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Resumen

Salmonella spp, es uno de los principales agentes causales de intoxicaciones alimentarias a
nivel mundial, coloniza a la mayoria de los animales y el ser humano. No es detectable en
muestras que tienen un bajo niimero de células y los métodos tradicionales para su aislamiento
tienen baja especificidad, baja sensibilidad y consumen mucho tiempo. Esta revision presenta
un andlisis sobre los métodos para la deteccion de Salmonella spp. y se profundiza en los
estudios moleculares encaminados al diagndstico de este microorganismo de importancia
en salud puiblica. En los iiltimos afios se han desarrollado diferentes protocolos utilizando
métodos moleculares para la deteccion de Salmonella spp. a partir de muestras clinicas y
alimentos. Los costos para la deteccion molecular de Salmonella spp. son elevados en com-
paracion con los métodos tradicionales, pero la alta sensibilidad y especificidad que ofrece
la PCR, los beneficios al sector salud al lograr un diagnéstico rdpido y preciso, la relacién
costo beneficio que otorga al sector productivo permitiendo liberar productos alimenticios
al mercado con mayor rapidez, justifican la implementacion de estas técnicas. La revision
de las ventajas y desventajas de los métodos microbioldgicos tradicionales y moleculares
para detectar Salmonella spp. en diferentes matrices, permite establecer la mejor estrategia
a sequir en la deteccion y diagnéstico de microorganismos de dificil aislamiento. Dada la
complejidad de las diferentes metodologias que existen para la deteccion de Salmonella spp,
dichas técnicas serdn presentadas en forma independiente.
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Abstract

This review presents an analysis about the methods to identify Salmonella spp. and the
molecular studies to diagnosis this microorganism is deepened. Is believed Salmonella
to be responsible of the most of cases of food-borne disease worldwide. This bacterium
colonizes the most of the animals and the humans. It is not detectable in foods that has a
low number of cells and the traditional methods for their detection have low specificity,
sensitivity and consume long time. A systematic bibliographical search was developed
in web sites, available data bases and original article. in the last year several protocols
have seen developed using molecular methods to Salmonella spp. detection from clinical
sample and food. The molecular detection of Salmonella spp. by PCR is more expensive
than the traditional methods, but the high sensitivity and specificity that the PCR offers,
the benefits to the health sector when obtaining a fast and accurate diagnosis, the relation
cost benefit that grants to the productive sector allowing to release nutritional products
to the market really fast way and the saving of costs, justify the implementation of that
technique. The possibility of detecting microorganisms of difficult isolation in different
matrices exists, using proper molecular methods and of applying them in epidemiological

sanitary controls.

INTRODUCCION

A pesar de los estrictos controles exigidos
a la industria alimentaria, se ha calculado
que cada afio mueren aproximadamente 1.8
millones de personas como consecuencia
de enfermedades diarreicas, siendo la causa
principal el consumo de agua o alimentos
contaminados (1-4). En la actualidad se han
descritomés de 250 enfermedades diferentes
transmitidas a través de los alimentos (4, 5),
dentro de este grupo de enfermedades se
encuentra la salmonelosis, que segtn la Or-
ganizacion Mundial de la Salud (OMS) (6-9),
representa uno de los principales problemas
en salud ptublica, reportdndose anualmente
millones de casos en todo el mundo con
aproximadamente 1000 muertes (10). La
deteccion de Salmonella spp. por métodos
de cultivo microbioldgicos tradicionales, se
dificulta por el bajo niimero de células bac-
terianas y el alto grado de injuria después de
los procesos tecnolégicos aplicados para la
produccién dealimentos que determinansus
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caracteristicas fisicoquimicas, comolaescasa
actividad de agua (a_ ). Estas técnicas tienen
muchas desventajas: Tardan entre 4-5 dias
para confirmar los resultados (11), ademas,
requieren de muchos medios de cultivos.
Dada la complejidad de las diferentes me-
todologias que existen para la deteccion de
Salmonella, dichas técnicas seran presentadas
en forma independiente.

Caracteristicas generales de Salmonella spp.

El género Salmonella pertenece a la familia
delas Enterobacteriaceae, estd integrada por
bacilos Gram negativos, anaerobios faculta-
tivos, no esporulados, generalmente méviles
por flagelos peritricos que utilizan citrato
como unica fuente de carbono y poseen me-
tabolismo de tipo oxidativo y fermentativo.
Para su crecimiento no requieren cloruro de
sodio pero pueden crecer en concentraciones
que van desde 0.4% al 4%. La mayoria de los
serotipos de Salmonella crecenenunrango de
temperaturaque vadesde 5°Ca47°C,conuna
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temperatura 6ptima de 35°C-37°C, algunas
pueden llegar a crecer a 2°C 0 4°C y hasta
54°C. El pH de crecimiento oscila entre 4-9
con un 6ptimo entre 6.5y 7.5. Se desarrollan
bien a una actividad de agua (aw) de 0.99 a
0.94, pueden llegar a sobrevivir en alimen-
tos secos con un aw de <0.2. Su crecimiento
se inhibe completamente a temperaturas

inferiores a 7°C, pH <3.8 y un aw <0.94. Se
caracterizan por ser de amplia distribucién,
altamente patégenos y de dificil aislamiento,
conmas de 2500 serotipos identificados en el
actual sistema de Kauffmann-White, siendo
Salmonella enterica serovar typhimurium, Ente-
ritidis y Newport los serotipos mds aislados en
alimentos a nivel mundial (12, 13).

Tabla 1. Salmonella especies, subespecies, serotipos y su hébitat usual.
Sistema de Kauffmann-White

Especie y subespecie de No. de serotipos. Habitat usual
Salmonella dentro de la especie
S. enterica subsp. enterica (1) 1531 Animales de sangre caliente
S. enterica subsp. salamae (II) 505 Animales de sangre friay ambiente
S. entérica subsp. arizonae (llla) 99 Animales de sangre fria y ambiente
S. enterica subsp. diarizonae (lIIb) 336 Animales de sangre fria y ambiente
S. enterica subsp. houtenae (IV) 73 Animales de sangre fria y ambiente
S. enterica subsp. indica (VI) 13 Animales de sangre friay ambiente
S. bongori (V) 22 Animales de sangre friay ambiente
Total 2579

Fuente: Antigenic formulae of the salmonella serovars . WHO Collaborating Centre
for Reference and Research on Salmonella and Institut Pasteur. 9 th edition.2007

Actualmente, basados enla comparacion del
ARNr 165, filogenéticamente Salmonella se
clasifica en dos grupos: Salmonella entérica,
compuesta por 6 subespeciesy Salmonella bon-
gori. Este sistema de clasificacién es el usado
por Organizacion mundial dela Salud (OMS),
el Centro para el Control de Enfermedades
(CDCQ) y otras organizaciones Ver tabla 1.

Diagnéstico Microbiolégico de Salmonella
spp.

Los métodos microbioldgicos tradiciona-
les para la deteccién de Salmonella, no van
encaminados al conteo de esta bacteria, se
considera una técnica cuyo resultado se
expresa cualitativamente, determinando su
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presencia o ausencia en diferentes matrices.
La deteccion esta basada en el empleo de
medios de cultivo selectivos y posterior
caracterizacion de las colonias mediante
pruebas bioquimicas y serolégicas. El mé-
todo estdndar o prueba de oro en clinica es
el coprocultivo, el cual tiene gran valor en
estudios epidemioldgicos, pero, por su carga
de trabajo, costo y volumen, suele ser de bajo
rendimiento y bajo costo-efectividad, siendo
la positividad de 1.8% a 4.4 %, ademas, el
porcentaje de recuperacion de los medios
de cultivos (Mac Conkey-Hektoen) es de
4% a 10%, esta baja sensibilidad es debido al
numero de microorganismos presentes enlas
heces, la competencia presente con otros mi-
croorganismosy alos cambios fisico-quimicos
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del medio de cultivo y/o del ambiente (pH,
temperatura y actividad acuosa) (14). Sin
embargo, recientemente las evaluaciones de
riesgos microbioldgicos requieren de datos
cuantitativos para estimar el riesgo de que
una poblacién contraiga salmonelosis por
consumo de un determinado alimento conta-
minado. La Association of Official Analytical
Chemist (AOAC) (15), describe los pasos a
seguir para obtener buenos resultados, los
cuales pueden demorar entre 4 a 5 dias. El
aislamiento e identificacién de Salmonella en
una muestra requiere de cuatro etapas que
se precisan a continuacion:

a. Etapa de Pre-enriquecimiento.

Segunla AOAC (15), el objetivo de esta etapa
esnormalizar metabdlicamentelas célulasde
Salmonella spp. que se encuentren en deter-
minada matriz para su perfecto desarrollo y
todos los microorganismos compiten por los
nutrientes. Se realiza a partir de medios de
cultivo no selectivos como agua peptonada
(16,17),caldonutritivo, caldolactosado (18) o
aguadestiladaestériladicionada consoluciéon
de verde brillante al 0,1% en el caso de leche
enpolvo(19,20). Esnecesario unaincubacién
a 37° Celsius durante 18 a 24 horas.

b. Etapa de Enriquecimiento selectivo.

Esta etapa estimula y favorece el crecimiento
de Salmonella spp. inhibiendo el crecimiento
delafloraacompanante;losmedios decultivo
utilizadosson: Caldo Tetrationato-Bilis-Verde
Brillante segin Mueller-Kauffmann (21),
Caldo Rappaport-Vasiliadis (RV) (22-25) y
Selenito Cistina (SC).

En el medio selectivo caldo tetrationato-

Bilis-Verde Brillante: el tetrationato inhibe el
crecimiento de coliformes y otras bacterias
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intestinales, la bilis estimula el crecimiento
de Salmonella e inhibe la flora competitiva,
el verde brillante impide el desarrollo de la
flora gram positiva y el carbonato calcico
actiia como tampon para mantener el pH.

En el caldo SC, la selenita inhibe el creci-
miento de gran parte de la flora intestinal
competitiva (E. coli, Enterococos), sin afectar
a Salmonella, Shiguella, Pseudomonas o Proteus,
mientras que la Cistina actiia favoreciendoel
crecimiento de Salmonella. En el medio RV, el
verde malaquita inhibe el crecimiento de la
flora competitiva, los fosfatos monopotasico
y dipotasico mantienen estable el pH del me-
dio durante el almacenamiento y el cloruro
magnésico enriquece el caldo favoreciendoel
desarrollo de Salmonella (26). Enlaactualidad,
el BAM (Bacteriological Analytical Manual)
recomienda el uso del medio Rappaport-
Vasiliadis para los alimentos con niveles
altos obajos de carga microbiana. ElcaldoRV
reemplaza al Selenito Cistina para el andlisis
de todos los alimentos, excepto para goma
Guar. La temperatura de incubacién del
Tetrationato varia dependiendo de la carga
microbiana del alimento, si es muy alta se
recomienda utilizar una temperatura de43°C
y sila carga microbiana es muy baja, emplear
una temperatura de35°C (27). La AOACreco-
mienda utilizar simultdneamente dos deellos,
puesto que difieren en su selectividad (15).

c. Etapa de Aislamiento en medios selec-
tivos.

Esta etapa permite la diferenciacién de
colonias de Salmonella de otras bacterias,
esta diferenciacion radica en la composi-
cién de los distintos medios que permiten
el crecimiento de las colonias con aspectos
caracteristicos. Para aislar y diferenciar las
colonias de Salmonella, los medios de cultivo
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contienen sustancias inhibitorias tales como:
antibioticos, salesbiliares, desoxicolato, verde
brillante, bismuto de sulfito (19), los medios
mas empleados son: agar Entérico Hektoen
(EH) (28), agar Xilosa, Lisina, Desoxicolato
(XLD) (29) y agar Bismuto sulfito (BS) (19).
En estos medios, las colonias tipicas de Sal-
monella se aprecian de la siguiente manera:

En Agar enterico Hektoen (HE): Colonias
azules o verde azuladas con o sin centro ne-
gro.Muchos cultivos de Salmonellasp pueden
producir colonias con un centro negro gran-
de brillante o colonias casi completamente
negras.

En Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD):
Colonias rosadas con o sin centro negro.
Muchos cultivos de Salmonella sp pueden
producir colonias con un centro negro gran-
de brillante o colonias casi completamente
negras.

En Agar Bismuto Sulfito (BS): Colonias
marrones, gris o negras, a veces con brillo
metélico. El medio es usualmente marréon al
principio se torna negro conforme se incre-
menta el tiempo de incubacién, producién-
dose el llamado efecto “halo”.

d. Pruebas bioquimicas diferenciales.

En esta etapa se diferencian las bacterias por
su actividad metabdlica. La identificacion
o confirmacion de las colonias presuntivas
de Salmonella, se lleva a cabo en dos medios
diferenciales usados simultaneamente como
el agar triple azticar hierro (TSI) (30) y el agar
Lisinahierro (LIA) (31,32), también serealizan
pruebasbioquimicas complementarias como
urea, fermentaciéon del dulcitol, crecimiento
en caldo KCN, utilizacion del malonato de
sodio y produccién del indol (ver tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas diferenciales de especies de Salmonella y Subespecies

Especie Salmonella enterica Salmonellla
bongori

Subespecie enterica (1) | salamae (Il) | arizonae (llla) | diarizonae (llIb) | houtenae (IV) | indica (VI)

Dulcitol + + - - D +
ONPG (2hrs) - - + + - D +
Malonato - + + + - -

Gelatina - + + + + +

Sorbitol + + + + -/+ +
KCN - - - - + +
D-tartrato + - - - - - -
B-glucoronidasa D D - + - D -
Mucato + + + 0,7 - + +
Salicina - - - - + - -
Lactosa - 0,75 0,75 - D -

D, diferentes reacciones por serovars distintos. +,90% o mas cepas positivas. -,90% o menos cepas negativas.
Fuente: Instituto nacional de enfermedades infecciosas departamento bacteriologia, Manual de Procedimientos
Salmonella Parte I Aislamiento, identificacién y serotipificacion. 2003.
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Lamayoriadelasserovariedadesaisladasen
elhombre ylos animales, pertenecen a Salmo-
nella enterica subespecie enterica, poseen ca-
racteristicas bioquimicas semejantes, lo cual
contribuye a su identificaciéon. Sin embargo,
un serotipo denominado S. typhi, presenta
caracteristicas bioquimicas tnicas que lo
diferencian de otros serotipos, destacdndose
un metabolismo muy lento en comparaciéon
con los demas, una baja produccién de H.S,
y reacciones negativas para el Citrato de
Simmons, ornitina descarboxilasa; gas de
glucosa; fermentacién del dulcitol, arabi-
nosa y thamnosa y utilizacién de mucato y
acetato (33).

Nuevas tendencias de diagnostico

El surgimiento de nuevas tecnologias y la
tendencia global de la industria alimenticia
por mejorar y establecer mejores controles
duranteel procesodeelaboraciény transporte
de los productos hasta llegar al consumidor.
Han desarrollado nuevos métodos de diag-
ndstico microbioldgicos orientados a garan-
tizar la seguridad alimentaria y a optimizar
los procesos de vigilancia epidemiolégica
reduciendo los tiempos de deteccién del
agente patégeno y aumentando la especifici-
dad y sensibilidad de la técnica. En general,
estos ensayos pueden ser agrupados en tres
categorias: Métodos inmunoldgicos, ensayos
basados en el acido nucleico y biosensores.

Métodos serolégicos.

La unién de anticuerpos con su antigeno
particular, la velocidad y la simplicidad de
su interaccién, han desarrollado una gran
variedad de ensayos con utilizaciéon de anti-
cuerpos y formatos basados en inmunoqui-
mica. Los resultados obtenidos siempre son
considerados como presuntos positivos y se
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hace necesario la confirmacién por métodos
tradicionales. Entre las técnicas se encuen-
tra los ensayos de aglutinacion, ensayos de
inmunoprecipitacion e inmunoenzimaticos
como el ELISA (Ensayo por inmunoabsor-
cién Ligado a Enzima) o el Ensayos de Flujo
Lateral y la técnica de Inmunoseparacion
Magnética (ISM).

a. Prueba de ELISA.

Esta fase resalta el punto de vista epide-
miolégico y permite distinguir las sero-
variedades prevalentes en distintas zonas
geograficas. Se fundamenta en la detecciéon
de los antigenos sométicos de superficie y
antigenos flagelares en cada serovariedad
por el uso de anticuerpos unidos de manera
especificas a un antigeno determinado. Los
aislamientos de Salmonella son clasificados
segtin el esquema de Kauffman-White (K-W)
asi un serotipo de Salmonella es determinado
sobre la base de la variabilidad antigénica
del lipopolisacarido, llamado antigeno O,
la proteina flagelar H y el lipolisacarido Vi.
Hasta la fecha han sido identificados mds
de 2.500 diferentes serotipos de Salmonella
(12, 34, 36). Salmonella es el tnico miembro
de la familia Enterobacteriaceae, que tiene
dos distintos antigenos flagelares, regulados
coordinadamente, de tal forma que solo un
antigeno es expresado al tiempo (37). Bajo
este principio inmunolégico, Fernand Widal
prestigiosomédico francésen 1986, desarrollo
la técnica denominada “Reacciéon de Widal”
que determina la presencia de anticuerpos
contra el antigeno O y H de Salmonella typhi
paraelserodiagndstico de fiebre tifoidea (38),
empleada en la actualidad debido a su bajo
costo y rapidez, sin embargo, tiene limitacio-
nes como baja especificidad y sensibilidad
(39,40). La identificacion de cepas de Salmo-
nella por aglutinacién con un set completo de
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sueros consume mucho tiempoy requiere del
uso de unos 167 sueros especificos, ademas
de un personal entrenado para tal propdsito
(41). Debidoalosinconvenientes presentados
con la técnica tradicional de aglutinacion, y
conel findemejorar el diagnostico en una po-
blacién de Nigeria, Smith et al. 2011, tomaron
muestras de sangre de pacientes con cuadro
tebril y sospecha clinica de fiebre tifoidea las
cuales fueron examinadas usando el test de
widal y la prueba rdpida “S. typhi dri dot”.
Los resultados arrojaron una alta especifici-
dad cerca al 97.8%, esta técnica emplea una
tira de nitrocelulosa impregnada con un
antigeno especifico ubicado en la membrana
externa de Salmonella tiphy que reacciona
con los anticuerpos IgM e IgG presentes en
la muestra de suero generando un complejo
antigeno-anticuerpo. Para visualizar el com-
plejo las tiras se incuban con la adiciéon de
una peroxidasa conjugada con anticuerpos
anti IgG e IgM y un sustrato cromogénico.
Una coloracién azul intensa o de igual color
al control, indica una lectura positiva (42,43).
Cai et al. 2005, desarrollaron una novedosa
técnica de serotipificacion de cepas de Sal-
monella entérica usando pozos cubiertos con
resina super epoxy tefiidas con anticuerpos
ajustados al sistema de Kauffmann-White.
El modelo utiliza 35 anticuerpos para la
identificacion de las 20 serovariedades mas
comunes en Canada y evalua 117 marca-
dores especificos para cepas de Salmonella
y 73 para cepas no relacionadas. El ensayo
permitié la identificacién de 86 cepas y la
identificacion parcial de 30, excluyendo a las
73 cepas no relacionadas. En este ensayo la
reaccién antigeno-anticuerpose desarrollaen
microvolumenes seguido de un marcaje fluo-
rescente de la cepa investigada. La detecciéon
emplea un scanner comun de fluorescencia.
La técnica ofrece la reduccién del tiempo de
analisis, la estandarizacion de la reaccién
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por aglutinacion y la deteccion simultanea
de los antigenos O y H, omitiendo la fase de
inversion debido a la alta sensibilidad de la
técnica,ademds, de ser extendida paralasero-
tipificacion y deteccién de otrasbacterias (44).

En el mejoramiento de los procesos diag-
nosticos, las técnicas inmunoldgicas se han
combinado con técnicas moleculares (45,
46). Luk et al, 1997; describieron un proce-
dimiento para detectar, luego de una PCR,
a los productos (amplicones) con el ensayo
por inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay). Los oligonucledtidos fueron mar-
cados con digoxogenin (DIG)-11"-dUTP, el
cual fue incorporado al producto de PCR. El
amplicon fue capturado en fase sélida, via
interaccién con avidin-biotin y anticuerpos
anti-digoxigenin. Para obtener resultados
visibles este ensayo tomo aproximadamente
6 horas en total (4 horas en PCR y 2 horas en
ELISA), antecedido de un breve preenrique-
cimiento 16 horas para un total de 22 horas,
ofreciendo un rdpido, exacto y semicuanti-
tativo método para detectar Salmonella spp.
con el propoésito de ser implementado como
analisis de rutina en laboratorios clinicos o
diagnostico epidemiolégico. El uso un plato
de96 pozos, permite automatizar el procesoy
analizar muchas muestras simultaneamente.
Por otro lado, un inconveniente de la técnica
DIG-ELISA para el andlisis de productos
de PCR, es la inhabilidad para confirmar la
identidad del ADN amplificado, es decir,
no determina de qué especie de Salmonella
proviene, convirtiéndose inespecifico para
la determinacién de especie (47).

b. Ensayo de Flujo Lateral (LFAs)

Unamodificacién dela técnica de ELISA es el
Ensayo de Flujo Lateral (LFAs) o Ensayo In-
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munocromatografico deflujolateral, método
que emplea una membrana de nitrocelulosa
en la cual se inmoviliza una proteina, por lo
general un anticuerpo o un antigeno. Como
enel ELISA, el LFApuedeser desarrolladoen
un formato tipo saindwich, pero el segundo
anticuerpo es conjugado con perlas de latex
coloreadas, oro coloidal o carbén en lugar
de una enzima. Un pequefio volumen de la
muestra migra a través de una serie de cé-
maras por accién capilar; reaccionando con
el conjugado ylosanticuerposinmovilizados
obteniéndose un resultado positivo visible
por la formacion de un patrén o linea (48,49).

c. La inmunoseparacién magnética
(ISM)

Esaplicada para capturar, separar, concentrar
y purificar, en presencia de una campo mag-
nético, antigenos solubles, acidos nucleicos
0 microorganismos viables a partir de dife-
rentes matrices (48-53). Para tal propdsito se
emplean perlas de diferentes tamafios que
contienen material paramagnético el cual es
capaz de magnetizarse en presencia de un
campo magnético externo o de no hacerlo
en ausencia de este. En el 2011, Petrola et al,
compar¢ la efectividad de esta técnica frente
al método convencional para la deteccion de
Salmonella spp en leche pasteurizada conta-
minada intencionalmente con 50 cel/mL de
Salmonella spp mas un pool de 1x10° cel/
mL de otras enterobacterias (Escherichia coli,
Klebsiella oxytoca, Shigella boydiiy Enterobacter
cloacae). Conlatécnica deISM selogroacortar
el tiempo de recuperacion de Salmonella spp
a partir del caldo de pre-enriquecimiento y
enriquecimiento selectivo del método con-
vencional, sin embargo no se pudo a partir
de la muestra pura, ademds se demostrd
que el factor de dilucién de la muestra no
influye en los resultados, pero si el nimero
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de lavados. La eficiencia de la técnica esta
determinada por la cantidad y calidad de la
flora asociada, generdndose mayor niimero
de uniones inespecificas entre mayor sea
esta en el momento de la inmunocaptura,
ademads, estas técnicas de concentracién al
ser optimizadas para unamatrizdeterminada
o microorganismo pueden no ser aplicables
para otros alimentos. (54- 58). Alfonso et al,
2012, desarrollaron un electroinmunonen-
sayo rapido y especifico para la deteccion
de Salmonella spp en muestras de alimentos
empleando nanoparticulas de oro (AuNPs)
faciles de obtener, modificar y detectar. La
bacteria detectada es pre-concentrada por
ISM y marcada con AuNPs modificadas con
anticuerpos policlonales anti-Salmonella. Este
inmunosensor fue capaz de detectar hasta
143" UFC/mL en hora y media (1:30 minu-
tos) y la interaccion entre el inmuno-ensayo
y las particulas magnéticas dan lugar a una
mejora en la sensibilidad y la eliminacion
de interferencias por parte de otras especies
(59). La tecnologia de ISM permite aislar
cepas de Salmonella spp. que poseen antige-
nos especificos de superficies y utilizarlo en
combinacién con la PCR reemplaza el paso
deenriquecimientoselectivo,acortael tiempo
en 24 horas e incrementan la especificidad
y sensibilidad de la prueba. Esos productos
de PCR pueden ser secuenciados y obtener
datos en un tiempo inferior alas 24 horas (37,
43,45,46, 60,61).

Apesar de que el uso delos métodos basados
en la deteccién por anticuerpos son consi-
derados “Prueba de oro o Gold Standard”
tanto en analisis clinicos, como ambientales
y de alimentos, el uso de anticuerpos tiene
ciertos inconvenientes relacionados con su
estructura molecular y los métodos usados
para su sintesis (48, 62). Debido a estos
inconvenientes han surgido otros métodos
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de captura por afinidad como el uso de
Bacteriéfagos. La alta especificidad de los
fagos es debida a las proteinas asociadas en
su cola que reconocen moléculas especificas
presentes en la superficie de la bacteria. Su
uso pueda estar encaminado a favorecer el
crecimiento selectivo de Salmonella spp. enun
medio enriquecido, atacando y reduciendo
la microflora acompanante o ser utilizados
para detectar especificamente Salmonella spp
e inducir lisis celular, mediando la transfor-
macion de ADP en ATP, el cual es detectado
como luz visible por medio de una reacciéon
debioluminiscencia) (62-64). La sensibilidad
de la técnica mejora al aplicar anticuerpos
especificos que detectenlos fagos unidosalas
bacterias,ademassehan empleadofagos que
actiian como mensajeros de genes reporteros,
por ejemplo, que sintetizan proteinas verde
fluorescentes, que pueden ser facilmente
detectadas y cuantificadas (62).

Métodos basados en acidos nucleicos

Entre las técnicas moleculares aplicables a
la deteccién de patégenos como Salmonella
spp en alimentos, encontramos: Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), Reaccion
en Cadena de la Polimerasa en tiempo real
(qPCR), pirosecuenciacién, amplificacion
basada en la secuencia del acido nucleico

(NASBA), Hibridaciéon de ADN con sondas
y microensayos, entre otras. La mas utili-
zada es la PCR, cuyo objetivo principal es
la multiplicacion in Vitro de uno o varios
segmentos de ADN, por accién una enzima
ADN polimerasa, ADN dependiente ter-
moestable. Para esto,el ADN bicatenario debe
estar desnaturalizado para formar cadenas
lineales en presencia dealtas concentraciones
de oligonucleétidos y cloruro de Magnesio,
entonces dos cadenas nuevas del ddplex ori-
ginal deben ser formadas (65, 66, 67, 68,69).
Esta técnica es simple, reproducible, rapida
y flexible. Desde entonces se presentan mu-
chas variantes de este método como la PCR
multiple y la PCR en Tiempo Real (qQPCR)
(70, 71, 72,73) ademas se ha implementado
junto con técnicas como, la hibridacién de
ADN (74), el uso de biochips (75) y de enzi-
mas de restriccién, entre otras, que facilitan
el diagnostico microbiologico molecular de
patégenosendiferentes matrices. Desde 1992
muchasinvestigaciones estdn encaminadasal
diagnostico molecular de Salmonella a través
de la técnica de PCR empleando diversos
sets de oligonucleétidos, en las que se ha
evaluadolaselectividad (76), laespecificidad
y la sensibilidad de estos frente a la prueba
microbioldgica, considerada como la prueba
de oro (ver tabla 3).

Tabla 3. Tiempo y limite de deteccion de la técnica microbiolégica tradicional para la
deteccion de Salmonella spp.

. . TIEMPO DE LIMITE DE -
TECNICA MICROBIOLOGICA TECNICA | DETECCION UEC AUTOR, ANO
Cultivo estandar-tradicional 5 DIAS 2 UFC Conde et al, 2006
Cultivo estandar-tradicional 5 DIAS 2 UFC Villareal et al, 2008
Cultivo estandar-tradicional USDA+/FSISt | 4 - 5 DIAS 1 UFC Gallegos et al, 2008

*Unidades formadoras de colonias.
+ United States Department Agriculture.
T Food Safety and Inspection Service.
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Los primeros estudios fueron realizados
por Rahn et al en 1992 (77) amplificando el
gen invA de Salmonella, técnica atualmente
optimizada y estandarizada en paises como
Suecia (78) sur Africa (79) y Brasil (80) ade-
mas se desarroll6 un estudio multicéntrico
para la validacién, en el que participaron
16 laboratorios de los paises de Dinamarca,
Alemania, Bélgica, Austria, Reptblica Checa,
Espana, Suecia, Francia, Grecia, Eslovaquia,
Finlandia, Inglaterra e Italia. Actualmente
las investigaciones buscan incrementar la
confiabilidad del diagnostico de Salmonella
spp en alimentos, evaluando la especificidad
y sensibilidad de la técnica de PCR después
de una etapa previa de enriquecimiento de
la muestra, demostrandose una alta probabi-
lidad de detectar un bajo nimero de células.

a. Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR).

Rahnet al, amplificaron unasecuencia dentro
del gen invA parala deteccién de Salmonella.
Para determinar su selectividad se emplea-
ron 630 cepas de Salmonella y 142 géneros
de bacterias no relacionadas con Salmonella.
Todas las cepas evaluadas fueron detecta-
das, excepto de S. litchfield y S. senftenberg
y por el contrario ninguno de los géneros
diferentes a Salmonella spp fue identificado
(77). Villarreal et al, establecieron un limite de
deteccion de hasta 10 pg de ADN en cultivos
puros de Salmonella typhi. La PCR se bas6
en la exclusividad de los oligonucle6tidos
139-141, los cuales amplificaron una banda
de 284 pb para la identificacién de género.
Susresultados demuestran que: (I) laadicién
de Novobiacina (45 mg/L) o de verde bri-
llante (10 mg/L) como inhibidores de flora
acompanante, después de las primeras tres
horas del pre-enriquecimiento no selectivo
de 6 horas, no influye significativamente
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en la recuperacion de las células bacteria-
nas; (II) al obtener biomasa de la primera
dilucién en base 10 y emplear la técnica de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico para
la obtencién de ADN, se pueden detectar
2 UFC/mL de Salmonella spp. en leche en
polvoyreducir considerablemente el tiempo
de deteccién (81) .Dos Santos et al. en el ano
2001, ratificaron el empleo de los mismos
oligonucleétidos paralaamplificacién del gen
invA, al comparar esta técnica con el método
microbioldgico tradicional. Ellos lograron la
deteccion de Salmonella spp, mediante PCR,
luego delaextracciéon delADN por el método
de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico, en
un total de 96 horas (82). Soltani et al. 2005,
evaluaron la selectividad de otro set de oli-
gonucleétidos: malo2-F/malo2-Ra que ampli-
ficaron el gen invA a través de un ensayo de
PCR multiple (PCRm), también se amplificd
el gen Prt paraidentificar S. typhi, S. paratyphi
A, S.paratyphi By S. enteritidis empleando los
oligonucledtidos parat-s / parat-as, aligual que
el gen Tyv solo para S. typhi y S. enteritidis,
utilizando los oligonucleétidos tyv-s/tyv-as,
respectivamente, obteniendo un limite de
deteccion de 2.5 X 102 UFC/mL (83). Poste-
riormente, Cohen et al. en 1996, evaluaron
otros oligonucleétidos para la amplificacion
del gen fimA de Salmonella, alcanzando un
limite de deteccién de 5 pg (84).

La utilidad de la PCR para la deteccion de
microorganismos en diferentes matrices estd
limitada por la presencia de sustancias que
inhiben la DNA polimerasa tales como: sales
biliares, bilirrubina, hemoglobina o deriva-
dos, compuestos polifenolicos, proteinasas,
polisacéridos complejos y grasa, que también
interfieren en la unién de la enzima con el
cloruro de magnesio o que desnaturalizan
el DNA. La sensibilidad se compromete al
aplicarse directamente sobre muestras que
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contieneninhibidores, siendonecesariolain-
corporacionde unpaso previode preparacion
dela muestra y optimizacioén de la técnica de
extraccion de ADN (48). Para el diagnostico

molecular de Salmonella spp. también se ha
combinado pruebas microbiolégicas tradicio-
nales con PCR en tiempo Real (qPCR) o PCR
convencional, ver tabla 4 (85, 86).

Tabla 4. Diferencias entre sistemas comerciales de PCR y el
método de cultivo tradicional para detectar Salmonella en alimentos.

Método de cultivo

ISO 6579, HPA F13

medios no selectivos

Si, por pruebas bioqui-

Método de ensayo/ Principio de Requerimiento para
Método . ay deteccion del confirmar resultados | Tiempo de respuesta
Sistema y kit , ..
método positivos
Porenriquecimiento en

Resultado negativo
en 3 dias, positivo en

estandar y luego en medios | micas y seroldgicas 5 dias
selectivos ’
Resultado negativo en
Sistema BAX PCR para Deteccion de amplico- Sl,pore.ar’wal|5|sdecurva 24 horas mcluygndo
. . nesdePCRempleando | de fusion, luego por | paso de pre-enrique-
PCR automatizada | la deteccién de Sal- : . A R
un colorante interca- | cultivoypruebabioqui- | cimiento. Resultado
monella . . . i
lante (SybrGreen) mica y serolégica. positivo confirmado

en 5 dias.

PCR a tiempo real

"Sistena BAX Q7 para
Salmonella. Kit TagMan
paraSalmonella entéri-
ca. Kit LightCycler para

Uso de sondas para
la deteccion de am-

Si, por cultivo y prueba
bioquimicayseroldgica.

Resultado negativo
en 20-24 horas in-
cluyendo paso de
pre-enriquecimiento.

. | plicones
detectar Salmonella. Kit P

iQ-check Salmonella Il

Resultado positivo con-
firmado en 5 dias.

Fuente: Salmonella in food surveillance: PCR, immunoassays, and other rapid detection and quantification

methods. Food Research International. 2012.

Marathe et al, en el afio 2012, detectaron Sal-
monella spp en leche, helado y jugo de frutas
directamente de la muestra, sin paso previo
de pre-enriquecimiento usando primers que
detecten el gen hilA y empleando quimicos
rutinarios dellaboratorio parareducirla con-
taminacion en las muestras, aumentando la
eficiencia de 3-4 horas y obteniendo un limite
de deteccion de 5-10 UFC/mL (87).

El diagnéstico molecular por la técnica de
PCR, se ha combinado con otros métodos
como sondas fluorescentes (88), inmuno-
separacion magnética (46,48,60), filtracion
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(89), antes de cada ensayo o mediante el
previo enriquecimiento selectivo con el me-
dio Rappaport-Vassiliadis, BGA o XLD (90)
para estimar la carga microbiana e identi-
ficar el riesgo que puede causar un agente
patégeno y los factores que influyen en la
seguridad alimentaria para (91). Una de las
preocupaciones en la eliminacién de la etapa
de pre-enriquecimiento de la muestra es el
riesgo de amplificar secuencias de bacterias
no viables en la muestra, es asi como las in-
vestigaciones sehan encaminado enextraery
amplificar secuencias de ARNm de muestras
de alimento para ser empleadas en RT-qPCR

83



Jose Gonzalez Pedraza, Nicole Pereira Sanandres, Zamira Soto Varela,
Enio Hernandez Aguirre, José Villarreal Camacho

(92). Gonzalez et al, en su estudio, amplifi-
caron el ARNm del gen InvA de Salmonella,
los resultados obtenidos fueron comparables
cuando ala técnica se le antepuso un paso de
pre-enriquecimiento paramejorar el limite de
deteccion (93), McCabe et al, desarrollaron y
evaluaron una PCR usando el gen hilA para
detectar Salmonella en muestras de carne,
se emplearon muestras de ADN y de ARN
evaluando eficiencia y limite de detecciéon de
latécnica, concluyendo queelensayode PCR
conADN es ttil paraalimentos en proceso de
producciéon mientras que el ensayo de PCR
con ARN es til para productos listos para
el consumo (94).

b. Reacciéon en Cadena de la Polimerasa
en tiempo real (qPCR).

Debido al alto costo del sistema de PCR
(Termociclador, camara de electroforesis,
sistema de fotodocumentacion, etc) y la con-
taminacion por arrastre asociada conlamala
manipulacién y uso de los reactivos antes
y después de la amplificacion, surgié una
nueva tecnologia de PCR que emplea fluo-
rémetros/fotomometros para la detecciéon
de amplicones fluorescentes denominada
PCR en Tiempo Real (PCRq). Este nuevo
desarrollo tecnoldgico elimino la contami-
nacioén por arrastre al desarrollar todo la
reacciéon y cuantificacién en el tubo de PCR
sin necesidad de abrirse. Cabe mencionar el
desarrollo de un ensayo de PCR en Tiempo
Real (PCRq) desarrollado por Josefsen et al,
el ensayo fue optimizado para la detecciéon
de Salmonella spp en 12 horas en muestras de
carne, en las que se incluye 8 horas de pre-
enriquecimiento, seguida de una extracciéon
automdtica de ADN y por tltimo la amplifi-
caciéon. Se evaluaron diferentes alternativas
demediosnutritivoscomoel agua peptonada
, caldo BHI y tripticasa de soya, también se
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estudi6 el efecto de agentes que promuevan
el crecimiento como el piruvato de sodio, la
yema de huevo y el efecto de agentes selec-
tivos como la novobiocina, verde brillante,
verde de malaquita, tergitol, dexosicolato de
sodio y el sulfamandelato, sin embargo, no
se encontraron diferencias significativas en
ninguno de los ensayos aplicados (95).

Otro ensayo de PCR en tiempo Real fue
realizado por D"Ursoa y colaboradores,
quienes evaluaron un método de filtracion
para la recuperacion de bacterias viables de
Salmonella entérica y ademas de Listeria mo-
nocytogenes en 30 minutos. El procedimiento
de filtracion consisti6 en pasar la suspension
bacteriana en un papel filtro de 0,2 pm de
didmetro para Salmonella entérica y 0,4 ym
para Listeria monocytogenes. Este tratamiento
no mostré ningtin efecto en la viabilidad de
las células. En el caso de los alimentos la
técnica fue capaz de detectar 10 bacterias por
10 g de Yogurt y ademads capaz de detectar
células viables en la presencia de un amplio
rango de células muertas (96). La selecciéon
de los primers y las sondas para los ensayos
de PCRq, son elementos cruciales para el
disefio de la metodologia diagndstica, es Asi
como Chen et al, usando genémica compa-
rativa disefiaron los oligonucledtidos para el
desarrollo de la metodologia el cual marca
una secuencia dentro del gen de la sintetdsa
ATP del sistema de secrecion tipo III (ssaN),
asi mismo disefiaron un control interno de
amplificaciéon con sus respectiva sonda. El
ensayo demostr6 100% de inclusividad para
las 40 cepas de Salmonella ensayadas y un
100% de exclusividad para las 24 cepas no
relacionadas (97).

Por otra parte se han disefiado sistemas

rapidos como el EntericBioMultiplex PCR,
que permite la detecciéon simultdnea de
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bacterias entéricas incluyendo Salmonella
enterica. El principio basico es la realizaciéon
de un Preenriquecimiento seguida de una
amplificacion por PCR y deteccién por hi-
bridacién. Al comparar este sistema con el
método de cultivo, en un estudio realizado
por O’leary y colaboradores se evaluaron
733 muestras clinicas, de las cuales 4 fueron
positivas para Salmonella enterica utilizando
ambos métodos (98). Otros genes empleados
para la deteccién de Salmonella spp son: hilA,
gen regulador de invasividad (94), ompf ,
porina f de la membrane externa (99), ttr,
enzima tetrationato reductasa (100), iagA ,

gen activador de la expresion de genes de
invasion (101), ssaN, sistema de secrecion
tipo III de la ATP sintetasa (102)

Aunque la PCR en tiempo Real elimino la
contaminacion por arrastre, el principal in-
conveniente de este método es que detecta
la acumulacion de productos de PCR tanto
especificos como no especificos. Este incon-
veniente se soluciono empleando sondas
marcadas con fluorocromos que detectan
especificamente el producto deseado, entre
lasmas conocidas estanlassondas TAQMAN
y las sondas Molecular Beacon (103,104).

Tabla 5. Comparacién de diferentes métodos moleculares
para la deteccién de Salmonella spp. en heces

MODALIDAD ESPECIFICIDAD | SENSIBILIDAD LIMITE DE N

DE PCR GEN (%) (%) TIEMPO DETECCION AUTOR, ANO
Convencional | hilA 97 100 NE* 4x102 UFC+ Sénchezetal, 2004
Convencional | invA, invE 98.6 80 24 h NE* Gentry - Weeks et

al, 2002
Convencional | his) 85.6 93.9 24 h NE* Gentry - Weeks ef
al, 2002
Gen operon
Convencional | trasportador de 39.1 100 NE* NE* Ward et al, 2005
histidina
- ‘ . 3 pg de ADN y 350
£3
Multiple invA, spvA, hilA NDt 100 NE UFC por muesra Trafny et al, 2006
Cultivo-PCR |4 epuc 10000% NE* Nps | 200 bacterias por i) 1og6
multiple reaccion (50uL)
. 9 UFC en cultivos
C.ult.|v0-_F,’CR- invA-E 100 100 . 2h d.e, puros 80 UFC en | Stone et al, 1994
Hibridacién incubacion "
heces

PCRentiempo | . . 10 copiasde DNA por | Hadjinicolau et al,
real maltiple InVA, proteF, fiC 100 100 8 horas 25 pL de reaccion | 2009
PCR multiple | invA NE* NE* NE* 2‘204 UFC/g de he- |y o et al, 2007

* No especificado, + Unidades formadoras de colonias, 1 No determinado.
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c. Pirosecuenciacion.

Es una técnica desarrollada por Mostaza
Rognaghiy colaboradores (105) comométodo
alternativo a la técnica convencional de se-
cuenciacion de ADN, dadas las limitaciones
tanto en el rendimiento como en el costo para
la mayoria de las aplicaciones actuales. Esta
fundamentada en la detecciéon de Pirofos-
fato (PPi) libre durante la sintesis de ADN
por la polimerasa, la luz visible generada
es proporcional al nimero de nucleétidos
incorporados. La generacion de luz se detec-
ta en forma de pico y se graba gracias a un
sistema de deteccion, reflejando la actividad
enzimatica en la reaccién.

En la actualidad esta técnica es ideal para el
andlisis delacomposiciéndelascomunidades
microbianas en sistemas complejos (Metage-
ndémica), tales como: Sistemas de distribuciéon
de aguas potable (106), microorganismos del
suelo (107), mutaciones en microorganismos
de interés clinico como Salmonella spp. (108,
109,110) resistencia genética y transferencia
de genes, (111) y microorganismos de interés
en la industria de alimentos (112, 113, 114,
115). Suimportanciaradicaensusnumerosas
aplicaciones en los distintos campos de la
biologia, entre los cuales destacan la filoge-
nética, la secuenciacién de transcriptomas y
la secuenciaciéon de genomas completos de
eucariotas y procariotas (103).

d. Amplificacién basada en la secuencia
del acido nucleico (NASBA):

Esunmétodomolecular quenoestdbasadoen
laamplificacion mediante PCR sinomediante
una reaccion isotérmica (37-42°C). Disenado
especificamente para detectar moléculas de
ARN en vez de ADN y utilizado tambien en
el analisis de alimentos para detectar Campi-
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lobacter spp, Listeria monocitogenes, Salmonella
spp, Cryptosporidium parvum, Escherichia coliy
virus empleando las secuencias ARNr 16S y
ARNM (48, 116, 117). La reaccion consiste en
ciclos continuos en donde una transcriptasa
reversa media la sintesis de ADNc a partir
de una secuencia de ARN, seguido por una
transcripciénin vitro porla ARN polimerasa.
Se utilizan una transcriptasa inversa y una
RNasa H para producir ADN complemen-
tario (ADNc) de doble cadena a partir de
ARN. Este ADNCc es transcrito mediante la
T7 ARN polimerasa produciendo multiples
transcritos de ARN que seran utilizados como
sustrato en los siguientes ciclos. No son ne-
cesarios los termocicladores ya que toda la
reaccion se produce a 37-42°C. El producto
de ARN generado normalmente se suele
detectar mediante sondas (68).

e. TécnicasdehibridaciényMicroensayos.

Las técnicas de hibridacién de acidos nuclei-
cos emplean como sondas genes marcados,
porlogeneral, conenzimas (biotina, avidina,
fosfatasa alcalina) moléculas quimiolumi-
niscentes o radioisétopos para facilitar la
deteccion e identificacién de patégenos en
alimentos o muestras clinicas. Estas sondas
son secuencias que van desde 15 hasta varias
miles de pares de bases (pb) que se hibridan
conlasecuenciacomplementaria. Esta técnica
esideal para detectar sobre todo microorga-
nismos de crecimiento lento o que no se culti-
van tan facilmente entre ellos Mycobacterium
tuberculosis, complejo Mycobacterium avium
intracelular, Chlamydia trachomatis, Legionella
pneumophila, Mycoplasma pneumoniaey el virus
del papiloma humano (HPV) (48, 53, 68).

La hibridacion de acidos nucleicos es una

técnica con sensibilidad en el rango de 10* a
10° copias del gen diana, no compite con la
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reaccion en cadena de la polimerasa (PCR y
RT-PCR), cuyos limites de deteccion pueden
ser en algunos casos de 10 fg, es decir, cerca
de 10 veces superiores a los de hibridacién y
hasta mil veces superiores a los logrados por
inmunoensayos. Sin embargo, en el balance
entre ambas técnicas, la hibridacién aventaja
ala PCR en su aplicacién rutinaria, en estos
aspectos: a) escalabilidad, b) menores costos
marginales (los costos disminuyen a medida
que se aumenta el nimero de muestras ana-
lizadas), y c) mayor facilidad de aplicacion
(118).

Los microensayos o “microarrays” son un
sistema miniaturizado basado en la tecno-
logia de hibridaciéon molecular, que analizan
multiples determinantes genéticos, convir-
tiéndose en una poderosa herramienta diag-
nostica para la caracterizaciéon molecular y
tipificacion paralela de muchos aislados de
Salmonella a la vez (119) y para la deteccién
simultdnea de patégenos en alimentos. La
técnica emplea soportes que pueden ser
de cristal, silicona o nylon, en los cuales se
anclan en sitios especificos las sondas de
oligonucleétidos conocidos. Las muestras
son marcadas con fluorescencia o durante
la amplificacion en la PCR y luego hibridi-
zadas con su secuencia complementaria. La
hibridacién es detectada mediante un escaner
de alta resolucién. La informacién generada
puedeintercambiarse entre laboratorios y ser
usada para hacer comparaciones de cepas
(48, 63,120, 121)

CONCLUSION

En conclusion, los costos para la deteccion
molecular de Salmonella spp. son elevados en
comparacion con los métodos tradicionales,
pero la alta sensibilidad y alta especificidad
que ofrece la PCR, los beneficios al sector
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salud al lograr un diagnostico rapido y pre-
ciso, la relacién costo beneficio que otorga al
sector productivo permitiendo la liberacién
de productos alimenticios al mercado con
mayor rapidezy elahorro de costos, justifican
la implementacién de esta técnica.

Si bien en la actualidad se han desarrollado
nuevos métodos y combinaciones de técni-
cas que hacen del proceso de deteccién, un
procedimiento menos engorroso, rapido,
sensible y especifico, lanecesidad de realizar
la confirmacién por el método tradicionalaun
es vigente y obligatoria. Esto debido a los
margenes de error predominantes en cuanto
aespecificidad, ya sea en algunas técnicas en
mayor proporcién que otras, que se traduce
en falsos negativos o falsos positivos. Esinte-
resante como el desarrollo de las técnicas ha
llegado a tal punto que, pueden discriminar
entre microorganismos vivos o muertos, mo-
léculas activas o inactivas, haciendo de esta
capacidad una cualidad altamente atractiva
principalmente a las empresas, que buscan
comercializar productos cada vez mas segu-
rosy llevar controles sanitarios cada vez mas
estrictos durante los procesos industriales,
sin embargo, el alto costo de los equipos y
reactivos, limita su uso, al empleo de unos
pocos concapacidad econémica. La detecciéon
de Salmonella spp. en heces mediante PCR ha
demostrado mayor eficiencia, sensibilidad,
rapidez que el método convencional y se
constituye como una herramienta alterna
para confirmar diagnoésticos clinicos(122,
123, 124); asi como en casos sospechosos de
salmonelosis pero con cultivos microbiol6-
gicos negativos, porque muchas muestras
podrian tener nimeros muy bajos de mi-
croorganismos debido al tratamiento previo
con antibidticos. La PCR para Salmonella
complementara pero no reemplazard las téc-
nicas microbioldgicas tradicionales que son
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necesarias para propositos epidemiolégicos
y para el desarrollo de antibiogramas.

Existelaposibilidad deemplearlas diferentes
metodologias parala deteccion de Salmonella
spp- y de otros microorganismos de dificil
aislamiento en diferentes matrices (125),
empleando los oligonucle6tidos apropiados
para implementar controles sanitarios y epi-
demiolégicos.
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