmente por el consumo de
alimentos contaminados, como productos
de carne picada cruda o poco cocida
y leche cruda. La contaminacion fecal
del agua y de otros alimentos, asi como
la contaminacion cruzada durante la
preparacion de estos (con carne de vacuno
y otros productos carnicos, superficies
y utensilios de cocina contaminados),
también es causa de infecciones. Ejemplos
de alimentos implicados en brotes de
E. coli O157:H7 son las hamburguesas
poco cocidas, el salami curado, la sidra
fresca no pasteurizada, el yogur y el queso
elaborado con leche cruda. La mayoria
de las infecciones relacionadas con este
patdégeno se deben al consumo de leche,
carne molida, agua y otros productos
lacteos contaminados. Se ha determinado
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que incluso en dosis bajas de 1 a 100
unidades formadoras de colonias (UFC),
puede causar enfermedad (Moezi y col.,
2019). La E. coli O157:H7, asi como las
Shiga toxina producida por E. coli (STEC)
patogénicas distintas a O157:H7 pueden
causar complicaciones potencialmente
mortales, como diarrea sanguinolenta
(colitis hemolitica) y sindrome urémico
hemolitico (SUH) (Li y col., 2017).

La leche, el queso, la carne, la nata y
los alimentos listos para el consumo son
la raz6én principal de la infeccion humana
por Listeria monocytogenes, que afecta
principalmente a mujeres embarazadas,
recién nacidos, adultos mayores y personas
con el sistema inmunitario debilitado. La
listeriosis es una enfermedad de naturaleza
no entérica, que puede llegar al torrente
sanguineo y causar septicemia o al cerebro
y causar meningitis o encefalitis (Foxy col.,
2021).

Por otra parte, Staphylococcus aureus
produce una amplia gama de exotoxinas,
incluidas las enterotoxinas resistentes al
calor que pueden provocar intoxicacion
alimentaria. El principal reservorio es
el hombre (piel y superficies mucosas)
convirtiendo a los manipuladores de
alimentos en los mayores agentes
transmisores; no obstante, también
es vehiculizado por alimentos con alto
contenido proteico principalmente carnes,
leche y sus derivados (Fetsch, 2018; Yoon
y col., 2018; Liu y col., 2021).

Segun la Norma COVENIN 3821-
2003 para queso blanco, los criterios
microbiolégicos indican que se debe
realizar el analisis de forma recomendada
para E. coliy de forma obligatoria para S.
aureusy L. monocytogenes.

Recientemente se han desarrollado
métodos moleculares que han mostrado
ser rapidos, especificos y sensibles para la
deteccion simultanea de diversos patdgenos
y/o sus toxinas, demostrando que tienen
un alto potencial en la investigacion de
brotes de origen alimentario, el analisis
de alimentos y control de alimentos. Entre
estos métodos estan la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), PCR en tiempo
real (QPCR), PCR digital, secuenciacion
genomica completa (WGS), secuenciacion
de nueva generacion (NGS), la edicion
genomica CRISPR/Cas9 (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats,
por sus siglas en inglés), y microarreglos
de ADN, para detectar diversos patogenos
causantes de ETAs en una amplia variedad
de productos alimenticios (Patel y col.,
2016; Huy col., 2018; Liu, 2021; Shiny col.,
2022; Xiong y col., 2022; Boukharouba y
col., 2022; Rahman y col., 2022).

La PCR ha revolucionado el analisis
microbioldgico permitiendo la deteccion
de microorganismos patdégenos en
alimentos, sin la necesidad del aislamiento
e identificacion clasicos (Chapela y col.,
2015). El método de PCR se puede utilizar
para la deteccion de patégenos moleculares
comparando el tamano del ADN objetivo con
marcadores o comparando la secuencia de
ADN objetivo con las secuencias contenidas
en el banco de genes. La qPCR permite
observar cada ciclo de amplificacion de
ADN con un sistema informatico para ver
la secuencia del producto de la PCR. La
qPCR es reconocida como una técnica
altamente especifica y sensible que se puede
completar en una hora después del proceso
de enriquecimiento del microorganismo. Su
potencial para la automatizacién también lo
hace adecuado para la deteccion de un gran
namero de muestras de alimentos (Lopesy
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col., 2019). Los métodos de prueba basados
en PCR pueden detectar microorganismos
patoégenos mediante la identificacion de
secuencias de ADN diana. El método de la PCR
permite detectar diversos microorganismos,
incluyendo patdogenos humanos viables
pero que no son cultivables por los métodos
tradicionales (Zhong y Zhao, 2018; Lv y col,,
2020; Gao y col., 2021a, b; Ou y col., 2021).

En la actualidad, la PCR y la qPCR son
herramientas analiticas esenciales para
los investigadores que trabajan en la
identificacion de los patdgenos transmitidos
por los alimentos, siendo alternativas
econdmicas, seguras y confiables para su
aplicacion en la industria alimentaria y los
laboratorios de control. Este método tiene
la ventaja de su mayor rapidez, menor
consumo de muestra, alta selectividad y
alta sensibilidad, respecto a los métodos
tradicionales de cultivo (Moezi y col., 2019;
Stingl y col., 2021). Adicionalmente, la qPCR
multiple permite la deteccién simultanea de
mas de un patdégeno y sus toxinas en una
sola reaccion, ahorrando esfuerzo, tiempo y
dinero (Chapela y col., 2015).

La PCR multiple ha ganado gran
aceptacion y uso debido a su capacidad
de diferenciacion potencial y confiabilidad
entre diversos patdgenos y sus toxinas (Rao
y Arora, 2020). Esta técnica ha demostrado
diversas ventajas para la deteccion de
patogenos causantes de ETA, debido a su
bajo costo y la necesidad de un pequeno
volumen de muestra para la realizacion de
diversos experimentos en simultaneo (Chen
y col., 2021). La mPCR ha sido utilizada para
la determinacion simultanea de varios genes
diana en el esquema de deteccion de PCR
para E. coli O157:H7, incluidos los genes de
la toxina Shiga (stx1 y stx2) (Anklam y col.,
2012; Liy col., 2017; Fung y col., 2018).

Recientemente, fue desarrollado un
método de PCR multiple en tiempo real
(mgPCR) para la deteccion simultanea de
E. coli O157:H7, L. monocytogenes, S.
aureus, S. enterica serovar Enteritidis
(S. Enteritidis), después del pre-
enriquecimiento de 16h, utilizando sondas
TagMan. Las sondas TagMan son sondas
de hidrélisis y son oligonucleétidos
que contienen una fraccion fluorescente
donante en el extremo 5 y una fraccion
fluorescente aceptora en el extremo 3’
que apaga la fluorescencia emitida por la
molécula donante debido a su proximidad,
disenadas para incrementar la especificidad
de la PCR cuantitativa (Liu y col., 2019). Liu
y col., 2019 en su estudio lograron una
elevada sensibilidad en la deteccion de los
cuatro patdogenos en leche contaminada,
obteniendo un limite de deteccion de 1
unidad formadora de colonia (UFC)/25 mL
para cada patdgeno, y en los ensayos de
inclusividad y exclusividad obtuvieron un
valor cercano al 100% (Parichehr y col.,
2019).

Es por ello, que el presente trabajo
pretende disenar ensayos rapidos,
validados y de calidad en el area de
microbiologia de alimentos, que permitan
dar resultados precisos en pocas horas,
lo cual representara una gran ventaja
econdmica y la garantia del cumplimento
de la calidad microbiolégica a las empresas
productoras y agencias regulatorias. La
creacion de redes de laboratorios de
excelencia para el analisis de alimentos
a nivel nacional permitira garantizar un
seguimiento continuo de la seguridad
alimentaria en nuestro pais, lo que podria
desempenar un papel importante en la
prevencion de riesgos potenciales para la
salud de los consumidores, asi como de
costes econdémicos innecesarios.
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Por lo anterior, se plante6 como objetivo
estandarizar un método de PCR muiltiple
para la identificacion simultanea de 3
patogenos transmitidos por alimentos de
interés para la salud puiblica en Venezuela:
Escherichia coli, Listeria monocytogenesy
Staphylococcus aureus, de manera rapida
y simple.

Para ello, se procedié a 1) Optimizar
las condiciones de extraccion del
material genético de E. coli, S. aureus
y L. monocytogenes; 2). Determinar la
concentracion de la suspension bacteriana
de la muestra a utilizar para realizar la
extraccion de ADN bacteriano; 3) Definir
la concentracion minima necesaria del
material genético requerido para el método
de PCR multiple para la deteccion de 3
patégenos transmitidos por alimentos
a través de la matriz alimentaria queso
blanco fresco: Escherichia coli, Listeria
monocytogenes 'y Staphylococcus aureus;
4) Estimar la sensibilidad y especificidad
del método de PCR miuiltiple utilizando
diferentes cepas de referencias; y 5) Realizar
la deteccion simultanea de los 3 patégenos
a evaluar en una sola reacciéon por PCR
multiple.

Metodologia
MICROORGANISMOS

Con la finalidad de estandarizar
las condiciones de la mPCR se trabajo
primeramente con cultivos puros de
Escherichia coli, Listeria monocytogenes
y Staphylococcus aureus, provenientes del
Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel
(INHRR) y del Cepario del Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos, de la Facultad

de Farmacia de la UCV. Los cultivos puros
de cada uno de estos microorganismos
fueron crecidos en caldo nutritivo (37°C)
y caldo nutritivo al 0,6% de extracto de
levadura (37°C) para L. monocytogenes,
para la posterior inoculacion de 100uL de
cada microorganismo de la muestra de
alimento, queso blanco fresco.

Por otra parte, con la finalidad de evaluar
la efectividad de la PCR multiple se aislaron
e identificaron los microorganismos
patégenos predominantes en la matriz
alimentaria de consumo masivo a analizar,
como el queso blanco fresco. Las cepas
aisladas de la matriz alimentaria en
estudio se identificaron a través de la
metodologia tradicional, mediante recuento
en placas con agares especificos para cada
microorganismo en estudio: Escherichia
coli: Agar MacConkey (37°C); Listeria
monocytogenes: Caldo Nutritivo al 0,6% en
Extracto de levadura, Agar Oxford (37°C); y
Staphylococcus aureus: Agar Baird Parker
(37°C) y se utilizaron para experimentos de
inoculacion posteriores de la misma forma
que los cultivos puros.

PREPARACION DEL INOCULO

Se prepararon cultivos puros frescos
mediante la inoculacién por separado de
una colonia aislada de cada microorganismo
en 100 mL de Caldo Nutritivo, luego se
incubaron por 24 horas a 37 °C Escherichia
coli y Staphylococcus aureus; y 48h a 30
°C L. monocytogenes. Para comprobar el
crecimiento se compar6 la turbidez con
una escala de referencia de suspensiones
bacteriolégicas de McFarland. La concentracion
requerida para la extraccion del ADN y
posterior realizacion de la PCR es de 108 y
109 UFC.
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Una vez obtenidos los cultivos puros, se
inocularon 100uL de cada una de las cepas
de los tres microorganismos a estudiar en
25 gramos de una muestra representativa
de queso blanco fresco, la cual se dejo6 en
reposo por una hora.

Posteriormente, el tratamiento de la
muestra de queso blanco fresco se procedid
segun lo estipulado en la Norma COVENIN
1126-89, en la cual se establece pesar
25 gramos de muestra en una bolsa de
polietileno (previamente identificada) y
anadir 225mL de agua peptonada estéril,
llevar al Stomacher por 60 sequndos para
homogeneizar la muestra y dejar en reposo
por 1 hora. Esta preparacion corresponde
a la dilucion 1x10'. Se realizaron las
diluciones seriadas correspondientes hasta
1x10-° para E. coliy S. aureus, mientras
que para L. monocytogenes se realizaron
hasta la diluciéon 1x10°. Posteriormente,
se realizaron siembras por superficie de
cada una de las diluciones en los agares
selectivos correspondientes; Escherichia
coli: Agar MacConkey (37°C); Listeria
monocytogenes: caldo nutritivo al 0,6% de
extracto de levadura, Agar Oxford (37°C); y
Staphylococcus aureus: Agar Baird Parker
(3 °C). La siembra en cada agar selectivo
fue de 0,1mL de cada dilucion.

ExTrRACCION DE ADN

Las extracciones de ADN de los cultivos
puros de bacterias patdogenas y de la
muestra de queso, se realizaron con un
Kit gBAC Mini ADN Bacteria (IBI Scientific,
Iowa, Estados Unidos), de acuerdo con los
protocolos del fabricante.

En el caso de la muestra, se seleccion6
la dilucién 1x10* se corresponde con una
concentracion entre 108 y 109 UFC, de

acuerdo con los requerimientos del kit. La
calidad del ADN se evalu6é midiendo la tasa
de A260/A280 en un espectrofotometro
ultravioleta Beckman CoulterTM DU® 530
Life Science UV/Vis Spectrophotometer
(California, USA) y se detecto la integridad
con electroforesis en geles de agarosa al
2%. El ADN gendmico (ADNg) de las cepas
evaluadas se almacenaron en congelador
hasta su analisis mediante mPCR.

PRIMERS

La mPCR se llevé a cabo con la
combinacién de 3 pares de cebadores
especificos en una reaccion (Tabla I). Para
la deteccion de los patégenos se usaron
los cebadores dirigidos a los genes: E. coli
GADA 670-F/R dirigido al gen que codifica
la enzima glutamato descarboxilasa (gadA),
los cebadores Nuc 484-F/R, dirigido al gen
codificante de la nucleasa termoestable
(nuc) de S. aureus y cebadores LM 404-
F/R dirigido al gen de la listeriolisina (/isA)
para la deteccion de L. monocytogenes.
Las especificidades de los cebadores se
analizaron a través de: Primer-BLAST de
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast/) para evitar la aparicion de
productos no especificos o formaciéon de
dimeros de primer. Las secuencias de los
cebadores empleados para la detecciéon
de los tres (3) organismos patdogenos se
muestran en la Tabla I. Todos los cebadores
fueron adquiridos de Alfa Quantum C.A., los
cuales fueron sintetizados por Macrogen
(Caracas, Venezuela).

Sistema de Reaccion y Condiciones
PCR sIMPLE

La validacion de los cebadores se realizo
de manera individual por PCR simple, se
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Tabla 1.
Cebadores para utilizar para la deteccion de los 3 patdégenos de interés

Cepa Gen Secuencias 5° 3’ Longitud Referencia

GADA/F ACCTGCGAGTTGCGTAAATA McDaniels y

E coli 670 pb col., 1996
GADA/R GGGCGAQGAGAAGTTGATG
Nuc/F CTTTAGCCAAGCCTTGACGAAC Xuy col.,

S. aureus 484 pb 2006
Nuc/R AAAGGGCAATACGCAAAGAGGT
LM404/F | ATCATCGACGGCAACCTCGGAGAC Wu y col.,

L. monocytogenes | |M404/R | CACCATTCCCAAGCTAAACCAGTGC | 404 pb | 2004

prepar6 una mezcla de reaccion para cada
patégeno de manera independiente que
contenia 25 uL de EconoTaq PLUS GREEN
2X Master Mix (LUCIGEN), 0,5 uL de los
cebadores, para un volumen final de 50 uL.
Se utiliz6 para el control negativo de la PCR,
agua libre de ADN en lugar de la muestra
del ADN de los patégenos. Las condiciones
de amplificacion fueron las mismas para
cada patégeno, la cual correspondi6 a
desnaturalizacion inicial 94°C por 2 min,
entre 30 y 35 ciclos de desnaturalizacion
a 94°C por 30 segundos, variando las
temperaturas de hibridacion entre 58°C y
60°C por 30 segundos, extension 72°C por
1 minuto y una extension final de 7 minutos
a 72°C. La amplificacion se realiz6 en el
termociclador (Hangzhou Bioer Technology
Co. Ltd., Hangzhou, China).

Después de la amplificacion se tomo
el ADN amplificado y se mezclé en una
proporcion 1:1 con buffer de carga, se evaluo
mediante electroforesis en gel de agarosa al
2%, utilizando SYBR Safe DNA Stain (Bioland
Scientific LLC) como marcador fluorescente
para evidenciar las bandas mediante un
transiluminador UV (Transilluminator Model
M-2095-0216-01, Upland, C.A 91786, USA).

PCR MULTIPLEX

La PCR multiplex (mPCR) fue desarrollada
para la detecciéon simultanea de los 3
patégenos en una sola reaccion. Las
condiciones de la mezcla de reaccion y
amplificacion fueron realizadas como fue
descrito por Boukharoubay col., 2022. Se
realiz6 una mezcla de reacciéon para un
volumen final de 50 uL, que contenia 25
pwL de EconoTaq PLUS GREEN 2X Master
Mix, la concentracion de los cebadores era:
GADA670 0,5uL de cada cebador, Nuc484
0,5uL de cada cebador, LM404 0,5 uL de
cada cebador; 10 ng de ADN extraido y
Agua Libre de Nucleasa. Para el control
negativo de la reaccion se utilizé Agua
Libre de Nucleasa. La amplificaciéon por
PCR se realiz6 manteniendo las mismas
condiciones especificadas en la PCR simple.
Una vez completada la reaccion, todos
los productos de amplificacion de PCR
se detectaron mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2%, utilizando SYBR
Safe DNA Stain, y se visualiz6é bajo un
transiluminador (Transilluminator Model
M-20 95-0216-01, Upland, C.A 91786,
USA).
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EspeciFicipap DE LA MPCR

Para evaluar la especificidad de la mPCR
se confirmo la selectividad de cada cebador
mezclando los 3 pares de cebadores con
varias combinaciones aleatorias de ADN de
control positivo y luego amplificando con
las condiciones estandarizadas de la mPCR.
El ADN extraido de cultivos puros de los 3
patdgenos estudiados se emplearon como
control positivo.

Luego se tomaron otras cepas
disponibles de aislamientos del laboratorio
de la catedra de Microbiologia de Alimentos
de la Facultad de Farmacia UCV y las
suministradas por el Instituto Nacional de
Higiene Rafael Rangel, para la evaluacion
de la especificidad.

SENSIBILIDAD DE LA MPCR

La sensibilidad se evalu6, en primer
lugar, utilizando el ADN extraido por
separado de los 3 cultivos puros en caldo
nutritivo, para determinar los limites de
deteccion de cada PCR simple y mPCR.
Posteriormente, se realizaron pruebas
utilizando ADN extraido de co-cultivos
realizados en agua peptonada con y sin
matriz alimenticia inoculada artificialmente.

Resultados

SELECCION DE LA DILUCION PARA EXTRACCION
DE ADN

Luego de realizarse las siembras de los
agares selectivos de la muestra de queso
blanco fresco, se procedié a seleccionar
la dilucién que report6é entre 10 y 250
UFC, siendo esta la dilucién 1x10%*, la cual

reportdé un contaje promedio de 214 UFC
para S. aureus en Agar Baird-Parker, para
E. coli se obtuvo un promedio de 10 UFC
en el Agar MacConkey y 12 UFC para L.
monocytogenes en Agar Oxford Modificado
(Figuras 1y 2).

CUANTIFICACION DEL MATERIAL GENETICO
EXTRAIDO

Se realiz6 la cuantificacion mediante
espectrofotometria UV a longitudes de onda
de 260nmy 280nm de varios ADN genémicos
extraidos con el kit, y se seleccionaron para
la PCR aquellas muestras que reportaron
una tasa superior a 1,7 y concentraciones
para cumplir con los requerimientos del
Kit de la master mix para PCR (10ng/uL de
ADN).

Los resultados mostraron la deteccion
de L. monocytogenes, E. coliy S. aureusy
que la intensidad de las bandas disminuye a
medida que disminuyen las concentraciones
de ADN colocadas en cada carril (Figuras 3A
y 3B).

ESPECIFICIDAD DE LOS CEBADORES POR EL ADN
BACTERIANO

Para determinar los limites de deteccion
de cada PCR simple en condiciones
optimizadas se realizaron varias
electroforesis en gel de agarosa al 2%,
siguiendo un gradiente decreciente del ADN
utilizado en las reacciones. Las cantidades
de ADN utilizadas en cada mezcla se
calcularon experimentalmente a partir de
la concentracion minima de ADN requerido
para el método de mPCR.

En cuanto a la especificidad, se realizaron
diversas electroforesis utilizando variedad
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Figura 1.Recuento en placas de las diluciones seriadas de la muestra de queso blanco
fresco para S. aureusen Agar Baird Parker y E. colien Agar MacConkey. De izquierda
a derecha desde la dilucién 1x10?* hasta la 1x10°, por duplicado

Figura 2. Recuento en placa de las diluciones seriadas de la muestra de queso blanco
fresco en Agar Oxford para L. monocytogenes. De izquierda a derecha desde la
dilucién 1x10! hasta la 1x10°

de cepas de referencia obtenidas del
Cepario de la Catedra de Microbiologia de
Alimentos de la Facultad de Farmacia de
la UCV y del Instituto Nacional de Higiene
Rafael Rangel (Figura 4).

En la corrida electroforética de la Figura
5 se pudo observar que la PCR amplifico
para las bandas correspondientes a 404pb
para L. monocytogenes, 484pb para S.
aureusy 670 pb para E. coli, por lo que se
evidencia que en el pool de cepas puras
control, se logran observar las tres bandas
pertenecientes a cada microorganismo
estudiado, confirmando que los cebadores
reconocen el material genético especifico
para cada uno.

En la corrida electroforética de la Figura
6 de la muestra de queso y controles, se

logré observar las bandas correspondientes
a 404pb para L. monocytogenes 'y 484pb
para S. aureus, mas no se evidencia la
banda perteneciente a 670 pb para E. coli.

PCR Simple y PCR Multiplex

PCR SimMpLE

En primer lugar, se aplico la deteccion por
PCR simple de cultivos puros individuales
para verificar el correcto rendimiento de
cada par de cebadoresy el rendimiento del
método de extraccion de ADN. Los resultados
demostraron que la amplificacion especifica
de E. coli, S. aureus 'y L. monocytogenes
produjo amplicones de diferentes tamanos,
correspondientes a 670 pb, 484 pb y 404
pb, respectivamente, que aparecen como
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L 1 2 3 4 5

B.L123456L78 9101112

Figura 3. A. Deteccién de la sensibilidad de los primers para Listeria monocytogenes amplificada LM 404 bp. L,
marcador de 50pb., banda 1 al 5 de la concentracién 9,86 ng/uL hasta 1,95 ng/uL. B. Deteccién de la sensibilidad de los
primers para Escherichia coli, GADA 670 bp y Staphylococcus aureusNuc 484 bp. L, marcador de 50pb., banda 1 a
la 6, de la concentracién 28,2 ng/uL hasta 3,71 ng/pL; banda de 7 a la 12, de la concentracién 5,27 ng/uL hasta 0,69 ng/uL

LiCi 1 2 C23 4 C3 56 L

Figura 4. Determinacion de la especificidad de los cebadores
de E. coli GADA 670pb, S. aureus Nuc 484pb y de L.
monocytogenes LM 404 pb, por las cepas puras individuales.
L,, marcador de 50pb, C,, control negativo de E. coli, 1y
2, cepa pura de E. coli amplificada; C,, control negativo de
S. aureus, 3 y 4, cepa pura de S. aureus amplificada; C,,
control negativo de L. monocytogenes, 5y 6 cepa pura
de L. monocytogenes amplificada, L,, marcador de 1kp

bandas distintas en el gel de electroforesis,
sin ningan producto no especifico. En la
Figura 4 se observa dicho rendimiento.

mPCR

Después de validar los cebadores
mediante PCR simple, se realiz6 la
multiplexacion llevando a cabo mediante
una integracion progresiva de cebadores

Figura 5. Determinacién de la especificidad de los
cebadores de L. monocytogenes LM404 a 404bp, S.
aureus Nuc484 bpy E. coli GADA 670 bp en un pool de
microorganismos. A, pool de las cepas puras en estudio, E.
coli, S. aureusy L. monocytogenes;L, marcador de 50pb

que se mezclaron en una sola reaccion con
sus respectivos ADN diana (PCR multiplex).
Para asegurar la amplificacion de los tres
fragmentos objetivo y para evitar reacciones
no especificas, la temperatura de hibridacion
se optimizo en el equilibrio de concentracion
de los tres pares de cebadores en la reaccion.

En la deteccién por mPCR de los
microorganismos patégenos a partir
del pool de cepas puras se observaron
las tres bandas correspondientes a L.
monocytogenes, S. aureusy E. coli. Dicha
deteccion obedece a la Figura 5.
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Lt Ci 1

2 C23 4 C3

5 6 Lo

Figura 6. Determinacion de la especificidad de los cebadores
de L. monocytogenes LM404a 404bp, S. aureusNuc
484 bpy E. coli GADA 670 bp en una muestra de queso
blanco fresco en comparacion con las cepas puras individuales
de los microorganismos. L,, marcador de 50pb, C,, control
negativo de E. coli, 1y 2, cepapurade E. coliamplificada; C,
control negativode S. aureus, 3y 4, cepapurade S. aureus
amplificada; C,, control negativo de L. monocytogenes,5y
6 cepa purade L. monocytogenesamplificada, L, marcador
de 1kp; C,, control negativo de muestra A; A, muestra de queso
con ADN amplificado; C,, control negativo de muestra B; B,
muestra de queso con ADN amplificado

En la corrida electroforética de la
muestra de queso blanco fresco (Figura 7)
se observaron correctamente las bandas
de L. monocytogenes 'y S. aureus, Sin
evidencia de la banda correspondiente a
E. coli (duplex PCR).

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 L

Figura 7. Deteccién de microorganismos patégenos
L. monocytogenes (cebador LM404 a 404bp) y
S. aureus (cebador Nuc 484 bp) en la muestra de queso
blanco fresco inoculada. L, marcador 50pb; bandas de 1 a
5 correspondientes a la muestra A de queso blanco; bandas
de 6 a 10 correspondientes a muestra B de queso blanco: L,
marcador de 50pb

Discusion y Conclusiones

La utilizacion del método de PCR permite
obtener resultados mas rapidos, dado que
el método tradicional de recuento en placas,
que requiere de la confirmacion de los
resultados mediante pruebas bioquimicas,
alarga el tiempo para la identificacion y
reporte de los microorganismos de interés
(Aladhadh, 2023).

La estandarizacion del método para la
matriz de queso se realizé inoculando la
matriz con los microorganismos de interés,
Listeria monocytogenes, S. aureusy E. coli,
y la presencia de éstos se determiné luego
a través de la PCR muiltiple.

Los primeros resultados estan
relacionados a la deteccion del numero
de UFC de cada microorganismo, que se
determin6é mediante una dilucién seriada
1:10 en caldo nutritivo, seguida de la
siembra de 0,1 mL de cada dilucion para
obtener un recuento de colonias viables
mediante el método de siembra por
superficie en placas de agar selectivo.
Las colonias se contaron después de una
incubacién nocturna a 37°C. A partir de aqui
se determiné la concentracion a utilizar
para realizar la extracciéon del ADN de las
muestras.

Otros investigadores también han
estandarizado la deteccion de patdogenos
en alimentos por mPCR utilizando el ADN
extraido de alicuotas de recuperacion
de co-cultivo de matrices alimentarias
inoculadas artificialmente. Boukharouba
y col., reportaron en el ano 2022 la
recuperacion de 4 patégenos Escherichia
coli (E. coli), Listeria monocytogenes (L.
monocytogenes), Staphylococcus aureus
(S. aureus) y Salmonella enterica (S.
enterica) en hojas de lechuga y carne picada,
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de acuerdo con las condiciones optimizadas
mencionadas anteriormente. Por su parte,
Chen y col., en 2022, reportaron que los
limites de deteccion de Salmonella, E.
coliy S. aureus en medio puro fueron de
100, 100 y 10 UFC/mL, respectivamente,
lo que permite utilizar este método en el
monitoreo de la contaminacion microbiana
en medicamentos y alimentos.

Con respecto a la estandarizacion de las
condiciones de reaccion de la PCR multiple,
luego de evaluar varias condiciones,
se determiné que la temperatura de
hibridacion 6ptima para la combinacion
de primers utilizada es de 59°C, con lo
cual se pudo observar las bandas de los
microorganismos de interés.

Como ha sido descrito por Li y col., en
2022, la disminucion en la especificidad
de amplificacion puede deberse a una
baja temperatura de hibridacion, por
el contrario, en una PCR multiple, un
incremento en la temperatura de annealing
(temperatura de hibridacion), pudiera
evitar que se observen algunas bandas.
La temperatura de alineamiento es la
temperatura a la cual los primers se unen
con el ADN plantilla. La tempertura de
alineamiento es la temperatura a la cual
el primer se hibridiza al ADN template. Liy
col. (2017), luego de probar temperaturas
de hibridacién desde 48 hasta 68°C,
sugieren que el brillo de las bandas
observadas en la PCR multiple depende
de la temperatura de hibridacion. Li y col.
(2017), en un estudio de PCR multiplex para
la determinacion de los microorganismos
V. parahaemolyticus, L. monocytogenes, E.
coli O157:H7, C. sakazakii, S. flexneri, F.
putida, V. vulnificus, and V. alginolyticus,
reportaron que mejoraron el brillo de las
bandas modificando las concentraciones
de los primers.

En el presente trabajo, la eficiencia de
amplificacion para la deteccion de Listeria
monocytogenes, E. coliy de S. aureus, se
mejoro ajustando la concentracion de los
cebadores, quedando 1 uM para E. coli, 0,5
uM para S. aureusy 0,25 uM para Listeria
monocytogenes, con el fin de equilibrar
eficazmente la eficiencia de amplificacion
de cada par de cebadores y el brillo de las
bandas.

Recomendaciones

Se recomienda continuar con la
estandarizacion del PCR multiple que
permita la deteccion simultanea de los
patogenos L. monocytogenes, S. aureusy
E. coli en queso blanco fresco. Se sugiere
incluir mas patégenos (Tao y col., 2020)
para detectar en una misma mezcla
de reaccion, lo cual permitira prevenir
enfermedades transmitidas por alimentosy
proteger la salud de la poblacién de manera
mas eficiente.
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