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Articulo de Revision  wm

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

TECNICAS MOLECULARES PARA LA DETECCION E
IDENTIFICACION DE PATOGENOS EN ALIMENTOS:
VENTAJAS Y LIMITACIONES

Carolina Palomino-Camargo'2® Yuniesky Gonzalez-Mufioz'?°

RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos, ocasionadas por microorganismos patdgenos, constituyen un grave
problema de salud publica a nivel mundial. Los métodos microbiolégicos utilizados comunmente en la deteccion de estos
patégenos, de origen alimentario, son laboriosos y consume mucho tiempo. Esta situacion, aunada a la demanda por
resultados inmediatos y a los avances tecnolégicos, ha conducido al desarrollo de una amplia gama de métodos rapidos
en las ultimas décadas. En base a esto, la presente revision describe las ventajas y limitaciones de los principales métodos
moleculares utilizados en la deteccion e identificacién de microorganismos patégenos transmitidos por alimentos. Para
ello, se considerd la actualidad de la informacién consultada, el analisis objetivo de la tematica y su alcance. La literatura
reciente reporta un numero significativo de técnicas moleculares, alternativas, sensibles y selectivas para la deteccion,
enumeracion e identificacion de microorganismos patégenos en alimentos, siendo la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) la plataforma mas popular, mientras que la secuenciacion de alto rendimiento se perfila como una técnica de gran
aplicabilidad a futuro. Sin embargo, aun con todas las ventajas que ofrecen estas novedosas metodologias, no se deben
pasar por alto sus limitaciones. Asi, por ejemplo, los métodos moleculares no constituyen protocolos estandarizados, lo
que dificulta su utilizacién en algunos casos. Por esta razén se debe trabajar arduamente para superar tales limitaciones
y mejorar la aplicacion de estas técnicas en matrices tan complejas como los sistemas alimenticios.

Palabras clave: Técnicas de diagndstico molecular; Inocuidad de los alimentos; Enfermedades transmitidas por los
alimentos; Microbiologia de alimentos; Epidemiologia molecular (fuente: DeCS BIREME).

MOLECULAR TECHNIQUES FOR DETECTION AND
IDENTIFICATION OF PATHOGENS IN FOOD: ADVANTAGES AND
LIMITATIONS

ABSTRACT

Foodborne diseases, caused by pathogenic microorganisms, are a major public health problem worldwide. Microbiological
methods commonly used in the detection of these foodborne pathogens are laborious and time consuming. This situation,
coupled with the demand for immediate results and with technological advances, has led to the development of a wide range
of rapid methods in recent decades. On this basis, this review describes the advantages and limitations of the main molecular
methods used in detection and identification of foodborne pathogens. To this end, we considered how recent the information
was published, the objective analysis of the topic and its scope. Recent literature reports a significant number of alternative,
sensitive and selective molecular techniques for detection, enumeration and identification of pathogenic microorganisms in
food. Polymerase chain reaction (PCR) is the most popular platform, while high performance sequencing is emerging as
a technique of wide applicability for the future. However, even with all the advantages of these new methodologies, their
limitations should not be overlooked. For example, molecular methods are not standardized protocols, which hinders its
use in some cases. For this reason, hard work should be done to overcome these limitations and improve the application of
these techniques in complex matrices such as food systems.

Key words: Molecular diagnostic techniques; Food safety; Foodborne diseases; Food microbiology; Molecular
epidemiology (fuente: DeCS BIREME).
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INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA)
son un problema de salud publica en todo el mundo y una
causa importante de morbilidad, lo cual supone una carga
econdmica significativa para las naciones, perjuicios para
los consumidores y un impacto al comercio internacional
de productos alimenticios (4. Mas de 250 enfermedades
conocidas se transmiten a través de alimentos. Su
incidencia ha aumentado considerablemente durante las
ultimas décadas por la rapida globalizacion del mercado
de alimentos y por los profundos cambios en los habitos
alimenticios. Ademas, este problema se acrecienta con el
surgimiento de nuevas formas de transmision, la aparicion
de grupos poblacionales vulnerables, y el aumento de
la resistencia a los compuestos antimicrobianos en los
microorganismos patdgenos 29,

Se sabe que alrededor de 40 diferentes patégenos de
origen alimentario causan enfermedades humanas @.
Mas del 90% de los casos confirmados y las muertes
causadas por dichos patdgenos han sido atribuidos
a bacterias ®. Entre las bacterias mas comunes se
encuentran; Clostridium botulinum, Escherichia coli,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, Staphylococcus aureus, Shigella spp.,
Bacillus cereus, y Campylobacter jejuni ®). No obstante,
aproximadamente el 98% de los microorganismos
encontrados en los productos alimenticios no son
patdgenos ©. Por esta razoén, se requiere desarrollar
pruebas de diagndstico que puedan detectar
especificamente el microorganismo de interés ©.

Lainocuidad de los alimentos es un concepto inherente a
la seguridad alimentaria, y esta relacionada con muchos
aspectos de las tecnologias de produccion agraria, a la
manipulacion y elaboracion de alimentos, constituyendo
una importante prioridad politica en todo el mundo ?4.
Por lo tanto, el desarrollo y la optimizacion de alternativas
novedosas para el seguimiento, caracterizacion y
enumeracion de patdgenos en alimentos es uno de los
aspectos clave en la microbiologia de alimentos ), y se
vuelve cada vez mas importante para la agricultura, la
industria alimentaria y los consumidores.

Los métodos microbiolégicos clasicos implican,
generalmente, el uso de un apropiado cultivo de
preenriquecimiento y enriquecimiento, el aislamiento en
medios selectivos y la posterior confirmacion mediante
pruebas bioquimicas morfoldgicas y/o serologicas. Todo
esto es laborioso, la obtencidon de resultados puede
tomar dias o semanas y, adicionalmente, presentan
baja sensibilidad. Aunado a ello, se ha demostrado
que algunas células bacterianas pueden entrar en
un estado viable pero no cultivable (VPNC), debido
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al procesamiento al que se sujeta el alimento, lo que
imposibilita el uso de los métodos de cultivo como
herramienta de diagndstico. Una serie de métodos
moleculares alternativos, rapidos y sensibles para la
deteccion, identificacion y cuantificacion de patdégenos
transmitidos por alimentos han sido desarrollados para
superar estos inconvenientes 2689,

El objetivo de la revision es describir los distintos métodos
moleculares utilizados para la deteccion, e identificacion de
microorganismos patdgenos transmitidos por alimentos,
haciendo particular énfasis en sus ventajas y limitaciones.

METODOLOGIA

Se realizé una revisidon de tipo narrativa, no sistematica,
referente a las técnicas moleculares utilizadas actualmente
en la deteccion e identificacion de patégenos en alimentos,
destacando a la vez, sus aplicaciones, ventajas y
limitaciones. La recoleccion de la informacion se efectud
durante noviembre y diciembre de 2013. La busqueda se
llevo a cabo en las bases de datos Science Direct, Springer
Journal y Medline. La estrategia de busqueda estuvo
caracterizada por los siguientes criterios: actualidad de la
informacién consultada, analisis objetivo de la tematica y
alcance de la misma. Los términos de busqueda aplicados
fueron: Molecular diagnostic techniques, food safety,
foodborne diseases, molecular epidemiologyy advantages
and limitations of molecular diagnostic techniques. Se
incluyeron articulos en inglés y espariol.

METODOS MOLECULARES PARA LA
DETECCION E IDENTIFICACION DE
PATOGENOS TRANSMITIDOS POR
ALIMENTOS

Los principales avances en los ensayos de deteccion de
patdgenos en alimentos, basados en acidos nucleicos, se
produjeron a partir de 1980 (9. Los primeros métodos de
identificacién molecular fueron la hibridacion ADN-ADN,
el analisis de secuencias del ADNr 16S, |a hibridacion con
una sonda especifica y el analisis RFLP o ribotipificacion.
En contraste con las caracteristicas fisiologicas y
bioquimicas, la identificacion molecular se basa en la
composicion constitutiva de los dcidos nucleicos mads
que en los productos de su expresion. Estos métodos
moleculares se utilizan a menudo en asociacion con la
identificacion microbiolégica convencional (101,

Eldescubrimientodela PCR, laclonacion, lasecuenciacion
y la tecnologia de deteccion por fluorescencia, asi como
la accesibilidad a una gran cantidad de informacion
en la web ayudo al desarrollo de nuevas herramientas
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moleculares, cuyo uso ha aumentado enormemente la
habilidad para detectar y cuantificar bacterias patégenas
en agua y alimentos, entre estas, muchas bacterias
emergentes, como por ejemplo; Escherichia coli 0157,
Helicobacter pylori, Campylobacter spp., las cuales han
representado una seria amenaza para la salud publica
mundial. La segunda generacion de métodos moleculares
para la deteccion e identificacion de géneros y especies
son la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), la
PCR multiple, la secuenciacion de genes especificos,
el analisis de restriccion del ADN ribosomal amplificado,
entre otros (12,

Recientemente, se ha dado un paso hacialas plataformas
moleculares mas sofisticadas para la identificacion
de microrganismos patégenos, incluyendo sistemas
de amplificacion in vitro en tiempo real, biosensores y
microarreglos ©), los cuales han sido desarrollados o se
estan desarrollando para su uso como métodos rapidos
en la deteccion de patdgenos en alimentos. Algunos de
los actuales métodos de deteccién molecular pueden ser
empleados, ademas, en laboratorios o establecimientos
clinicos, en sitios de observacion, tales como la granja o
el campo, en forma de kit todo en uno.

APLICACION DE TECNICAS .
MOLECULARES EN LA DETECCION E
IDENTIFICACION DE PATOGENOS
TRANSMITIDOS POR ALIMENTOS

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La enumeracion de patégenos transmitidos por alimentos
es un aspecto principal del diagndstico molecular
microbiolégico, especialmente si quiere utilizarse para la
evaluacion cuantitativa del riesgo. La reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) es la técnica de diagndstico
molecular mds ampliamente utilizada debido a su
protocolo rapido y de facil uso (Figura 1). Por lo general,
2-3 h son necesarias para completar una PCR, pero hoy
en dia se estan desarrollando sistemas de PCR mas
avanzados para generar un resultado en cuestion de
minutos @. A continuacion se presentan varios ejemplos de
las aplicaciones de los distintos tipos de PCR en alimentos.

Existen muchas pruebas de PCR que se han descrito
para patdgenos relacionados a alimentos (Salmonella,
E. coliO157, L. monocytogenes, Campylobactery varios
otros). Estas se encuentran disponibles comercialmente
(certificado por la FDA y AOAC). Para Campylobacter
spp. se han desarrollado distintas investigaciones en
alimentos, utilizando la técnica PCR dirigida a los genes
flaA, CadF, ceuEy cdty la regién 16S del ARNr (), De
esta manera, una Unica célula de Campylobacter jejuni
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Figura 1. Etapas de la PCR*

*La técnica de PCR se basa en el principio de complementariedad de
bases del ADN y en la participacién de la enzima polimerasa que permite
la extension del fragmento a amplificar, agregando nucleétidos en
secuencia complementaria al ADN molde por medio de un proceso ciclico
que comprende tres pasos: desnaturalizacién, hibridacion y extension 20,

en leche y en muestras de agua (utilizada para el lavado
del pollo) fue identificada a través de la PCR, en conjunto
con una técnica de separacion inmunomagnética (IMS).
El tiempo de ensayo fue de 8 h, sin el enriquecimiento
de la muestra 4. Una PCR-ELISA fue empleada para
la deteccion de C. jejuni en muestras de aves de
corral. Este ensayo, dirigido al gen ceuE, fue aplicado
directamente sin el paso de enriquecimiento previo,
reportandose un limite de deteccion de 40 ufc/mL (3,

Asimismo, se han utilizado pruebas basadas en la PCR
para la identificacion de Listeria spp 'y L. monocytogenes
en distintas muestras de alimentos, leche y productos
lacteos. Por ejemplo, Gouws y Liedemann (2005) (9
utilizaron un ensayo de PCR especifico para la deteccion
del gen hlyde L. monocytogenes'y los métodos de cultivo
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convencionales para la identificacion de Listeria spp. De
los 27 productos analizados, 74% fueron presuntamente
positivos para Listeria en agar Oxford (Oxoid) y 44%
identificados como L. monocytogenes en agar RAPID’ L.
mono agar (Bio-rad). La PCR se utiliz6 como prueba de
confirmacion e identificéd a L. monocytogenes en el 37%
de la muestras analizadas. Los autores concluyeron
que la PCR fue capaz de eliminar los resultados falsos
positivos que se observaron por los métodos de cultivo.

Para la deteccion e identificacién de Salmonella spp. en
alimentos también se han desarrollado varios ensayos
PCR. Un ensayo especifico para la especie Salmonella
typhimurium, basado en la amplificacion del gen OgdH,
se ha descrito con un limite de deteccion de 100 UFC
a partir de cultivos puros y de 200 UFC a partir de las
muestras positivas de carne de pollo (9.

Para los serogrupos O174 y O177 de E. coli se han
desarrollado ensayos de PCR basados en los genes wzx y
wzy (", Paton y Paton (1998) (" desarrollaron dos estrategias
de PCR miltiple para la deteccion de stx,, stx,, eaeAy hlyA
en un caso y para regiones del operdn rfb de E. coli 0111
y O157 en el otro. Ambos ensayos fueron efectivos para
la deteccion directa y caracterizaciéon de 52 cepas de
Escherichia coli Shiga Toxigénica (serotipos O), aislados
de heces humanas, animales domésticos y alimentos. La
sensibilidad de ambos ensayos fue de 103UFC.

La PCR multiple ha sido desarrollada para la deteccion
simultdnea de dos o mds agentes patdgenos asociados
a alimentos. Un ensayo de PCR mudlltiple para la deteccion
simultdnea de Salmonella spp., L. monocytogenesy E. coli
0157: H7, luego de un cultivo de enriquecimiento, tuvo
un limite de deteccion de 1 UFC/g de carne de cerdo,
en un tiempo total de ensayo de 30 h (®. Meng et al.,
(2007) "9 detectaron la presencia de H. pylori a partir de
distintas muestras de alimento, utilizando una novedosa
PCR multiple. La especificidad del ensayo fue probada
utilizando 11 especies bacterianas distintas y a H. pylori
como control positivo. Los autores sefialaron las ventajas
de este método frente a la PCR convencional, indicando
que solo se requirieron 6 h para obtener resultados.

Muchos microorganismos patégenos, asociados a alimen-
tos son capaces de producir toxinas. Entre ellos se puede
mencionar a S. aureus, Vibrio cholerae, Clostridium botu-
linum, C. perfringens, Bacillus cereus, y E. coli. En base a
esto se han desarrollado diferentes tipos de métodos diri-
gidos a la deteccién de genes para toxinas. Estos métodos
incluyen; amplificacion e hibridacion con sondas (9.

Los métodos de PCR dirigidos a la deteccién de toxinas

se han desarrollado para varias especies bacterianas
como; V. cholerae, E. coli y algunos aislados de
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estafilococos, por nombrar unos pocos. Muchos de los
métodos basados en acidos nucleicos utilizan la PCR
para detectar toxinas diferentes o genes de virulencia
que permiten que las bacterias se conviertan en
patdgenos. La Tabla 1 contiene una lista de cebadores

Tabla 1. Primers PCR para la deteccion de genes de
toxinas bacterianas

ESPECIES TOXINAS GEN SECUENC:’;‘, 'g,';" PRIMER
Bacillus cereus Hemolisina BL hblA AAGCAATGGAATACAATGGG
AGAATCTAAATCATGCCACTGC
hbiB AAGCAATGGAATACAATGGG
AATATGTCCAGTACACCCG
hbiC GATAC(TIC)AATGTGGCAACTGC
TTGAGACTGCTCG(TIC)TAGTTG
hbID ACCGGTAACACTATTCATGC
AGATCCATATGCTTAGATGC
Eg‘ﬁ;‘r’rﬁ%ﬁt’l‘; nheA GTTAGGATCACAATCACCGC
ACGAATGTAATTTGAGTCGC
nheB TTTAGTAGTGGATCTGTACGC
TTAATGTTCGTTAATCCTGC
o TGGATTCCAAGATGTAAGG
ATTACGACTTCCTGCTTGTGC
Enterotoxina T bceT CGTATCGGTCGTTCACTCGG
GTTGATTTTCCGTAGCCTGRG
Citotoxina K ytk ACAGATATCGG(GT]CAAAATGC

GAACTC(GIC)(AIT)AACTGGGTTGGA

E"’S‘.”d’”m ToxinatipoA BONTA)  AGCTACGGAGGCAGCTATGTT
otulinum
CGTATTTCCAAAGCTGAAAAGG
ToxinatipoB BoNT(B) ~ CAGGAGAAGTGGAGCGAAAA
CTTGCGCCTTTGTTTTCTTG
Toxina tipo E - BoNT(E) CCAAGATTTTCATCCGCCTA
GCTATTGATCCAAAAACGGTGA
Toxinatipo F BoNT(F) ~ CGGCTTCATTAGAGAACGGA
TAACTCCCCTAGCCCCGTAT
Costidin e aosing e TTGTTAATACTTTAAGGATATGTATCC
perfringens
TCCATCACCTAAGGACTG
E. coli Toxina Shiga 1 stx AGTCGTACGGGGATGCAGATAAAT
CCGGACACATAGAAGGAAACTCAT
Toxina Shiga 2 stx2 TTCCGGAATGCAAATCAGTC
CGATACTCCGGAAGCACATTG
asz‘r’gg"’c"“”s Eg‘:mx" entA CCTTTGGAAACGGTTAAAACG
TCTGAACCTTCCCCATCAAAAAC
Enterotoxina B entB TCGCATCAAACTGACAAACG

Enterotoxina C entC

Enterotoxina D entD

Enterotoxina E entE

Vibrio cholerae Toxina cdlera ctxA

GCAGGTACTCTATAAGTGCCTGC
CTCAAGACTAGACATAAAAGCTAGG
TCAAAATCGGATTACATTATCC
CTAGTTTGGTAATATCTCCTTTAACG
TTAATGCTATATCTTATAGGGTAAACATC
CAGTACCTATAGATAAAGTTAAAACAAGC
TAACTTACCGTGGACCCTTC
CGGGCAGATTCTAGACCTCCTG
CGATGATCTTGGAAGCATTCCCAC

Fuente: Foley y Grant, 2007 (9.
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de PCR que se han empleado para la deteccién de
genes que codifican toxinas microbianas 9,

Muchos ensayos de PCR en tiempo real se han
desarrollado para patégenos de origen alimentario,
ofreciendo una deteccién rapida, sensible y especifica
de una serie de agentes patégenos, tras el cultivo de
enriquecimiento, asi como su cuantificacién (129, Las
ventajas de estos ensayos, junto con su facilidad de uso
y la susceptibilidad a la automatizacién los hacen muy
atractivos para su aplicacién en alimentos, con el fin de
superar la larga etapa de cultivo de enriquecimiento.
Es posible que la investigacion y la evolucion en este
campo crezcan y conduzcan a ensayos de deteccion;
rapidos, especificos y sensibles, que se puedan
realizar directamente en muestras de alimentos en un
futuro préximo (19,

Durantelos ultimos 5afioshahabidounnumerocreciente
de reportes en la literatura que describe el disefio y
aplicacion de la PCR en tiempo real para las bacterias
patégenas comunes de transmision alimentaria ©.
Por ejemplo, este tipo de prueba (con SYBR Green)
se ha aplicado para la deteccion de Salmonella, con
tiempos de ensayo de aproximadamente 2 h, sin
preenriquecimiento ?". La PCR en tiempo real (con
sondas TagMan o 5’ exonucleasa) se han utilizado para
la confirmacion de los cultivos de Salmonellay para la
identificacion de Salmonella en muestras de alimentos

previamente cultivadas en caldos de enriquecimiento @2,
La deteccion de Salmonella, a partir de 600 g de una
muestra de huevos revueltos, fue reportada por Seo
et al., (2004) 22, En este caso, la PCR en tiempo real
suministré resultados en 2 dias, mientras que para el
cultivo convencional se requirié de 5 dias.

Existe un niumero creciente de kits de PCR en tiempo
real, disponibles comercialmente para la deteccion de
patégenos transmitidos por alimentos (Tabla 2).

Entre otras variantes de la PCR se pueden citar: la
RAPD-PCR, la ERIC-PCR y la REP-PCR. EI RAPD-
PCR ha sido utilizado en la deteccién de especies de
Listeria en el entorno de procesamiento de aves de
corral y en plantas de procesamiento de vegetales
para identificar la fuente de contaminacién y las vias
de difusion ©. Igualmente, se ha empleado para la
tipificacion de E. coli y Salmonella, con resultados
satisfactorios 9.

La ERIC-PCR ha sido utilizada satisfactoriamente para
la tipificacion de algunos patdégenos asociados con
alimentos (Y. enterocoliticay Salmonella) ?". La REP-
PCR dirigida a los elementos BOX A1R de E. coli se
ha utilizado por una serie de cientificos para distinguir
entre cepas bacterianas ?®. La busqueda de secuencias
IS200 también se ha utilizado en la metodologia REP-
PCR para los serotipos de Salmonella ?°.

Tabla 2. Ejemplos de kits PCR en tiempo real, disponibles para bacterias patdgenas transmitidas por alimentos

Nombre del Kit Bacteria Fabricante Referencia
LightCycler® Kit de deteccion del género Listeria (para alimentos)  Listeria Roche (-9,23)
LightCycler® Kit de deteccion para Salmonella (para alimentos) Salmonella Roche (9,23,24)
LightCycler® Kit de deteccion de E. coli 0157 (para alimentos) E. coli Roche (9,23,24)
LightCycler® Kit de deteccion de Campylobacter (para alimentos)  Campylobacter Roche (-9,23)
Artus Kit PCR para L. monocytogenes L. monocytogenes Artus (-9)
Artus Kit PCR para Salmonella Salmonella Artus (9)
Artus Kit PCR para Campylobacter Campylobacter Artus 9)
TagMan® Kit de deteccion para Listeria monocytogenes L. monocytogenes Applied BioSystems (9,23)
TagMan® Kit de deteccion para Campylobacter jejuni Campylobacter jejuni  Applied BioSystems (9,23)
TagMan® Kit de deteccion para E. coli O157:H7 E. coli Applied BioSystems (9,23,24)
TagMan® Kit de deteccién para Salmonella enterica Salmonella enterica  Applied BioSystems (9,23,-24)
SureFood® Salmonella Salmonella spp. Congen 9)
SureFood® Campylobacter patégena gazﬁ,y I‘C)b ggltier lEp Congen 9)
SureFood® Listeria patégena L. monocytogenes Congen (9)
BAX® System para Listeria spp. L. monocytogenes Qualicon y Oxoid (23)
BAX® System para E. coli 0157 E. coliO157 Qualicon y Oxoid (23,24)
BAX® System para Salmonella spp. Salmonella spp. Qualicon y Oxoid (23,24,25)
BAX® System para S. aureus S. aureus Qualicon y Oxoid (23,24)
R.A.P.I.D.® LT real-time PCR system Salmonella spp. Idahotech (24)
R.A.P..LD.® LT real-time PCR system E. coli Idahotech (23,24)
R.A.P.I.D.® LT real-time PCR system Listeria spp. Idahotech (23)
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AMPLIFICACION BASADA EN LA SECUENCIA DE
ACIDOS NUCLEICOS

Aunque menos desarrollada que la PCR, hay una
serie de reportes en la literatura sobre los ensayos de
amplificacion basada en la secuencia de acidos nucleicos
(NASBA), incluyendo algunos que utilizan la metodologia
de tiempo real, para detectar ARNm de patégenos
asociados a alimentos @9, Otros informes sobre el uso
de esta tecnologia para la deteccion de patégenos en
alimentos se prevén con mucho interés ("9, debido a su
capacidad para detectar organismos viables.

Sin embargo, en un trabajo realizado por Rodriguez
(2004) ¢V la sensibilidad del ensayo NASBA a tiempo
real fue pobre, durante la deteccién de Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP) en muestras de
leche artificialmente inoculadas. Se requiri6 mas de
5x10° células, y la reaccion tampoco diferencié el ARN
del ADN, reduciendo asi la ventaja principal del NASBA
para la deteccién de células vivas solamente ©.

ELECTROFORESIS EN GEL DE CAMPO PULSADO

La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) se ha
utilizado para la caracterizacion de Salmonella, Listeriay
otros patégenos de transmision alimentaria. La base de
datos de estos patdgenos se almacenan en Pulse-Net
y Food Net, a las cuales puede accederse a través del
Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC), la Administracion de Alimentos y Drogas (FDA)
y el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA) ©.

Esta técnica se ha utilizado satisfactoriamente en la
tipificacion de Salmonella, aislada a partir de alimentos
de origen animal y pacientes humanos ©2. La PFGE
también ha sido extensamente utilizada a nivel mundial
para la vigilancia e investigacion de los brotes de E.
coli O157:H7, el trazado de las vias de transmisién y
el rastreo de las fuentes de brotes de restaurantes,
granjas, aguas contaminadas, animales, humanos, y/o
equipos ©9,

Un ejemplo de la utilidad de las técnicas moleculares,
durante la investigacion epidemioldgica, se puede
evidenciar en diversos brotes de ETA que por asociacion
estadistica llegan a ser significativos cuando se utilizan
estas técnicas. El brote por consumo de hamburguesas
en el afio 2000, en EE. UU., solo fue significativo cuando
se empled la electroforesis en campo pulsado (PFGE).
Mediante la investigacion por métodos tradicionales
no hubo probabilidad significativa, lo cual generd que
se descartara el evento como un brote de ETA @4, La
PFGE también ha reportado gran utilidad en los estudios
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epidemioldgicos moleculares de Y. enterocolitica 9y
varias especies de Shigella 9,

Actualmente, la Pulse-Net EE. UU. ha estandarizado
protocolos de PFGE para E. coli 0157, S. enterica,
Shigella spp., L. monocytogenes, Campylobacter spp.
termotolerante y V. cholerae ¢,

BIOSENSORES

Varios métodos basados en biosensores se han aplicado
exitosamente en la deteccion de patdégenos alimentarios.
Estos sensores se han desarrollado utilizando ADN,
técnicas inmunoldgicas y péptidos de fagos (Tabla 3) ©.

El uso de biosensores en un estudio demostrd que E. coli
y Salmonella podrian detectarse en leche descremada,
con limites de deteccion de 25 y 23 UFC/mL
respectivamente @), El ensayo se llevd a cabo en un

Tabla 3. Métodos biosensores para la detecciéon de pa-
tdgenos en alimentos y otros compuestos relacionados
con alimentos

Técnicas de
deteccion

Compuestos

Organismos detectados

Biosensores Bacillus anthracis,
basados en Patdgenos Escherichia coli, Listeria
ADN monocytogenes

Aflatoxinas, PCB,

Compuestos et
pesticidas

E. coli O157:H7,

Salmonella enterica sv.

typhimurium

Biosensores
basados en
enzimas

Patogenos

Pesticidas, antibioticos
(leche), acido
benzoico(bebidas de
soda), L lactasa ' (pasta
de tomate), aminas
biogenas ' (sauerkraut)

Compuestos

Bacillus cereus,
Campylobacter spp., E.
coli, L. monocytogenes,
S. enterica sv.
enteritidis, S. enterica
sv. typhimurium,
Staphylococcus aureus,
Yersinia pestis

Biosensores
basados en
anticuerpos y
receptores 2

Patdgenos

Pesticidas, antibioticos
(leche), solventes
organicos, alfatoxinas,
enterotoxina B
estafilocdccica

Compuestos

"Compuestos para indicar frescura en el alimento.
2Biosensores que combinan técnicas inmunoldgicas y péptidos de fagos.
Fuente: Hakovirta, 2008 ©
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tiempomenora 1 h. Los biosensores 6pticos que utilizan
una sefal fluorescente son con frecuencia los mas
comunes @8, Sin embargo, los biosensores que utilizan
transductores distintos a los dpticos se han desarrollado
para la deteccion especifica de Salmonella. Olsen
et al., (2006) ©9 utilizaron bacteriéfagos especificos
para Salmonella typhimurium. En este biosensor, la
captura de las bacterias por parte de bacteri6fagos
adsorbidos a un transductor piezoeléctrico dio lugar a
un cambio de frecuencia en la resonancia, la cual fue
medida con un dispositivo de onda acustica Maxtek.
Su et al., (2005) “0 utilizaron un anticuerpo enlazado
a la superficie de un cristal de cuarzo recubierto
con oro, con un electrodo de oro como biosensor.
Después de la captura de Salmonella, los cambios en
la impedancia de alta frecuencia fueron directamente
relacionados con el numero de células de Salmonella
capturadas. Pathirana et al., (2000) “" y Kim et al.,
(2003) “2 también utilizaron un andlisis de impedancia
similar para crear biosensores Utiles en la deteccion
de Salmonella typhimurium. Por otro lado Farabullini et
al., (2007) 3 utilizaron sensores electroquimicos para
la deteccion rapida de diferentes bacterias patogenas
transmitidas por alimentos (Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Escherichia coli 0O157:H7, vy
Staphylococcus aureus).

MICROARREGLOS

Los microarreglos consisten en un gran ndmero de sondas
(clones de ADN, productos de la PCR u oligonucleétidos
sintéticos) inmovilizadas sobre una superficie sdlida.
Tras los pasos de hibridacion y lavado, el &cido nucleico
enlazado a las sondas genera un patrén de fluorescencia
que es entonces registrado y analizado utilizando un
escaner @19, Con el rapido desarrollo de la tecnologia de
microarreglos se ha producido una acumulacion de datos
sin precedentes, recogidos por instituciones académicas
y organizaciones industriales ®. Varios microarreglos
se han desarrollado para los patdgenos asociados a
alimentos. Un microarreglo particular, basado en el gen
gyrB, fue utilizado para detectar e identificar rapidamente
a Salmonella'y Shigella “. Las diferentes especies de
Listeria también han sido discriminadas por el uso de
un microarreglo basado en seis genes de virulencia
determinantes “9),

Algunos progresos se han hecho con la identificaciéon
de patdgenos de alimentos a partir de ADN gendémico
utilizando microarreglos “8). La identificacion molecular
por microarreglos se ha demostrado para E. coli
0157: H7 @My Yersinia “® a partir de cultivos, tras la
amplificacion por PCR de los genes blanco. En el caso
particular de este ultimo microorganismo, la deteccion
e identificacion fue realizada en muestras de leche

completa pasteurizada adulterada, utilizando este
enfoque.

Un ensayo que incorporaba sefales de amplificacion
y la tecnologia de microarreglos en suspension fue
reportado para la identificacion y subtipificacion de
L. monocytogenes a partir de ADN gendmico ©9.
Arreglos de microperlas han sido desarrollados para
la identificacion de Salmonella spp. Una PCR muiltiple,
para E. coli O157: H7 (genes eaeA, hlyA, stx1y stx2)
y Salmonella (invA), combinada con un sistema de
microarreglos en suspension mostrd una elevada
sensibilidad para ambas especies “9,

Wang et al., (2008) % presentd un ensayo basado
en arreglos para la identificacion de 23 patdgenos
transmitidos por alimentos. Su arreglo fue disefiado para
hibridar al gen 16S del patégeno blanco. Los autores
encontraron una reactividad cruzada, esperada de
manera tedrica. Sin embargo, esta reactividad cruzada
no obstaculizé la clasificacidon correcta del aislado,
debido a los patrones de hibridacion especifica de los
patégenos.

Wondwossen (2007) ©" desarrolld  microarreglos
de oligonucledtidos para la deteccion rapida, el
diagndstico y la caracterizacion de bacterias patdgenas
(Campylobacter, Salmonella 'y Yersinia) y virus
(Norovirus) mas importantes presentes en la carne
de cerdo. Este autor realizé la comparacion entre dos
microarreglos, cuyas diferencias se basaron en el disefio
de la sonda, el montaje y la conformacion de la sonda en
la lamina de vidrio. Los resultados obtenidos indicaron
que los microarreglos empleados pueden identificar
un amplio rango de bacterias patdgenas y ayudar a
la caracterizacion de la resistencia antimicrobiana y
los genes de virulencia presentes, lograndose de esta
forma una gran sensibilidad y especificidad.

PIROSECUENCIACION 454: UNA NUEVA
HERRAMIENTA PARA LA DETECCION DE
PATOGENOS EN ALIMENTOS Y MEDIOAMBIENTE

La tecnologia de secuenciacion de acidos nucleicos
ha dado pasos increibles en los ultimos cinco afos,
con el desarrollo y comercializacion de microrreactores
para la rapida secuenciacion de alto rendimiento,
también conocido como pirosecuenciacion 454 ¢, Con
estas nuevas tecnologias, los genomas pueden ser
completamente secuenciados en semanas (incluso en
horas), en lugar de afios, debido a que esta metodologia
no requiere bibliotecas de ADN, ni clones ®3, solo el
acido nucleico aislado. Esta secuenciacion ha ampliado
el repertorio de los genomas bacterianos secuenciados,
incluyendo mudiltiples cepas patdgenas 4, y ha ayudado
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a identificar los agentes potenciales, bacterianos,
protozoarios o virales, asociados con enfermedades de
etiologia desconocida ©, las cuales constituyen una
tercera parte de las enfermedades transmitidas por los
alimentos en los Estados Unidos 5359,

Con el actual ritmo de los avances en la secuenciacion
de alto rendimiento, se espera que el costo asociado a
esta tecnologia se reduzca al maximo ©%. Esto significa,
que dicha secuenciacién sera asequible y podria
reemplazar algunas de las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana existente, la serotipificacion y métodos
de caracterizacion de las cepas que se utilizan en los
laboratorios de diagndstico ¢,

VENTAJAS DE LAS TECNICAS
MOLECULARES

La identificacion de los patégenos de transmision
alimentaria mediante métodos moleculares se ha
vuelto cada vez mds popular en aspectos de calidad y
seguridad, y en la produccion de alimentos, debido a que
estas técnicas suelen ofrecer muchas ventajas (Tabla
4). La PCR, una de las técnicas mas utilizadas en la
deteccion e identificacion de bacterias causantes de ETA,
es fiel exponente de tales alcances; presenta rapidez,
buen limite de deteccion, especificidad y sensibilidad,
facil automatizacion y capacidad de procesamiento
de grandes cantidades de muestras @. Para el caso

Tabla 4. Ventajas y desventajas de las técnicas moleculares ampliamente utilizadas para la identificacion de patégenos en alimentos

TECNICA
MOLECULAR VENTAJAS DESVENTAJAS
Mayor rapidez que los métodos basados en cultivos (4-24 - Dificultad para distinguir entre células vi-
h vs. 5-7 dias). vas y muertas.
- Alta especificidad y sensibilidad. - Técnicamente puede ser un reto optimizar
- PCR multiple: detecta varios patégenos al mismo tiempo. las condiciones de PCR.
PCR simple y - Automatizados. Se requiere enriquecimiento para detectar
multiple Resultados precisos y exactos a partir de la deteccion ge-  células visibles.

PCR en tiempo real

Microarreglos

Biosensores

Pirosecuenciacion

nética especifica.

Diferenciacion de varios serotipos de microorganismos.
Ejemplo: en el caso de Salmonella se pueden detectar 5-6
en una sola reaccion.

Es mas especifica y sensible que los métodos de cultivo.

No se encuentra influenciada por la amplificacion no especi- -

fica; la amplificacién puede ser monitoreada en tiempo real.

- Confirmaciéon de amplificacion especifica mediante curvas

de fusion.

Mas rapido que los métodos basados en cultivo (2-4 h vs.

5-7 dias).
- Analisis multiple (hasta 100 perlas diferentes disponibles).
- Alta sensibilidad y especificidad, se pueden caracterizar

cepas.
Labor efectiva, puede aplicarse a un formato de 96 pocillos
(pueden ensayarse 9600 muestras).

- Si debe ser incluido un blanco adicional en el ensayo, pue-

de afadirse facilmente un nuevo tipo de perla enlazada a
la sonda.

- Alta selectividad y sensibilidad.
- Automatizables y miniaturizables.

Reproducibilidad, velocidad en el analisis y ejecucion en
tiempo real.

- Andlisis mdiltiple de patdgenos en alimentos perecederos y

semiperecederos.

Permite la existencia de varias configuraciones por la diver-
sidad de las propiedades transductoras.

Larga vida dtil de los dispositivos (materiales estables y re-
sistentes).

En la mayoria de los casos es innecesario el pre-tratamien-
to de las muestras.

- Sensible, especifica y precisa.
- Secuenciacion sin electroforesis.

Rapido (7-10 h).

- Se realiza en tiempo real.
- Costos de reactivos mas bajos en comparaciéon con otros -

métodos de secuenciacion disponibles actualmente.

- Se necesita procesamiento post-PCR de

los productos (electroforesis).

Dificultad en ensayos multiples.
Labilidad del ARNm.
Posibilidad de contaminacién cruzada.

Dificultad para distinguir entre células vi-
vas y muertas.

Requiere kits 6 PCR para marcar los ge-
nes blanco.

- Ciertos biosensores pueden requerir ex—

tensos pretratamiento de las muestras.
Existen pocas plataformas de biosensores
individuales, disponibles comercialmente.

No hay deteccion de células viables sin
preenriquecimiento.

Las muestras necesitan estar preparadas
y amplificadas.

Bioinformatica compleja.
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de algunos microorganismos, la PCR no requiere
condiciones anaerodbicas en comparaciéon con el método
de cultivo clasico . Adicionalmente, a través de los
métodos moleculares se identifican microorganismos que
no pueden ser estudiados por técnicas convencionales o
que no pueden cultivarse en substratos artificiales ©.

Asimismo, no se puede pasar por alto que los
microorganismos transmitidos por alimentos estan
cambiando constantemente, debido a su inherente
capacidad de evolucionar y su sorprendente habilidad
para adaptarse a las diferentes formas de estrés (V.
Por lo tanto, la seguridad alimentaria debe ser vista
como un proceso continuo, influenciado por factores
ambientales, socioecondémicos, politicos y culturales.
En este sentido, los métodos moleculares, sin duda
alguna, pueden ayudar en la deteccion de patdégenos en
alimentos 2. Muchas de estas técnicas son mejoradas
con el fin de subsanar los inconvenientes encontrados,
dando paso a nuevos y variados métodos. Por ejemplo,
la nanotecnologia se esta convirtiendo en el estandar
para los ensayos de diagndstico y su combinacion con
anticuerpos monoclonales, junto a la técnica de la PCR,
ha generado resultados muy especificos y sensibles ©.

LIMITACIONES DE LAS TECNICAS
MOLECULARES

Entre las desventajas (Tabla 4) de los métodos
moleculares se puede citar, en primer lugar, que aun
no estan ampliamente incorporados en los métodos
estandarizados, por lo cual resultan inadecuados
en algunos casos. Adicionalmente, requieren, en
comparacion con los métodos de cultivo, equipos y
reactivos costosos (72,

Estas técnicas también son relativamente complicadas;
necesitan experticia y utilizan productos quimicos
peligrosos, por lo que el analisis rutinario de muchas
muestras resulta poco practico. Debido a la falta de
protocolos estandarizados y a la calidad variable de
equipos y reactivos, la metodologia tiene dificultades
para pasar de expertos a usuarios finales de los
laboratorios 7,

Otros factores que limitan la aplicacion de PCR, y de otros
métodos moleculares, en la deteccion e identificacion de
microorganismos patégenos en alimentos, destaca la
presencia de sustancias que pueden ejercer un efecto
inhibitorio sobre la reaccion. La existencia de tales
inhibidores en alimentos, muestras clinicas y ambientales
ha sido reportada por varios autores. Estos pueden actuar
a diferentes niveles durante el proceso de extraccion y

amplificacion de los acidos nucleicos y, en consecuencia,
puede producir la subestimacion de la carga bacteriana,
asi como resultados falsos negativos 2%, En los métodos
basados en la PCR, la ADN polimerasa es probablemente
el sitio blanco mds importante de las sustancias
inhibidoras. La generacién de resultados positivos por la
amplificacion in vitro de ADN procedente de organismos
muertos, presentes en muestras de alimentos, es otra
limitacion potencial ©9. No obstante, la utilizacion del
ARNr como secuencia blanco puede ofrecer una solucion
a este inconveniente ™,

CONCLUSIONES

Las técnicas de diagndstico molecular representan una
alternativa prometedora en el campo de los alimentos,
debido a su rapidez, elevada sensibilidad y eficiencia
para la deteccion temprana de microorganismos
patégenos. Por ello, el niumero de métodos moleculares
con potencial utilidad en el area de microbiologia de
alimentos se ha ido incrementando y diversificando,
cada uno con sus respectivas fortalezas y debilidades,
las cuales deben tomarse en cuenta a la hora de cumplir
con los objetivos planteados. La PCR destaca como
el método de diagndstico molecular mas aplicado en
el area de alimentos y, recientemente, variaciones de
este, como la PCR en tiempo real, han sumado ventajas
adicionales a esta técnica, entre las que se destaca
una mayor velocidad en la obtencion de resultados. Sin
embargo, los equipos y reactivos resultan mas costosos
que aquellos empleados en los métodos tradicionales de
cultivo. Esta desventaja es caracteristica en la mayoria
de las técnicas moleculares descritas.

La secuenciacion de alto rendimiento, por su parte, se
vislumbra como una herramienta novedosa con un futuro
prometedor para la industria de los alimentos, debido,
entre otras ventajas, a su rapidez y alta precision. No
obstante, la complejidad de la bioinformatica requerida
constituye una de las limitantes mas notorias.

Por dultimo, se debe acotar que los esfuerzos de
estandarizacion y normalizacion de estos métodos
son un requisito indispensable para lograr la aplicacion
practica y rutinaria de estas técnicas en la deteccion
e identificacion de microorganismos patdgenos
transmitidos por alimentos.
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