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En 1a industria de los alimantos la deteccidn répida de microorganismos
patogenos es fundamerial cara garantizar la calidad higiénica de los productos.
Asi mismo, la rapidez y sensidilicad del método utilizado repercute en las ventas y
en los ingresos econdmicos que de ellos se generen. En los ditimos afios los
avances realizados en =i area de la biologia molecular e ingenieria genética, han
permitido el desarrollo de iz técnica “Reaccion en Cadena de la Polimerasa”
(PCR), que ha revoluciorade diferantes areas en la investigacion cientifica, debido
a su sensibilidad, especsTicicad y rapidez (Satki y col.,1885). La utilizacion de la
PCR podria suooner un saitc imcortante en la industria de alimentos de nuestro
pais, innovando las fonmas <2 deteccion de microorganismos y minimizando los

tiempos de obtencion de rasu iaccs.

Las enfermedsdes oczsiornadas por el consumo de alimentos se han
incrementado en los L.ilimcs a”os en Méeéxico y en ef mundo (SSA, 2001)
Actualmente Salmonefiz spp coriinua siendo uno de los agentes causales mas
frecuentes de enferme<ades crginadas por el consumo de alimentos (Lacey,
1993). En particular {a leche ~asca de vaca se encuentra implicada en los brotes
de saimenelosis debidc 2 cue £or sus caracteristicas quimicas constituyen un

excelente medio para el cesarrolio de microorganismos (Marth, 1969).

Los resultados de =ste rabzjo demuestran que la sensibilidad de la técnica
desarroliada. permite determirar |2 presencia o ausencia de Sa/monella en leche,
con un limite de deteccién ¢ 1G” ufe mi™ (1 célula), en 18 horas. Asimismo, la
especificidad queda demostrada al permitir Unicamente {a identificaciéon de las

especies del género Salmonella en fas muestras.
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I.1 INOCUIDAD DE LOS ALIMENTOS

En la actualidad la inocuidad alimentaria se ha convertide en una prioridad,
tanto para la salud publica como para asegurar la competitividad y posicionamiento
de productos en el mercado internacional, por esta razén, surge la necesidad de
implementar buenas practicas de manufactura (GMP’s) en el proceso de elaboracion
de los alimentos. Un alimento inocuc es aguel que no representa ningln riesgo para
la salud, brinda seguridad al consumidor y representa un apoyo fundamentai en
salud publica, porque se reducen los indices de intoxicaciones causadas por su
consumo. El proceso de fabricacidén y manipulaciéon de alimentcs requiere un cantro!
de calidad higiénico muy estricto debido a que las materias primas son de origen
animal o vegetal y por lo general siempre estan contaminados. Por lo tanto entre ias
cualidades deseables para la calidad de los alimentos esta la exencidn de
microarganismos infecciosos. Si bien es imposible conseguir una tolerancia cero para
todos lcs micraorganismos con los procedimientos correctos de fabricacion (GMPs),
fa produccion de alimentos con un ndmera mas bajo de microcrganismos infeccicscs

es el objetivo deseable.

l.os procedimientos clasicos para controlar ia calidad microbioldgica se basan
principaimente en fas determinaciones microbiolégicas tanto en fas materias primas
como en los productos acabados, aungue para algunos productos el tiempo
necesario para obtener resultados es excesivamente largo. Asi, &l descubrimiento y

el uso de métodos rapidos de diagnastico han sido de gran utilidad.

El Sistema de Analisis de Riesgo Identificacion y Control de Puntos Criticos
{ARICPC) es el método que tiene como objetivo garantizar la inocuidad de los
alimentos desde la granja hasta las casas particulares. Los criterios microbioldgicos
consisten en normas, especificaciones y recomendaciones que minimizan los riegos
microbianos, y han sido Gtiles para asegurar la salubridad y la calidad de los

alimentos (James, 1992).



ANTECEDENTES  -3-

I1.1.1 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA's)

Normalmente, el término “intoxicacion alimentaria”, se aplica a enfermedades
producidas par microorganismos y se utiliza tanto para designar a las enfermedades
producidas por la ingestién de toxinas elaboradas por los micreorganismos, come
para designar a aquellas otras debidas a !a infeccion del haspedador a través del
tracto intestinal. Sin embargo, el conjunto de enfermedades alimentarias se clasifica

en intoxicaciones e infecciones.

Intoxicaciones: Las. intoxicaciones se ocasionan por la presencia de una toxina
bacteriana que se ha originado en el alimento. Las intoxicaciones mas comunes son:
el botulismo, originado por {a presencia de la neurotoxina producida por Clostridium
botufinum y 1a intoxicacion estafilocécica. originada por ia toxina de Sthapylococcus

aureus.

Infecciones: Las infecciones se refieren a ias enfermedades alimenarias originadas
por la entrada de bacterias en el organismos debido a la ingestion de alimentos
contaminados.

Las infecciones mas comunas se dividen en dos tipos:

1) Aqueéllas en las que los microorganismos patégencs no necesariamente se
multiplican en el alimento, sinc que el alimento solo actua como vehiculo de
transmisidn, por ejempio enfermedades como Ia tuberculosis, la difteria, la disenteria,
{a fiebre tifoidea. el colera, la hepatitis infecciosa, la fiebre Q, etc.

2) Aquéllas en las que los alimentos pueden servir de medio de cultivo para que fos
microorganismos patdgenos se muiltipliquen en él y aicancen cifras que aumentaran
la posibilidad de que el consumidor se infecte. En este tipo de enfermedades se
incluyen las producidas por: Salmonella, Vibrio parahemolyticus y Escherichia coli

enteropatégeno (Frazier y Westhoif, 1993).
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I1.1.2 Calidad higiénica de la leche

La leche es el primer alimento de consumo para el hombre, especialmente en
la alimentacidn infantil, es por ello que la industria lactea tiene la obligacién de
satisfacer las necesidades del hombre y ofrecer un alimento inocuo, asegurando asi
la salud de los consumidores, aungue para ello se requiera de métodos de control de
calidad muy complejos. La feche se define como un producto integro del ordefio
completo e interrumpido de una hembra lechera sana, bien alimentada y no fatigada.
Ha de ser recogida higiénicamente y no debe tener calostro. Tal es la definicion
adoptada por el | Congreso Internacional para la Represién de los Fraudes en los
Alimentos, que tuvo lugar en Ginebra en 1908. Por sus caracteristicas fisice-
quimicas la feche es un liquido blanco, opaco dos veces mas viscoso que e! agua, ce
sabor ligeramente azucarado y de olor acentuado, sus nutrientes varian dependiendo
de la raza. pero la leche de vaca generalmente consumida contiene los siguientes
nutrientes: agua (88,0%), proteinas (3,2%), grasa (3,4%), lactosa {4,7%), minerales

(0,72%) (Veisseyre,1988).

La leche de consumo comun puede clasificarse en: leche cruda que no ha side
sometida a ningun tratamiento, leche comerciai que es la leche fresca que se
consume en forma liquida y ha sufrido aigun tipo de tratamiento térmico (leche
pasterizada), la leche tratada a aitas temperaturas ¢ UHT (Ultra High Temperature),
la leche evaporada, concentrada y condensada (a la que se les ha extraido
parcialmente el agua), la leche en polvo y la leche fermentada (sometida a una

fermentacion iactica antes de su consumo) (Brissenden, 1981).

Microbiologia de la leche

Los componentes de la leche hacen que ésta sea un medio éptimo para el
crecimiento de muchos microorganismos, incluidos mohos y levaduras. Sin embargo,
sus caracteristicas guimicas, la convierten en un medio selectivo debido a la
presencia de ia lactosa. La leche contiene también sustancias que pueden inhibir el
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desarrollo de bacterias como son la inmunoglobulinas, lisozimas y transferrina entre

otros (Reiter, 1978).

Entre los microorganismos que se =ncuentran en {a leche estan los alterantes,
los fermentadores y ios patégenos. La prasencia de estos microorganismos depende
de varios factores como scn la salud ce la vaca. el medio (aire, estiércol, paja y

ensilado), el ordefador. el equipo lechero. entre otros (ICMSF, 1899).
Microorgani.smos alterantes:

Los microorganismes slterantes scn aquelics gue producen cambios fisicos y
organolépticos no deseables de la lecr2 y los productos lacteos, la mayoria son
microorganismos  psicrotrefos.  gue  oertenecen  principalmente al  género
Psedomonas. las protsasas y lipasas croducidas por estos microorganismos son
termoresistentes y son ias responsables ce Ia aiteracidn de {a leche. El sabor acido
de la leche es producico por Streptococcus lactis. mientras que otros intervienen en
la apariencia fisica coma Alcaligenss, Flavobacterium, Froteus, Bacillus y
Clostrdium; esios dos uitimas son termc resistentes (Stadhouders, 1975; Hammer y

Hix, 1916; Punch y col.. 1965).
Microorganismos fermentadores:

Existen microorganismos gue se zncuentran dentro de !a flora normal de la
leche y que no representan problemas sino al contrario ayudan a la fermentacion de
varios productos lactecs siendo benéficcs para el hombre; entre ellos se encuentran
las levaduras y los mohos como Camdida y Kluyveromyces. Algunas especies
denotan la falta de higiene en los alimentos, pero otras son beneficiosas en la
maduracion de determinados tipos de quesos y en la transformacion del lactosuero
(Stadhouders, 1975).
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Microorganismos patdgenos:

La leche fresca esta implicada cormientemente como vehiculo de transmision de
enfermedades debido a la presencia de microorganismos patogenos. Entre los méas
comunes se encuentran Staphylococcus &ureus, Listena monocytogenes,
Salmonella, Escherichia coli Corynebacterium, Bacillus, Clostrndium, Pasteurella,
Proteus, Serratia, Micoplasmas. virus, levaduras, mohos e incluso aigas, son
causantes de varias enfermedades en el hombre y en {as vacas. Otrcs patdgenos se
encuentran en menor cantidad pero que iguaimente ocasionan enfermedades son;
Brucella abortus {brucetasis), Mycobacterium tuberculosis (tuberculosis), Clostridium
botulinum (botulismo), Corynebacterium diphteriae (difteria), Streptococcus pyogenes
(escariating, infecciones en la garganta) Rickeftsia Coxiefla burnetti (fiebre Q),
Bacillus anthracis (antrax), Vibnc cholerae (cdlera), Campylabacter (intoxicaciones),
Shigella (gastroenteritis). algunos virus camo el ce la poliomelitis y de (a inflluenza
tipo A Streptococcus fecalis, Streptoccocus caecium y Streptoccocus durans.
pueden causar intoxicaciones alimentarias cue todavia no han sido bien
establecidas. La mayoria de estcs patdgenos se destruyen con la pasteurizacién a

excepcion de 10s virus causantes Ze la fiebre aftosa (Saharpe y Bramiey, 1977).

Las salmonelas se encuentra involucraco en brotes de enfermedades
infecciosas ocasionadas por el ccnsumo de leche: estas llegan a la leche por medio
de la contaminacidn de ia ubre, lcs utensiiios para el ordefio y paor la manipulacion de
los operarios (ICMSF, 1880: Marth. 1969; Bryan,1983). La importancia de esta
bacteria se describira a grandes rasgos en el siguiente épanado
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1.2 SALMONELAS
i.2.1 Caracteristicas generales

El génera Salmanella incluye mas de 2.100 serctipos. Salmonella typhi fue
descubierta en 1880 por Eberth y aislada en 1884 por Gaffky. S. cholerae-suis, se
aisld de cerdos a los que se les diagnosticé clinicamente que padecian peste porcina
(Salman y Smith,1885). El nombre y género fue acuiado por Ligniéres en 1900 en
honor de la investigacién del Dr. Salmon. Ef primer brote <e salmonelosis transmitida
por alimentos confirmado en el iaboratorio implicd a 57 personas que comieran carne
de una vaca enferma y se aisid S. enfentidis, desde enicnces las salmonelas han
sido identificadas como la causa mas importante de la fiebre entérica y la

gastroenteritis.

Salmonella es un género de la famitia Enterobacteriaceae. gram-negativa,
anaerobia o aercbia facultativa. aspordgena, de forma bacilar, forman colonias
tipicas sobre medios de cultivo solidos y poseen caracteristicas bioquimicas vy
serolégicas vien definidas. Habitualmente son mdviles mediante flagelos peritricos,
producen acidoc y gas. son cataiasa-positiva y oxidasa-negativa y reducen el nitrato
en nitritos. La mayoria de las cepas, con la excepcion de S. typhy, son aerégenas,
utilizan el citrato como unica fuente de carbono, descarbexiian la lisina, la arginina y
la ornitina y producen sulfurc de hidrogeno, no fermentan la factosa, ia reaccion del
rojo de metilo es positiva, la prueba de Voges-Praskauer es negativa y la prueba de
indol es negativa. Ef contenido de G + C del DNA es de £0-53 males % ( Wilkins y
Battimore, 1994).

La clasificacion def género Salmonella es muy compleja y varia segun ei autor.
Sin embargo, su clasificacion se basa en la especificidad del hospedero, la presencia
de antigenos especificas y la sensibilidad de los fagos, con elio se han obtenido
alrededor de 2.100 especies de Salmonella. Actualmente, se ha recurrido a la
identificacidn genética de las especies y se ha determinado una sola especie
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Salmonella enterica con numeroscs serovares. Para nombrar S. typhimunum de
acuerdo a esta clasificacion decimos S. enteritidis, subespecie entérica, serovar
Typhimurium, como este sistema es un poca complicado basta mencionar S.
typhimurium. (Le Minor, 1584).

1.2.2 Infecciones causadas por saimonelas

El género Salmonella es causante de los brotes mas comunes de
intoxicaciones alimentarias, como la saimonelosis, fiebre tifoidea, gastroenteritis y
algunas otras infecciones focales en todo el mundo segun la OMS. En México, el
numero de casos de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) es muy alto.
Por citar un ejemplo, hasta el mes de abril de este afio se habian repcrtado
17704,962 casos, donde Salmonella figura como el principal causante de este tipo de
intoxicaciones, teniendo en cuenta que algunos casos noO son reportadas vy
especificados (SSA, 2001). Los principales alimentos involucrados en la produccidn

de brotes son huevo, carnes, leche, productos iacteos, frutas y verduras.

Las salmonelas comprenden una gran variedad de especies patdgenas para el
hombre y los animales. Inicialmente invaden la luz de! intestinc donde se muitiplican,
a veces las saimonelas atraviesan las barreras mucosa y linfatica, llegan al torrente
sanguineo y originan abscesos en varios tejidos. Las cepas invasoras por ejemplo S.
typhi atraviesan la mucosa intestinal, pasan al sistema linfatico donde son
englobados por los fagocitos y en su interior se multiplican, después regresan al
torrente sanguineo y producen septicemias, las personas mas susceptibles a

enfermarse son |os aduitos.

El nimero de células infecciosas varia segun el alimento y la especie puesta
que interviene 1a supervivencia de la bacteria al medio, y existen evidencias que
aseguran que de 1 a 10 células constituyen una dosis infecciosa en el humano
(D'Aoust, y col.,1985). Sin embargo, para causar la enfermedad en persanas adultas
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sanas es necesario la ingestién de mas de 125.000 salmonelas (McCullough y
Eisele, 1851). Las salmonelas suelen estar en el tracto alimentario, pero se pueden
encontrar en los ganglios linfaticos (especialmente en los mesentericos), en el

higado, la vesicuia biliar, los rifiones, el bazo y los ovarios.
.2.3 Epidemiologia y distribucion en la naturaleza

Las salmonelas se encuentran distribuida en todas partes y son conccidas
universaimente como agentes zoondsicos ya que se encuentran en los animales, en
algunos alimentos especialmente los de origen animal y los expuestos a
contaminacion por aguas residuales. Se alojan en el tracto intestinal de jos animaies
infectados y se efiminan por las heces. se transmiten por el contacto con las manos
al ser contaminadas por el pelo, piel, patas, heces etc. Los casos reportados de
enfermedades provocados por Saimonellas en Estados Unidos y en otros pais san
muy alarmantes. se ha considerado que alrededor de 696.000 a 3,8 millones de
personas se enferman en el afio. En México es dificil determinar et nimero de cascs
anuales debido a que no son reportado, pero la Secretaria de Salud estima alredecor
de 30.000 casos anuales provocados por intoxicacicnes alimentarias (SSA, 2001).

Los reservorios mas comunes de Salmonella son: el hombre, !as aves ce

corral, cerdos. ganado vacuno, alimentos y piensos (ICMF, 1996).

1.2.4 Deteccion y recuento

La deteccion rutinaria de las salmonelas supone una secuencia de pre-
enriquecimiento, enriquecimiento, siembra en placas de medios selectivos,
aislamiento e identificacion (Silliker y Gabis, 1986; NOM-114-SSA1-1994). Los
tiempos de incubacién suelen ser de 16-24 horas, con temperaturas desde 35-43°C.
L os caldos selectivos que se utilizan habitualmente son; caldo tetrionato con verde
briflante, caldo selenito con la cistina, caldo para bacterias Gram-negativas y caldo
con cloruro de magnesio-verde malaquita de Rappaport-Vassiliadis (Vassiliadis,




ANTECEDENTES -10-

1983). El recuento de salmonelas se realiza mediante la técnica del nimerc mas
probable (ICMSF, 1978; Speck, 1984).

ldentificacion:

La identificacidn definitiva se realiza mediante pruebas bioquimicas en cultivos
puros. También se realiza mediante métodos de cuitivos clasicos pero son laboriosos
y requieren de 3-5 dias para la identificacidn presuntiva de Salmonella. Por esta
razén, se han disefiados numercsos métodos de deteccion mas rapidos, gue
incluyen el anticuerpo fluorescente (Cherry y col., 1975; Thomason, 1981; Insalata y
Chordash, 1984), las pruebas de hibridaciéon DNA/DNA (Fitts y col., 1983), ia
serologia de enriquecimiento (Sperber y Diebel, 1969). la prueba de Ia
inmunoabsorcidn ligada a enzimas (ELISA) (Minnich y col., 1982; Mattingly y Gehle,
1984), y pruebas con fagos de Salmoneila (Welkos y Bare, 1974). Ef método de
ELISA (con anticuerpos policlonales o con anticuerpos monaclonales) vy el de DNA,
que han recibido la aprobacién del primer escaién de ia Asociacion de Quimicos
Analistas Oficiales (Flower y col.,, 1986 a,b). Se ha dedicado mucho empefic en
evaluar la amplia gama de meétodos alternativos ideadas para salmonelas; por
ejemplo Ja determinacién automatizada de la modificacion de fa conductancia
{Gibson y col., 1992), la hibridacion colorimétrica del DNA (Foster y col.. 1992) y el
enriquecimiento de la movilidad, aplicada al caco, al chocolate y otros productos (de
Smedt y col., 1994).

1.3 METODOS PARA EL DIAGNOSTICO DE PATOGENQOS EN ALIMENTOS

La identificacion dé bacterias patdgenas presentes en los alimentos se ha
convertido en un reto para la industria alimenticia. Los avances cientificos y
tecnologicos han permitido desarrollar técnicas muy novedosas que reducen tiempos
e incrementan la especificidad en el resultado. Siin embargo, todas presentan
desventajas lo que dificulta su aplicacion. Entre los métodos de diagndstico

podemos clasificar {as siguientes:
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Métodos convencionales

El ndmero total de microorganismos viables de una muestra de alimento, suele
determinarse para estimar su vida gti!, su estado higiénico y la pérdida de calidad
organoléptica. Las cuatro métadas basicos son el recuento estandar en placa (REP),
el método del nimero mas probable (NMP), la técnica de reduccidn de colorante y el
recuento microscopico directos (Zwientering y col.,, 1990; McCrandy 1915; Garvie y
Rowiands, 1952)

Métodos fisico-quimicos

Generalmente se basan en la deteccion y amplificacion de las modificaciones
fisicoquimicas del medio, como consecuencia def crecimiento activo de los
microorganismos, entre ellos destacan la impedimetria, turbidimetria, radiometria.
bioluminiscencia o medida del ATP, prueba de Limuius y el ensayo de la actividad
inmunopeptidasica ligada a la pared celular (Kell y Darvey, 1990; Forrest, 1862;

Sharpe y col., 1970; Stewart y cot., 1980)

Métodos inmunolégicos

La aplicacién de estas técnicas al analisis de alimentos ha tenide mucho auge
debido a las ventajas que ofrece frente a fos métodos convencionales. Las técnicas
inmunoldgicas se diferencian de otras técnicas analiticas porque su tecnoiogia reside
en la utilizacién de moléculas (anticuerpos). Entre los métodos inmunotogicos
aplicados con mayor éxito al analisis rutinario de alimentos destacan, la aglutinacién.
la inmunofiuorescencia, el radioinmunoensayo y las técnicas inmunoenzimaticas
(ELISA) (Robinson y col., 1983; Kerr y col., 1992).
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Métodos genéticos

Los métodos genéticos se basan en la utilizacion de fragmentos de ADN
cromosémicos y plasmidicos y proporcionan datos especificos Utiles para detectar en
alimentos la presencia de microcrganismos patdégenos y alterantes (Earnshaw y
Gidley, 1992). Los métodos genéticos mas utilizados en el analisis de alimentos son
el perfil plasmidico, las sondas de ADN, el perfii de restriccién de ADN cromosémico,
(PCR) (Fitts, 1985; Towsen y col., 1985; Shah y Romick, 1997, Soument y col,,
1997).

.4 UTILIZACION DE LA PCR EN EL DIAGNOSTICO DE PATOGENOS EN
ALIMENTQS

En los ultimos anos, el extraordinario auge experimentado por la biologia
molecular ha conducido al desarrollo de técnicas genéticas que permiten la
identificacion rapida de microorganismas especificos sin necesidad de su aisiamiento
en cultivos puros, eliminando algunas de las limitaciones de los métodos
convencionales. La PCR es actualmente una herramienta imprescindible en ios
laboratorios de investigacion en todo el mundo y se emplea rutinariamente en los

hospitales para !a identificacion de muchos microorganismos patogenas.

La PCR fue desarrollada por Kary Mullis en 1983 quién ided un procedimiento
para la amplificacion de las secuencias de ADN especificas basada en el mecanismo
de la replicacion del ADN celular. Sin embargo, el primer trabajo experimental
utifizando esta técnica fue realizado por Saiki y col., 1985; esta técnica conocida
universaimente como PCR, ha revolucionado los campos mas diversos de ia ciencia
{Mullis,1990). Actualmente, ademas de la técnica de PCR clasica, existen otras
modalidades de\ PCR como son: RT-PCR (Reverse Transcriptase), PCR multiple,
PCR anidado, Touch-dowm-PCR, PCR inverso, AP-PCR (arbitrary primers), RACE
(Rapid Amplification of cDNA Ends), asociaciones de PCR con otras técnicas como:
RFLP’s (Restriction Fragments Length “Polimorphisms Analysis”), RADP ‘s (Random
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Amplified Psiymorfh.c DNA) v técnicas de amplificacion distintas de la PCR (PCR, 32
S). Todas silas har: sics okisto de multiples libros y revisiones (Walker y Gingold,
1957, McPherscn y Mo:zr, Z300)

Las aclicacicr=ss ¢ 2 PCR son demasiado numerosas. Debido a su alta
sensibilidad y especificiad. es:a técnica se ha convertido en una de las mas
utilizadas rara 'a confimacdn del diagndstico.  La introduccion de la PCR 2 fa
industria de los aimertas. ha permitido de forma espectacular incrementar {a
sensibilidac de lcs miwodos ce ceteccidn de microorganismes patégencs y
alternantes. Sin emcargs su aplicacicn al andlisis de alimentes se encuentra todavia
en sus fases iniciales. A ceszr de los obstaculos que pueda encontrar su desarrolio
en medics =n corzieics como os zlimentos. la técnica de PCR tiene un futuro
prometedor zamo técnice rutnana de 'dentificacion de microorganismos en muchos

sustratos.

La PCR se -3 :zolicadc er lg identificacion de bacterias patdgenas
principalmer:a: Lstenz —nceoytesenzs (Nierderhauser y col.. 1992), Campylobacter
Jjejuni (Wegmuller w ¢ ©283; S:rzphylococcus aureus (Becker y col., 13588),
£scherichia coli (Frar<h + Zol.. 19€8) Salmonelfa spp. (Aabo y col.,1985: Trkov y col,,
1998: Soument y coi. 1©:7). cepas ernerotoxigénicas de E. coli (Bejy col., 1990), en

algunos alimentos cormo -2che. huevo. collo. pescado, alimentos marinos entre otros.
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En la industria de los alimentos el control de calidad es fundamental para
garantizar la calidad higiénica de lcs productos porque de ello depende la seguridad del
consumidor y la capacidad de las industrias para exportar. En nuestro pais. son pocas
las industrias alimenticias que cumplen con los estandares de calidad estzblecidos en
los mercados internacionales, lo cue hace necesario el desarrolio de métcdcs rapidos
de diagndstico de patégenos que permitan realizar acciones correctoras rapidas en la

cadena de fabricacion.

Considerando que Salmoneila. es el patégeno gue mas enfermedaces ocasiona,
el presente trabajo pretende propcaer a la industria alimenticia una técnica innovadora
para la deteccidén de Sa/imonella mediante la t&cnica genética de PCR, crientado a ia
solucién de alguno de {os problemas de nuestra regién cue son: ia caiidad higiénica de
la leche y la salud publica; la cusi podria sustituir a ias técnicas convencionales de

diagndstico y extender su aplicacicn en nuestro pais.
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La técnica de PCR permitira la deteccion rapida sensible y =ficaz de

Salmgcnella en leche de vaca.
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A) OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una técnica gerstica por PCR, gue represente una alternativa

rapida, sensible y eficaz para lz detsccién de Saimonef/a en leche de vaca.
B) OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Optimizar la extraccion e ADN gendmico de cultivos puros y muestras de

leche inocuiadas artficie-mer2 con Saimoneila typhimurium.

2. Optimizar 12 2cnica ze FCR mediante la utilizacion de cebadores especificos
para la ampiificaciorn de wn frzgmentc de interés que identifique a Salmonefia

spp. en muestras de :eche incculadas artificialmente con S. typhimurium.

3. Optimizar ta téenica de FCR =n muestras de leche inoculadas artificiaimente

con S. typhimurium tasta conseguir una sensibilidad de 10°ufc mi™.
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MATERIALES YMETODOS  -17-

VL1 Cultivo de bacterias.

Material bioldgico: Se emplearon 3 cepas de Salmonella para comprctar que 10s
cebadores son especificos para distintas especies del género.

Salmonella cholerasuis (ATCC 10708)

Salmonella enteritidis (ATCC 14028)

Salmonelia thyphimurium (ATCC 14028)

Se seleccionéd Salmanella thyphimurium para realizar las diluciones ¢ inocularla
artificialmente a la leche, debido al riesgo que representa para la salud cel
consumidor.

Para comprobar la eficiencia de los cebadores se utilizaron como referencia Ics
. siguientes microorganismos:

Bacillus subtilis (ATCC 6633)

Staphy/ococcus aureus (ATCC 16538)

Listeria monocytogenes (ATCC 181174)

Escherichia coli (ATCC 8739)

Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228)

Todas las cepas se adquirieron del Laboratorio de Microbiologia de ia Escueia

Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacionai.

El cultivo de microarganismos se realizé en agar nutritivo. la revitaiizacion en
caldo nutritivo (Nutrient broth, DIFCO). Para el aislamiento de Salmornella se empled

agar verde brillante.

Para estimar el numero de microorganismos, tanto en cultivos pures como en
las diluciones inoculadas a las muestras de leche, se realizaron siembras en PCA
(Plate Count Agar). La incubacion se realizd en un agitador orbital a 37°C. durante 24
horas. Finalmente, el numero de colonias crecidas en las placas se cuenta
manualmente. Todo el material y los medios para el cultivo de microorganismos
fueron esterilizados a 121 mm de Hg, durante 20 min.
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V1.2 Disefio y desarroilo de la técnica de PCR para la deteccion de Salmonella.
V1.2.1 Optimizacion de la extraccion de ADN genomico de bacterias.

La obtencion de ADN genomico se realizd por el métoco de Laird y col., 1991.
Este método se aplicé tanto a los cuitivos puros de bacterias. como a las muestras
de leche UHT inoculadas artificialmente con las diluciones realizadas con S.
typhimurium. La optimizacion de la extraccién de ADN se reziizd en las siguientes

condiciones:

Se tomo 1mi de cultivo bacteriano y centrifugd durants 10 minutos a 13.000
rpm, eliminando el sobrenadante para obtener i crecipitado con  los
microorganismos al cual se anadio 0.5 m! ce tampon de lisis v Sul de oroteinasa K.
Se Incubaron las muestras a 55°C en bafio maria durante una hora treinta minutos,
se enfrid en hielo picado y se le agregd 50C u! de isoprosanci. se agitd en vortex y
congeld a -20°C durante 30 minutos. A continuacidn. se zentrifugd durante 10
minutos a 13.000 rpm eliminado con cuidado el sobrenadant2. EI ADN se lavd 3
veces con 500 ul de etanol al 70% y se resuspendid en 100 ul de agua mQ vy se

conserva a -80° C hasta su utilizacién.

Reactivos:

1.-Tampon de lisis: Tris HCL 100 mM pH 8.5. EDTA (ethylendiaminetetraacetic acid)
5mM, SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 0,2%, NaCl,200mM

2.-Proteinasa K: Solucion concentrada 20mg/mi. Disolver 10mg en 0,5mt de agua
mQ

3.-Isopropanol 100%

4 -Etanol 70%
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5.- PBS (Phosphate-Buffered Saline):

NaCli 8 gl

KH,PO4 , 0,2g#
Na,HP04.12 1,0 2,9g/!
KClI 0.2g/

6.-EDTA 5mM pH 8 (18,6 g de EDTA en 100mi de agua mQ)
V1.2.2 Optimizacion de la PCR.

La reaccion de la PCR se basa en la repeticion ciclica de tres etapas en ias que
se produce la amplificacién de un fragmento especifico de ADN. Las etapss son la
desnaturalizacion, hibridacion y extension. Este proceso se realiza en presencia de
enzima ADN polimerasa termoestable (Thermus aquaticus). Un proceso de
amplificacion tipico entre 20 y 40 ciclos. producird un miiidén de copias del fragmento
de ADN diana que exista en la muestra original. Se deten emplear al menos dos
cebadores que, tras unirse por complementariedad a cada una ce las cadenas dei
ADN duplex, delimiten la secuencia diana que se pretende amplificar. La temperatura
a la que se realiza la unidén de los cebadores (m) es critica cara controiar la
especificidad de la reaccion y depende exclusivamente de la composicion ce pares
de bases. Aungue existen programas informaticos que calculan la temperatura de
union de los cebadores, {a formula Tm={2(A+T)+4(G+C)}-5 esta muy difundida a nivel
laboratorial. Cuando los cebadores empleados en una misma reaccién poseen Tm
diferentes, siempre se aplica temperatura inferior (McPherson y Moller, 2000;
Mullis, 1990).

Una vez optimizado el método de extraccion de ADN. se procede a verificar ia
eficacia de los cebadores utilizados en la amplificacion de un fragmento especifico
para ei género Sa/monelia spp. que consta de 152 pb del gen “hns”.
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Después de numerosos ensayos preliminares fa reaccidon de ampilificacién se
optimizé a 25ul utilizando perlas para PCR Ready-To-Go (Amersham pharmacia

biotech). A cada tubo eppendorf con la perla se le agrega consecutivamente:

Primer 1: 20 pM/ul 3ul
Primer 2: 20 pM/ui 3ul
MgClz (50 mM) 2ul
ADN 14 pi
Agua mQ 3ul
Veolumen de reaccion 25 ul

Los tubos con los componentes para la reaccién se agitan en el vortex y se
someten a los siguiente ciclos de ampiificacidn en un termociclador (Techne
Progenie):

Desnaturalizacion inicial....... 84°C, 5 min

35 ciclos gque incluyen:

G2°C,45s ............... desnaturalizacién
60°C,45s .............. hibridacion
72°C,90s....ccoe. extension

Extencion final........................ 72°C.,10 min
Reactivos:

1.-Perlas Ready-To-Go PCR para 25 pl de reaccién: 1,5 unidades de Tag DNA
Polimerasa, Tris-HC! 10mM, KCI 50mM, MgCl; 1,5 mM, dNTP (deoxinucleotidos
trifosfatos) 200uM y estabilizantes incluidos BSA (Bovine Serum Atbumin).
2.-Agua mQ esterilizada por filtracion

3.-Primer Gibco BRL

Las secuencias de los primers utilizados fueron:

Primer 1: TAC CAAAGC TAAACGCGCAGC T

Primer 2: TGA TCA GGA AAT CTT CCACTT GC
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Nota: Todos los reactivos utilizados son libres de DNAsas, RNAsas, DNA, etc.

VL2.3 Visualizacién del ADN y los fragmentos amplificados mediante

electroforesis en geles de agarosa (Sambrook y col., 1989).

La electroforesis es un método en el que a partir de una corriente eléctrica se
separan moléculas de acuerdo a su peso molecular y su afinidad eléctrica en una
matriz en este caso la agarosa. El ADN con carga negativa en un pH neutro, migra a
una corriente opuesta. La difusion de esta molécula depende de ia concentracion del

gel de agarosa. que permite Gue se separen de acuerdo al tamafio.
Preparacion del gel:

El gel se prepard al 1.5 % de agarosa en 40mi en amortiguador tris acetato
(TAE), se calienta en un matraz. se agitd hasta disolver la agarosa y se deja enfriar
a una temperatura aproximada de 20° C. Posteriormente, se agrega 3 ul de bromuro
de etidio y se agita. Después. se vierte en la camara de electroforesis hasta el limite
marcado sin hacer burbujas y se coloca el peine. Se deja solidificar el gel a

temperatura ambiente y se cubre con amortiguador TAE y se retiran los peines.
Preparacion de las muestras para electroforesis

- 8ul de fa muestra que contienen fos productos de amplificacion por PCR se
mezclaron con 2ul de ‘gel loading buffer’ ¢ buffer de carga. A continuacion, la

mezcla se deposita en con una micropipeta en tos pocillos del gel.

Para todos los ensayos se realizd un control negativo que no contenia ADN y
un marcador de pesa molecular de 100 pares de bases (0,5ul patron, 3ul de “gel

loading buffer’ y 8,5 ul de agua mQ). Una vez cargados los pocillos, se cierra la
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cdmara de electroforesis y se aplica una corriente eléctrica constante de 90 voltios
durante aproximadamente una hora. Finalizada la electroforesis, los geles se

\visuzlizen en un transiluminador de {uz ultravioieta y se fotografian.

Reactivos:
1.- Agarcsa
2.-TAE (Tris Acetate Buffer)

242g Tris base

57, 1mi Ac. acético Glacial,
100mi EDTA 0,5mM, pH 8,0
840mi Agua mQ

3.-Bromuro de Etidio (Sigma)
4.--Gel icading Solution” (Sigma)
5.-Marcacor ce peso malecular de 100 pares de bases Gibco BRL

VI.3 Apiicacion de ia PCR en la identificacion de Sa/moneila en muestra de

leche UHT inoculadas artificialmente.
V1.3.1 Inoculacion de los microorganismos a la leche control UHT.

A partir de un cultivo puro de S. typhimunum que contenia 107 ufc mi”, se
prepararcn diluciones en leche UHT a las concentraciones comprendidas entre 107 y
10° ufe mv'. A continuacion, se procede a extraer el ADN de ios microorganismos
inoculades en las muestras, para lo cual se empled el reactivo A (Enliten reagent A.
Promega). que previamente habia demostrado su eficacia para recoger los
microorganismos, efiminando ios compuestos como la grasa y proteinas de la leche,
gue pudieran interferir en la reaccidn de amplificacion. Ver figura 1 (Gutierrez y col.,
1997).
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A 1 ml de muestra de leche inoculada con S. typhimurium, se le adicionan 500
ul el reactivo A, se centrifuga durante 10 min a 13.000 rem y se procede a la
extraccion del ADN. Una vez obtenido el ADN se realiza el PCR y la electroforesis de

los fragmentos de acuerdo con los métodas antes descritos.
VI.3.2 Ensayo para incrementar la sensibifidad de la técnica.

Se realizé el mismo procedimiento que en el punto V1.3.1, sélo que en este caso
se tomaron sélo las diluciones comprendidas ente 10%a 10°ufc mi' de las muestras
de leche UHT artificialmente contaminadas y se incubaron durante 12 h en un
agitador orbital a 37°C. Posteriormente, se realiza la extraccion del ADN v PCR con

el mismo proceso antes mencionado.

VL3.3 Evaluacién de la técnica en la deteccion de Salmonella en muestras de

leche pasteurizada.

Con la finalidad de evaluar la técnica desarroilada, se realizaron ensayos con
leche pasteurizada para intentar determinar Ia presencia o ausencia de S.
typhimurium. Tres marcas comerciales de leche pasteurizada. se dejaron incubando
durante 12 horas a 37°C, posteriormente. se realizd la extraccion de ADN. PCRy

electroforesis.
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i kAkAkL
107 10° 10° 10° 10° 10 10" 10° 10° ufc mi ™

Cultivos puros de S. typhimurium 900u! de leche UHT

v

Recuento en placa de bacterias( PCA)

1.-Cultivo de bacterias

2.- Obtencién de microorganismos l

Agregar 500 ul de Reactivo A

3.- Extraccién de ADN bacteriano

&
S >
t —_— —
Y - </
Centrifugar Agregar tampaén de lisis y proteinasa K tavar ADN
Incubar a 55°C barno maria con etanol.

4.- PCR del ADN extraido de las diluciones de 10°-10° ufc mr!

ADN amplificado 35 ciclos
Hibridacién de los cebadores

Extension de las codenas a
copiar 72°C, 45 seg

5.- Visualizacion en geles de agarosa de los fragmentos amplificados

Figura 1. Diagrama de la metodologia
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Muestra de leche Obtencidn de Salmonelfa spp.

I

v
Extraccion de ADN 2hr

PCR y Electroforesis 4hr. Incubacion de muestras por

12 hr.

| |

!

{ =
Protocoio 1 PCR y elactroforesis 4hr.

Sensibitidad: 10 ufc mi”!
Tiempo estimado: Shr VL

Protocolo 2

Sensibilidad: 1 ufc m{
Tiempo estimado: 18hr.

Figura 2. Diagrama de la identificacion de Salmonelfa en leche
mediante 2 protocolos establecidos con 1a técnica de PCR
en los cuales se especifica el tiempo y la sensibilidad
estimada para cada uno.
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Vit.1 Obtencion de ADN gendémico de bacterias.

Se obtuvo ADN suficiente para la realizaciéon de la PCR de las siguientes
muestras: )
1) ADN de cultivos puros de todas las bacterias: S. typhimurium, S. ententidis, S.
choleraesuis y de las bacterias de referencia: Listeria monocytogenes,
Sthapylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.
2) ADN a partir de diluciones de 107-107 ufc mt” de S. typhimurium de cultivos de
inoculadas artificialmente a la leche UHT.
3) ADN de bacterias encontradas en pruebas con leche pasteurizada.

Se l0gr6 estandarizar la técnica de extraccion de ADN en un tiempo mas corto
y se obtuvieron facilmente ios microorganismos de la leche gracias a fa utilizacién
del reactivo A descrito en la metodologia, de esta manera se reducen los factores

que inhiben ia PCR.

Vil.2 Desarrollo de [a reaccion en cadena de la polimerasa a partir de cultivos

puros de S. typhimurium para probar |a eficiencia de los cebadores.

Para la eleccion de los cebadores, se realizé una busqueda bibliografica, con
el fin de decidir que genes podrian resuitar interesantes para identificar el género
Salmonella. De la informacion bibliografica recogida, se eligié el gen “hns” que
codifica para una proteina de las histonas denominada H1 (M37891) y que tienen
una regién poco conservada pero con secuencias especificas que reconocen
Unicamente los seratipos de Sa/monefia. Posteriormente, se realizé una blsqueda en
fas bases de datos (Gen Bank) con el fin de obtener secuencias del gen hns y
elaborar los cebadores especificos para el ADN de Saimonella. De esta manera,
aumenta la especificidad de la prueba al evitar el empleo de cebadores que
compartan homologias con secuencias génicas conocidas de microorganismos

distintos al que se pretende detectar.
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Las secuencias de los cebadores seleccionados son las siguientes:

{Jonesy col., 1993)
Cebadar 1 5°-TAC CAA AGC TAA ACG CGC AGC T-3°
(531-552pb) gene “hns” Salmonella
Cebador 2 5 TGA TCA GGA AAT CCT CCA GTT GC-3°
(661-682pb)) gene “hns” Salmonella

A continuacion se muestra [a secuencia delf gen “fins” y (a {ocalizacidn de los
cebadores seleccionados (sombreado) en la que se puede observar que el fragmento

a amplificar es de 152 pb.
Secuencia dei Gen hns de Salmonelfia typhimurium.

ID STHNS  standard; ADN; PRO: 827 BP.

AC X14375;

DE Saimonella typhimurium, hns gene for histone-like protein
KW ADN-binding protein; histone homologue; hns gene.

OC Prokaryota; Bacteria; Gracilicutes; Scotobacteria;

OC RX MEDLINE: 90287721.

RA Marsh M., Hillyard D.R.:

RT “Nucleotide sequence of hns encoding the ADN-binding protein H-NS
RT of Salmonella typhimurium",

RL Nucleic Acids Res. 18:3397-3397(1990).

SQ Sequence 827 BP; 258 A; 178 C; 178 G; 213 T; O other;

X14375 Length: 827 November 186, 1995 11:38 Type: N Check: 5824 .
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1 CGAGAACGTA TCAGAGATGA CGTGCAGATA GTCGTATTCA TCCATGATAA
51 AATGTGACCT GACTCCTAAA TTTTTAGCGA CAGACGGTGA GTATCCCCCC
101 CGCCAATAAG CTCTTTTTTG TGCGGTGCCT CAAGCAAAAT TTAAGTTGAG
151 ATAATTAAAA CGTGTGCTTA ATAAAGCGTA ATTTTGAATT CCTTACATTC
201 CTGGCTATTG CACAACTGAA TTTATCGCTC TATTATTAGC TCAACAAACC
251 ACCCCAATAT AAGTTTGAGA TTACTACAAT GAGCGAAGCA CTTAAAATTC
301 TGAACAACAT CCGTACTCTT CGTGCGCAGG CAAGAGAATG TACTCTGGAA
351 ACGCTTGRAG AAATGCTGGA AAAATTAGAA GTTGTCGTTA ATGAGCGTCG
401 TGAAGAAGAA AGCGCTGCTG CTGCTGAAGT GGAAGAACGC ACTCGTAAAC

451 TGCAACAGTA TCGTGAAATG TTAATTGCCG ACGGCATTGA CCCGAATGAA

501 CTGCTGAATA GCATGGCTGC CGCTAAATCC GGTACEAAAG CTAKACGEGK
551 AGCICGTCCG GCTAAATATA GCTATGTTGA CGAAAACGGT GAAACTAAAA
601 CCTGGACTGG CCAGGGTCGT ACACCGGCTG TAATCAAAAA AGCAATGGAA

GACTABEAGGAAT AATTTACTTC

651 GAACAAGGTA ACETTERF S
701 CTGGATGCTT AAAATCCCGC CGCTGGCGGA TITTTTITGC CTGAGTTCTC
751 CGCTGACGAC CCCAGGCATA AAAAAAGCGC CGGATTTACC AGCGCTTCTG

801 TTAAAAATTT ATACGTCGTT ACTTCTT

.28
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Se lograron optimizar las condiciones para la reaccidn a partir del ADN
extraido de las especies de las bacterias seleccionadas, esto demuestra que lc
procesos de busqueda bibliogréfica y el control de las condiciones experimentaies
fueron las correctas. En la fase preliminar se comprobd la eficiencia y especificidad
de los cebadores al realizar PCR a tres géneros de Safmonellas (S. typhimurium, S.
ententidis, S. choleraesuis) y las cuatro bacterias de referencia: Listerna
monacytogenes, Sthapylococcus aureus, Eschenchia coli y Pseudomonas
geruginasa. La figura 3 muestra los resultados de la prueba de {a especificidad de los
cebadores para el género Saimonella en una concentracion de 10° ufc mi”? ya que
muestra amplificacion de un fragmento e 152 pb del ADN extraido (carriles 2-4),
mientras que como se esperaba el resto de las bacterias no ampiificaron {carriles S-
8), lo gue confirma la especificidad de los cebadores unicamente las especies cel

género Sa/monelia.

Vit. 2 Evaluacion de ia técnica de PCR en la deteccion de S. typhimurium en

muestras de leche artificiaimente contaminada.

Al evaluar la técnica de PCR en ADN extraido de bacterias inocuiadas en la
leche UHT, no se observé ningun fragmento de amplificacion debido a ia presencia
de compuestos en la leche que inhibian la reaccién de PCR. Para resciver este
problema recurrimos a fa utilizacion de uh reactivo que facilita la captura ce
microorganismos (Gutiérrez y col., 1997). Este reactivo forma parte de un kit ge
bioluminiscencia y se denomina reactivo A (milk clearning solution). Una vez utilizado
este reactivo en la extraccion del ADN de bacterias inoculadas a la ieche, se

consiguié amptificar el fragmento de 152 pb.

Los ensayos realizados en leche artificiaimente contaminada en
concentraciones de 107-10° ufc mi* demostraron que el limite de deteccion de la
técnica aplicada a cultivos puros fue de 10% ufc mi” (figura 4), por lo que fue
necesario realizar varios ensayos para lograr una sensibilidad de 10%fc. Finalmente.
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la sensibilidad deseada se alcanzé incubando las muestras de leche UHT inoculadas
(107-10) durante 12 h antes de realizar los ensayos de PCR. La figura 5 que la
banda de interés de 152 pb es visible hasta una concentracién de 10% ufc mI". Con
lo cual se puede confirmar que fa técnica es tan sensible que es capaz de detectar
una bacteria en la muestra de leche. Por el contrario en el carril 5 donde no existen

células o se aprecia la banda de amplificacién del fragmentc de interés.

Vii.4. Evaluacion de la técnica en la deteccion de Salmonella en muestras de

leche pasteurizada.

Se realizaron 3 ensayos en leche pasteurizada para evaluar la técnica en la
‘deteccion de Salmonelia, pero no se encontrd la presencia de Salmonella en ninguno
de ios 3 ensayos para ias 3 marcas diferentes de leche pasteurizada.
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Figura 3 Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR dei
ADN extraido de cuitivas puros a una concentracion de 10° ufc
mi-1 de 1) Marcador molecular 100 pb, 2) Saimonella
typhimurium, 3) Salmonelia enteritidis, 4) Saimonelia cholerasuis,
8) Listena monocytogenes. 8) Sthapylococcus aureus, 7)
Escherichia coli y 8) Pseudomonas aeruginosa .
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR
del ADN extraide de un cuitive puro de S. typhimunum a
las siguientes concentraciones 1) Marcador de peso
molecufar 100 pb, 2)107, 3)10°, 4)10°5)10°% 6)10°, 7)102
ufe mi” y ef 8) Control negativo.
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Figura § Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR del
ADN extraido de un cuitivo puro de S typhimurium a las
siguientes concentraciones 1) Marcador de peso molecular
100pb, 2)10%, 3) 10", 4) 10°, 5)10° y el 6) Control negativo.
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Los resultados de este trabajo permiten la deteccidn rapida de Sa/moneffa en
muestras de leche de forma sensible y especifica. Como resultado de los
experimentos, se ha conseguido desarrollar 2 protccolos para la deteccidn de éste
patégeno (Figura 2). Los procedimientos son similares pero la sensibilidad es
distinta. Para los dos protocolos se seleccionaron los mismos cebadores, método de

extraccion de ADN y las condiciones optimas de amplificacion para la PCR.

E! protocoio 1 se obtiene en un tiempo maximo de realizacion de la prusba de 6
horas y un limite de deteccién de 10% ufc mi ~'. Mientras que para el protocolo 2 los

resultados se obtienen en 18 horas. y con un limite de deteccidn de 10° ufc ml™”.

Asi, los resultados de este trabajo demuestran que la PCR puede competir y
asegurar su eficiencia frente a las técnicas convencionales de diagndsiico y al mismo
tiempo con las otras técnicas mas novedosas como son ios métodos
inmunoenzimaticos ELISA (Robinson y col., 1$83; Caniish, 1931; Kerr. y col., 1892),
perfil plasmidicc {Scheinbach, y Hong,1988), citometria de flujo (Mcleiiand y Pinder,
1994), impedancia (Firstenberg-Eden. 1983) entre otros.

En investigaciones anteriores se ha demostrado la eficiencia de ia PCR para
determinar la presencia de microorganismos en alimentos, aplicando distintas
modificadas a la técnica como son la temperatura, e numero de ciclos para la
amplificacion, nimero y secuencia de cebadores y el pretratamiento de las muestras
(Lantz y col., 1994; Joanne y col., 1996; Liny Tsen, 1995; McPerson y Moiler, 2000).

Es importante sefialar que durante el desarrollo de esta técnica de diagndstico
observamos que al incrementar el tiempo de deteccidn por incubacion previa
{protocolo 2), la sensibilidad se incrementa notablemente hasta conseguir el limite de
deteccién deseado, lo cual coincide con otros trabajos (Bennet y col., 1998; Trkov y
col., 1999). Ademas, los procesos de elaboracion de la PCR son sencillos y los

costos de inversion no superan las ganancias que se pueden obtener de ella,
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ademds esta técnica puede ampliar sus aplicaciones a otros patégenos y a otras

matrices bioldgicas.

Conviene sefialar gue existen muchas factares que intervienen en la inhibicién
de 1a PCR entre ellos son la desnaturalizacién de ADN polimerasa, la precipitacion
del ADN y la queiacion de iones de magnesia, la precisién en el aislamiento del
genoma bacteriano de los alimentos, etc. Una vez que se controlan las condiciones
necesaria para la implementacion de esta técnica, resulta relativamente facil utilizarla
como técnica ce rutinaria de diagnéstico tanto en laboratorio como en campo.

Es necesario seguir perfeccionando la técnica con ef fin de aplicaria en otros
microorganismos y alimentas puesto que cada alimento requiere condiciones

especificas de obtencion de microorganismos.
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1. Los cebadores seleccionados, permitieron desarrollar una técnica sensible
y especifica para la deteccidn de las especies det género Sa/monefia.

2. El método de deteccidn desarrollado en este trabajo, permitid la
amplificacidn de un fragmento especifico de 152 pb, a partir del ADN
extraido de S. fyphimurium inoculada en leche UHT en el intervalo

comprendido entre 107 y 10° ufc mi™.

3. La sensibilidad de la técnica se incrementa notablemente cuando se
agrega un periodo de incubacion de 12 horas. El limite de deteccion

conseguido fue 10° ufc mi™.



X.- BIBLIOGRAFiIA




BIBLIOGRAFIA -37-

AABO, S., ANDERSEN, J. K., y OLSEN, J.E. (1995). Research note: detection of
Saimonefia in minced meat by palymerase chain reaction method. Lefters in Applied
Microbicilagy. 21:180-182.

BECKER, K, ROTH, R., y PETERS, G. (1998). Rapid and specific detection of
toxigenic Staphylococcus aureus use of two multiplex PCR enzyme inmunoenssays
for amplification and hybridization of staphylococcal enteratoxin genes, exfoliative
toxin genes, and toxic shock syndrome toxin 1 gene. Journal of Clinical Microbiology.
36:2548-2553.

BENNET, A R., GREENWOOD, D., TENNANT, C., BANKS, J.G., y BETTS, R. P.
(1988). Rapid and definitive detection of Salmonella in food by PCR. Lefters in
Applied Microbiology. 28:437444.

BEJ, A. K, R J. STEFFAN. J. DICESARE, [, HATT y R. M. ATLAS. (1990).
Detection of coliform bacteriai in water by polymerase chain reaction and gene

probes. Appl. Environ. Microbiol. 56:307-314.

BRISSENDEN. C. H. (1981). UMH.T. pocessing and packaging plant: basic
reguirements, services and mantenance. New Monograph on UHT milk. Fil,

Doc. 133,105,

BRYAN, F. L. (1983). Epydemiology of milk-bome diseases. Journal of Food
Protection. 46:637-48.

CANDLISH. A. A, G. (1891). inmunological methods in food microbiology. Food
Microbiology. 8:1-14.

CHERR, Y. W. B, THOMASON. B. M., GLADDEN, J. 8. HOLSING, N. y MURLIN, A.
M. (1975). Detection of salmoneliae in foodstuffs, feces and water by
inmmunofluorescence. Annals New York Academy of Science. 254:350-68.



BIBLIOGRAFIA -38-

D'AQUST, WARBURTON, D. W. y SWELL, A. M. (1985). Saimoneila typhimurium
phage-type 10 from cheddar chess implicated in 2 major Canadian foocdborme
outbreak. J. Food Prot. 48:1062-1066.

De SMEDT, J., BOLDERDUIK, R. y MILAS, J. (1994). Salmonella detection in cocoa
and chocolate by mobility enrichment on modified semi-solid Rappaport-Vassiliadis
medium: collaborative study. Journal of the AOAC International. 77:365-73.

EARNSHAW, R. y GIDLEY, J. (1892). Molecular methaods for typing bacterial food
pathogens. Trens in Food Science and Technology. 2:9-43

FIRSTENBERG-EDEN. R. (1983). Rapid estimation of the number of microorganims
in raw meat by impedance measurement. Food Technology, 37:64-70.

FITTS. R. (1985). Development of a DNA-DNA hybridization test for the presence of
Salmonella in foods. Food Technol 39 (3):95-102.

FITTS, R S., DIAMCOND, M., HAMILTON, C. y NERI, M. (1983). DNA-DNA
hybridization assay for detection of Sa/monefla spp. in food. Applied and
Environmental Microbiclogy. 46:1146-5.

FLOWER, R. S, ECKNER, K, GABIS, D. A, ROBINSON, B. J., MATTINGLY, J. Ay
SILLIKER, J. H. (1986 a). Enzyme immunoassay for detection of Sa/monel/a in foods:
Collaborative study. Journal of the Association of Official Analytical Chemists. 69:786-
98.

FLOWER, R. S, KLATT, M. J,, MOZOLA, M. A, CURIALE. M. S., GABIS, D.A vy
SILLIKER, J. H. (1986 b). A DNA hybridization assay for the detection of Sa/monefia
in foods: Collaborative study, Journal of the Association of Official Analytical
Chemists, 70:521-9.




BIBLIOG RAFIA -39-

FORREST, W. W. (1592). Microcalorimetry. Meth. In Microbiol. £8:285-318.

FOSTER, K., GARRAMONE, S., FERRARQ, K y GROODY, E. P. (1582). A DNA
hybridization method and conventional culture method for the detection of

Salmonefla in foods: comparison of methads. Journal of the AQAC Iniernational.
75:685-92.

FRANCH, S. M., BOSWORTH, B. T., y MOON H. W. ( 1898). Multiplex PCR for
enterotoxigenic, attacing and effacing and Shiga-like toxin-producing £scherichia coli

strains from claves. Journal of Clinicat Microbiology. 36:1785-1797.

FRAZIER, W. C., WESTHOFF, D. C. {(1993) Microbiologia de ios aiimentos 42
edicién. Ed. Acribia, Espana, pp. 533-534.

GARVIE, E. I. y ROWLANDS, A. (1952). The role of microorganisms in dye-reduction
and keeping qguality tests lI. The effect of microorganism when sdded to milk in pure

-and mixed culture. Journal of Dairy Reseach. 19:263-264.

GIBSON, D. M., COOBS, P. y PIMBLEY, D. W. (1892). Auicmated conductance
methad for the detection of Saimonelia in foods; collaborative study. Joumal of the

AQAC International. 75:293-302.

GUTIERREZ, R., GONZALEZ, I, GARCIA, T, SANZ, B., HERNANDEZ, P. E. y
MARTIN R (1997) A quantitative PCR-ELISA for the rapid enumeration of bacteria in
refrigerated milk. Journal of Appfied microbiology. 83: 518-523.

HAMMER, B. W., y HIX, R. H. (1916). Studies on the numbers of bacteria present in
milk witch has undergone various changes. lowa Agric. Exp. Stn., Res. Bull. No. 29.

ICMSF  (International Commission of Microbiological for Foods) (1999)
Microorganismos _de_los alimentos 2, meétodos de muestreo para _analisis




BIELIDGRAFIA -40-

microbioldgicos: Princibios v aplicaciones especificas. Vol. 2 Ed. Acribia. Espafia. pp.
6-7.

ICMSF (International Commission of Microbiological for Feods) (1980). Ecologia
microbiana de los alimentos Vol. 2 productos alimenticios. Ed. Acribia. Zaragoza,
Espafia. pp. 300-332.

ICMSF  (International Commission of Microbiological for Foods) (1398).
Microorganismos de los_alimentgs, caracteristicas de lgs patdgenos microbianags.

Ed. Acribia. Zaragoza, Espafia. pp. 255-266.

ICMSF (International Commission of Microbiological for Fcads)(1978) Microoganims
in focds . Their Significance and Methods of Enumeration. (2da. ed). Toronto:

University of Toronto Press. pp.160-72.
INSALATA, N. E. y CHORDASH, R. 'A. (1984). Fluorescent antibody detection of
salmoneilae, in Speck, M.L. (ed.) Compendium of Methods for the Microbiological of

Food (2da. ed.). Washington. D.C.American Public Healh Association. pp.327-42

JAMES M. J. (1992). Microbiologia moderna de los alimentos. Ed. Acribia. Zaragoza,

Esparia. pp.513.

JONES, D. D, LAW, Ry A K. (1993). Detection of Saimoneiia spp in oysters using
polymerase chain reaction (PCR) and gene probes. Journai of Food Science. 58:6
1191-1197.

KELL, D. B. Y DAVEY, C. L. (1990). Conductrimetric and impedimetric devices. En
Biosensor, A practical approach. Cass, A. E. G. (ed) Oxford: Oxford University Press.
pp: 125-154.




BIBLIOGRAFIA -41-

KERR, S., BALL, H. J., D. P. MACKIE, D. A. POLLOCK y D. A. FINLAY. {1992).
Diagnostic application of monocional antibodies to outer membrane protein for rapid
detection of Salmonella. Jounal of Applied Bacteriology. 72:302-308.

LACEY, R. W. (1993). Food-borne bacterial infection. Parasitology. 107 575-593.

LANZT, P., HAHN-HAGERDAL, B. y RADSTRO, P. (1994). Sample preparation
methods in PCR-based detection of food pathagens. Trends in Food Science and
Technology. 51:384-389.

LAIRD, P. W., ZIUDERVELD, A.. LINDERS, K., RIDNICKI, M. A. JAENISCH, R. y
BERNS, A. (1991). Simplified mammalian DNA insolation procedure. Nucleic Acid
72:220-226.

Le MINOR, L. (1984). Genus it Salmoneiia fimens 1800, 389" in Krieg, N.R. and Hoit.
J.G. ed Bergey's Manual of Systematic Bactericfogy Vol. I. Baltimare Williams and
Wilkins. 427-458.

LIN, C. K, y TSEN, H. Y. (1996). Use of two 16S DNA targeted oligoniclectides as
PCR primer for the specific detection of Salmonefia in food. Journal of Apgclied
Bacteriology. 80:659-666.

MARTH |, E. H. (1969). Saimonellae and saimoneliosis associated with milk and milk
products. A review Journal of Dairy Science. 52:283-315.

MATTINGLY, J. A y GEHLE, W. D. (1982). An improved enzyme immunossay for
the detection of Salmonella. Journal of Food Science. 49:807-9.

McCLELLAND, R. G. y PINDER, A C. P. (1994). Detection of Sa/imonella
typhimunum in dairy products with flow cytometry and manoclional antibodies. An

applied and environmental Microbiology. 60: 4255-42686.



BIBLIOGRAFIA -42-

McCRADY, M.H. (1915). The numerical interpretation of fermentation tube result.
Journal of Infectious diseases. 17:183-212.

McCULLOUGH, N. B., y EISELE, C. W. (1951). Experimental human saimonelfosis;
pathagenicity of strain of Salmonella newport. Salmonella derby and Salmonella
bareilly obtained from spray-dried whole egg”. Journal of Infeccious Diseases.
89:209-13.

McPHERSON, M. J., y MOLLER, S. G. (2000). PCR Ed. BIOS y Springer New York.
pp.23-52.

MINNICH, S. A, HARTMAN, P. A y HEIMSCH. R C. (1982). Enzyme
immunoenssay for detectoin of salmoneilae in foods. Applied and Enviromental
Microbiology. 43:877-83.

MULLIS, K. B. (1990). The unusual origin of the polymerase chain reaction. Sci. Am.
(Apni). 262:56-65.

NIERDERHAUSER , C., CANDRIAN, U., HOFELEIN, C., JERMINI, M., BUHLER H.-
P. y LUTHY, J. (1992). Use for polymerase chain reaction for detection of Lysteria
monaocytogenes in food. Applied and Enviromental Microbiology. 58:1564-1568.

NOM-114-SSA1-1994: Norma Oficial Mexicana. bienes y servicios. Método para la
determinacion de Salmonella en alimentos. Secretaria de Salud publicado en el
Diario Oficial de la Federacion (09-22-G5).

PUNCH, J. D, OLSON, J. M., y THOMAS, E. L. (1965). Psychotrophic bacteria. Iii.
Population levels associated with flavor or physical change in milk. J. Dairy Sci, 8:

1179-1183.




#
BIBLIOGRAFIA -43-

REITER, B. (1978). Review on the progress of dairy science: anti-microbial system in
milk. J. Dairy Research. 45 (1): 132-147.

ROBINSON, B. J, C. I. PRETZMAN, y J. A MATTINGLY. (1983). Enzyme
immunoassay in which a myeloma protein is used for detection of saimoneliae. App/.
Environ. Micrabiol. 45: 1816-1821.

SAHARPE, M. £E. y A. J. BRAMLEY. (1877). Incidence of human pathogenic bacteria
and virus in raw milk. Dairy Industries International. 42 (S). 24-26.

SAIK], R. K., SCARF, S. y FALOONE, F. (1985). Enzymatic ampilificaticn of 3-
giobing geriomic sequence and restriction site for diagnosis of sickie-ceii anemia.

Science. 230:1350-1353.

SALMON, 0. E., y SMITH, 7. (i1885). Report in swine plague, “Annuai Report;
Washinton D. C. US Departament of Agriculture. Bureau of Anima! Industries. 184-
246

SAMBROOK J., FRITSCH E., MANIATIS, T., (1989). Matecular cloning: a labaratory
manual. New York 2da.Ed. Cald Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor.

SCHEINBACH, S., y HONG, S. I (1988). Detection of resident popuiation of
Salmonella and Escherichia coli in food ingredients by plasmid analysis. Food

microbiology., 5:235-241.

SHAH. S. A. y ROMICK, T. L. (1997). Subspecies differentiation of Salmonelia by
PCR-RFLP of ribosomal operon using universal primers. Letters Applied
Micrabiology. 25:54-57.



BIBLIOGRAFIA -4

SHARPE, A. N, M. N. WOODROW, Y A K JACKSON. (1970). Adencsine
triphosphate (ATP) levels in foods contaminated by bacterial. J. Appl. Bacteriol. 33:
758-767.

SILLIKER, J. H. y GABIS, D.A (1988). Salmanella in Person, A M. And Dutson, T.
R.(eds.) Advarnces in Meat Research Vol. 2 Meat and Poultry Microbiclogy, Westport,
Connecticut: AVI Publishing Co. 209-29.

SOQUMENT, C., GWENNOLA, E.. FACH, P. Y COLIN, P. (1997). Evaluation of
different DNA extraction procedures for the detection of Sa/monelfa from chicken
products by polymerase chain reacticn. Letters in Aplied Microbiology. 18:294-298.

SPECK, M.L. (1984). Compendium of Methods for the Microbiological examination of
Foods (2" £d.). Waschington. CC:Amenican Public Health Association.

SPERBER, W.H. y DEIBEL. R.H. {(1%6%). Acelerated procedures for Salmonelia in
dried foods and feeds involving cnly troth cultures and serological reactions. Applied
Microbiology. 17:533-9.

SSA: hitp: fliwww.ssa.gob.mx/epide/2001isem17/cua8.htmi.

STADHOUDERS. J. (1975). Microbes in milk and dairy products. An ecological
approach. Neth. Milk Dairy J. 23:104-126.

STEWART, B. J., M. J. EYLES, y W. G. MURRED (1980). Rapid radiometric method
for detection of Sa/monefla in foods. Appl. Environ. Microbial. 40:223-230.

THOMASON, B.M. (1981). Current status of immunofiucrescent methodology for
salmoneilla. Journal of Food Protection. 44:381-4.



BIBLIOGRAFIA -45-

TOWSEN, D. E., ASHDOWN, N., BOLTON, S. y GRUBB, W. B. (1885). The use of
cetyltrimethylammonium bromide for the rapid insolation from Staphylococcus aureus
of relaxable and non relaxable plasmid DNA suitable for in vitro manipulation. Letter

in Applied Microbiotogy. 1:87-94.

TRKOV, M., MAJERIKOVA, |, JERASEK, B., STEFANOVICOVA, A, RIJPENS, N., ¥
KUCHTA, T. (1999). Detection of Safmonéfla in food over 30 h using enrichment and
polymerase chain reaction. Food Microbiofogy, 16:393-399.

VASSILIADIS. P. (1983). The Rappaport Vassiliadis (RV) Enrichment medium for the
insolation of saimonelias: an overview. Journal of applied Bacteriology. 54:69-78.

VEISSEYRE R., (1888). Lactologia técnica: compaosicion. recogida y transformacion
de la leche. Ed. Acribia, Espafia. pp.1-46. '

WALKER, J. M., y GINGOLD, E. B., (1997). Biologia malecular vy biotecnologia.
Segunda edicién. Ed. Acribia. Zaragoza, Espafia, pp. 53-65.

WEGMULLER, B, LUTY, J., vy CANDRIAN, U., (1983). Direct polymerase chain
reaction detection of Campylobacter jejuni and Camgpylabacter coli in raw milk and
dairy products. Applied and enviromental Microbiology. 53:2161-2165.

WELKOS, S.. vy BARE, H. (1974). (dentification of Salmonella with the 0-1
bacteriophage. Appiied Microbiology. 28:618-22.

WILKINS, E., y BALTIMORE M., (1994). Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology. Ninth Edition. Ed. Lippincott Wiiliams. Pp.186-187.

ZWIENTERING, M. H., JONGENBURGER, 1., ROMBOUST, F.M. y VANTRIET, K.
(1990). Modeling of the bacterial growt curve. Applied and Enviromental Microbiology.
56:1875-1882.



