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en leche tomando como referencia la norma 
ISO 16140-2:2016

Nestlé, IZSLER, NEIKER

00 | 08/11/19 | IA Sevilla



01 | 08/11/19 | IA Sevilla

cultivo

PCR

PMS-PA

Nestlé
(DUND-101721

ParaTB)

Nestlé
(DUND-101721

ParaTB)

NEIKER
&
IZSLER

NEIKER
&
IZSLER

Paratuberculosis

¡¡¡!
!!¡¡¡!
!!



Objetivo
Evaluar el rendimiento de 3 métodos para la detección de M. avium subsp. 
paratuberculosis (MAP) en leche

Abordaje
Evaluación ciega por dos laboratorios independientes siguiendo el protocolo internacional 
ISO 16140-2:2016 (Microbiología de la cadena alimentaria. Validación de métodos)

- Parámetros: · Sensibilidad (SE) y Veracidad (Trueness; T)

· Límite de Detección (LOD95). Compl. log-log model (Wilrich et al. 2009)
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Nº muestras 
por método

Nivel de inoculación L0 L1 L2

Leche tratada térmicamente 32 16 32

Leche en polvo 32 16 32

Leche cruda 32 16 32

Nº muestras
por método

Nivel de inoculación L0 L1 L2 L3

Leche tratada térmicamente 10 40 40 10

Leche en polvo 10 40 40 10

Leche cruda 10 40 40 10

NestléNestlé

NEIKER & IZSLERNEIKER & IZSLER

PMS-PAPCR

ESTUDIO 1
SE y T (360 muestras/lab)

ESTUDIO 2
LOD (450 muestras/lab)

Cultivo
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Cultivo

HEYM comercial y casero
descontaminación (leche cruda)
(Grant et al. 2002)

PCR

DNA: Adiapure
real-time PCR IS900 y F57
(Donaghy et al. 2011, Ricchi et al. 2014)

PMS-PA

peptide-mediated magnetic separation & phage-assay
confirmación calvas: real-time PCR IS900
(Donaghy et al. 2011, Ricchi et al. 2014, Foddai et al. 2017)
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Imagen cedida por Prof. I. Grant

Peptide-mediated magnetic separation (PMS)Peptide-mediated magnetic separation (PMS)
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50 ml



IS900 
real-time 

PCR
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Phage amplification assay (PA)Phage amplification assay (PA)

Imagen cedida por Prof. I. Grant

MAP en la 
muestra

PMS



Resultados Estudio 1: Sensibilidad y VeracidadResultados Estudio 1: Sensibilidad y Veracidad
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IS900 qPCR (87-100%; global 95%)

Cultivo (69-94%; global 81%)

F57 qPCR (49-98%; global 76%)

PMS-PA (34-45%; global 40%)
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Resultados Estudio 1: Sensibilidad y VeracidadResultados Estudio 1: Sensibilidad y Veracidad
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IS900 qPCR (83-99%; global 93%)

Cultivo (81-95%; global 89%)

F57 qPCR (68-98%; global 85%)

PMS-PA (48-50%; global 49%)
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MÉTODO Log CFU/50 ml (CI 95%) CFU/ml

Leche tratada 
térmicamente

cultivo 2,44 (2,26;2,61) 5

IS900 qPCR 3,62 (3,44;3,80) 83

F57 qPCR 4,26 (3,97;4,54) 364

PMS-PA 4,30 (3,99;4,62) 399

Leche en polvo

cultivo 2,86 (2,57;3,15) 14

IS900 qPCR 3,34 (3,11;3,58) 44

F57 qPCR 3,78 (3,58;3,98) 121

PMS-PA 3,80 (3,59;4,00) 126

Leche cruda

cultivo 4,83 (4,53;5,15) 1.352

IS900 qPCR 3,37 (3,13;3,62) 47

F57 qPCR 4,34 (4,11;4,57) 438

PMS-PA 4,30 (4,08;4,51) 399

Resultados Estudio 2: LOD95%
Resultados Estudio 2: LOD95%
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El rendimiento de PMS-PA fue inferior al de los otros dos métodos según la 
metodología ISO aplicada, por lo que no se recomienda su uso como método único 
en programas de vigilancia de MAP en leche

El cultivo y la real-time IS900 PCR son los métodos más apropiados para la detección 
de MAP en leche (ISO 16140-2:2016)

La real-time IS900 PCR representa una alternativa al cultivo apropiada y 
recomendable para el cribado de muestras, siempre que no sea necesario evaluar la 
viabilidad de MAP
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ConclusionesConclusiones
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ESKERRIK ASKO   -   MUCHAS GRACIAS
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