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7 A ULTIMA PALABRA

Las pruebas genéticas
para la deteccion rapida
de patogenos en
alimentos, son altamente
confiables y ofrecen un
sinnimero de ventajas al
ser comparados con los
lentos y laboriosos

_métodos tradicionales.
Sin embargo, el uso de

g

52

‘muchas de esas pruebas
rapldas atin no penetra

AMRMERT®S

Internacional

M ientras que los métodos tradicie

— : P oel ‘- . ‘

s de deteceiomdeitroorganismos patégenos
en alimentos se consideran completamente conf ables y permiten el crecimiento
simultdneo de varios patégenos potenciales en medios no inhibitorios, pueden ser
lentos, laboriosos y, en algunos casos, carecer de suficiente poder discriminante.
Asimismo, dependen de la expresién genética para detectar toxinas, reacciones
bioquimicas, etc., lo cual es técnicamente demandante. Un leve cambio de pH o de
condiciones osméticas puede resultar en un falso negativo por inhibicién de la
maquinaria genética o bioquimica requerida para sintetizar la molécula de interés.
Como resultado, muchas pruebas especializadas se realizan Gnicamente en
laboratorios de referencia y a costos altos. Con la infinidad de pat6genos que deben
vigilarse para garantizar la inocuidad de los alimentos, el costo de la detecci6n
bioquimica tradicional de los mismos puede ser exorbitante. Por su parte, los métodos
genéticos se "saltan" esa limitante, pues no es necesario esperar o inducir la expresién
genética, ya que la comparacién o detecci6n especifica se hace al nivel del gen o del
genoma completo. Dicho de otra forma, los métodos genéticos permiten unificar las
necesidades de equipo y la estandarizacién de pruebas distintas para cada patégeno,
resultando a la larga, en una economia para el laboratorio, ademds de que se incurre
en menos horas de trabajo por resultado obtenido (1, 2).
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Existe una serie de pruebas rdpidas
aplicadas a la Microbiologfa de alimentos,
entre las que se mencionan las siguientes:

* lIdentificacién bioquimica
miniaturizada
* Métodos Automatizados
* Modificacién de pruebas
convencionales
* Ensayos inmunolégicos
* Métodos moleculares
- Sondas de ADN
- Amplificacién genética (Re-
accién de polimerasa en
cadena -PCR)

A continuacién se describe cada una de
las categorfas anteriores, mencionando
algunos ejemplos aplicados a la detecci6n
de organismos patégenos en alimentos.

Pruebas bioquimicas miniaturizadas:
Estas fueron las primeras pruebas répidas
desarrolladas. Se trata de péaneles de
pruebas bioquimicas, generalmente de
fermentacién o de utilizacién de
nutrientes especificos como aminodécidos,
a partir de un cultivo puro. En algunos
casos estos paneles se combinan con un
sistema automatizado y el resultado se
obtiene en unas cuantas horas. A
continuacién se listan los tipos de estas
pruebas adoptados de rutina por la
AOAC.:

* APl 20E de BioMerieux-Vitek que
fue adoptado por la AOAC,
solamente para Salmonella (3).

* API Listeria de BioMerieux-Vitek (4)

* Enterotube Il de Hoffman La
Roche, adoptado oficialmente por
la AOAC para entéricos (3).

* Micro ID de Organon Teknika,
adoptado oficialmente por la
AOAC para Listeria (2).

e Cobas IDA de Hoffman La Roche
para entéricos (3).

Métodos Automatizados

Existen métodos automatizados ya
adoptados por la AOAC, como el
Automicrobic GNI y GPI de BioMerieux
Vitek, los EIA's (Enzymatic Immunoassays,
antes ELISA's) automatizados como VIDAS,
y el Malthus, que consiste en la deteccién
automatizada de Salmonella en alimentos
a partir de mediciones de conductividad (2).
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¢BUSCA RAPIDEZ,
CONFIABILIDAD, VARIEDAD DE
ANALISIS Y BUEN PRECIO?

UTILICE NUESTROS SERVICIOS Y FORTALEZCA SUS
PROGRAMAS DE ASEGURAMIENTO DE CALIDAD

o ANALISIS FISICO-QUIMICOS Y
MICROBIOLOGICOS DE
ALIMENTOS, AGUA Y BEBIDAS

* ETIQUETADO NUTRICIONAL

¥ o ANALISIS INSTRUMENTALES:
Cromatografia de Liquidos,
Cromatografia de Gases,
Absorcién Atémica, Espectro
fotometria UV/Vis,
Espectofotometria Infrarrojo.

e COMPOSICION Y PUREZA DE
PRODUCTOS

.. * ESTUDIOS DE VIDA DE ANAQUEL

“ o ANALISIS DE BIODISPONIBILIDAD

> o OTROS

DIVISION ANALISIS - OSMOSIS 0

Con el apoyo técnico deL Grupo CENCON, (

Centro de Control Total de Calidades, México. IO

Mas de 30 anos al servicio de la industria.
Acreditados por la Secretaria Mexicana de Comercio y fomento Industrial,
el Sistema Nacional de Acreditamientc de Laboratorios de Pruebas, SINALF{
SERVICIOS EN OTRAS AREAS: PLAGUICIDAS, FERTILIZANTES,

ALIMENTOS BALANCEADOS, FARMACIA, COSMETICOS, MEDIO
AMBIENTE, A TRAVES DE OTROS LABORATORIOS DEL GRUPO.

EXCELENCIAYY MEJORA CONTINUA TRANSFERIDAS A SU NEGOCIO
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IMPULSO Y DESARROLLO

-
199
19 Calle 12-52, Zona 10, Guatemala

Tel. (502) 333-5335; 368-1493, Fax (502)333-5336
e-mail: cranzuetosmo@guate.net

>
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Modificacién de pruebas
convencionales

Se han comercializado métodos
convencionales optimizados o
modificados por la introduccién de
medios enriquecedores o selectivos,

medios diferenciales, suplementos
recuperadores, antibiéticos, aglutinacién
con latex, y otros. Algunos de estos
métodos, ya disponibles comercialmente
en Guatemala, son los siguientes:
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» Salmosyst, de Merck CA para
deteccién de Salmonella

* SPRINT, de Oxoid para
deteccién de Salmonella

Inmunoensayos

Estas pruebas se basan en la especificidad
de las reacciones antigeno-anticuerpo y
hacen uso de la versatilidad de las
pruebas de EIA. En la Tabla No. 1 se
ejemplifica su uso por medio de las
pruebas inmunoenzimdticas para
deteccién de Listeria en alimentos.
Métodos moleculares

Los métodos moleculares permiten el

mismos principios bédsicos fundamentales
para todos. El Gnico aspecto que varia
es el método de extraccion del ADN vy,
en algunos casos, los reactivos especificos
de deteccién (sondas de ADN 6 ARN,
iniciadores o primers). Ademas, al
permitir diferenciar entre sub-especies,
se pueden comparar aislados de
diferentes lotes fabricados en la misma
linea de produccién, o bien aislados del
ambiente de produccién con los
microorganismos que deterioran los
alimentos empacados, por ejemplo.

Los métodos moleculares se basan en la

Tabla No. 1. Pruebas Inmunogenéticas para Deteccion de Listeria en Alimentos

Meritec-campy

Prueba Principio de la Prueba Fabricante

Listeria-TEK EIA (Enzymatic Inmuno Assay)  EIA Organon-Teknica

TECRA-Listeria* EIA “EIA Bioenterprises

TECRA-Bacillus cereus Enterotoxina diarrea IA Bioenterprises

Assurance Listeria EIA Biocontrol Systems

Listertest Immonobead Listeria Vicam

Pathalert ELA para Listeria Merck CA |
Campylobacter Campyslide Latex Beckton Dickinson, Maryland i

Meridian Diagnostics, Cincinati

E. coli EHEC 0157:H7

Petrifilm, immunoblot

3M, St. Paul, Minesota

EHEC-TEK Organon Teknica, Durham, NC
Clostridium perfringens PET-RPLA Unipath, Oxoid, Ogdensburg, NY
Salmonella Bactigen, Latex Wampole Labs, Cranbury, NJ

Spectate, Latex Rhone-Poulenc, Glasgow, UK

Microscreen Latex

Mercia Diagnostics, UK

Salmonella* Salmonella-TEK, EIA Organon Teknica, Durham, NC
TECRA EIA* Bioenterprises, Roseville, Australia
Assurance* EIA Biocontrol Systems, Bothel, WA

Shigella Bactigen Latex Wampole Labs, Cranbury, NJ
Wellcolex Latex Labs. Wellcome, Paris, France !

Staph. aureus Staphylo-slide Latex Beckton Dickinson, Cokeysville, MD

Staph. aureus entero toxins  TECRA, EIA*

Bioenterprises, Roseville, Australia |

*Pruebas adoptadas por AOAC

FDA Bacterial Analytical Manual. 1998. AOAC

Tomada de Feng, Peter. Appendix 1: Rapid Methods for Detecting Foodbome Pathogens.

J

tamizaje de muchos organismos
simultineamente, asi como la
identificacion de subespecies y la
caracterizacion de aislados bacterianos,
virales, fingicos, parasiticos, y de
resistencia antimicrobiana, utilizando los

deteccién de una molécula blanco
(target). Esta debe ser altamente
conservada y especifica para el organismo
de interés. Por ejemplo, el ARN
ribosomal, que es altamente conservado
para una especie, o los factores de

virulencia Gnicos para un patégeno como
Listeria monocytogenes, funcionan como
moléculas blanco, las cuales son
amplificadas o detectados por los
métodos moleculares. Esto implica que
se deben conocer las secuencias precisas
del ADN para poder desarrollar pruebas
robustas. Con el gran avance que ha
habido en esta drea, el beneficio no se
ha hecho esperar y se han determinado
las secuencias nucleétidas de muchos
genes de virulencia. Al alinearlas y
compararlas, se puede saber cudles son
nicas dentro de la gama de genes de
virulencia conocidos para el patégeno de
interés. Las dos técnicas moleculares mas
utilizadas en alimentos son las Sondas de
ADN y la Amplificacién Genética (PCR).

Sondas de ADN: Estas técnicas permiten
el tamizaje simulténeo de muchos
aislados bacterianos para caracteristicas
tales como factores especificos de
virulencia, especie, o bien sub-divisién
en clonas dentro de una misma especie.
Por ejemplo, si se tiene que determinar
la presencia de E. coli enterohemorragica
en muestras de carne, se busca el gen de
las toxinas tipo Shiga | y Il en todas las
colonias que se aislen del producto. Para
ello se preparan placas en réplica en las
que se incluyen controles positivo y
negativo para SLT | y SLT Il. Luego se
hibridiza una membrana con la sonda de
SLTI* y otra con la sonda de SLT II*. La
deteccién puede hacerse simultdneamente
para ambos factores de virulencia, ya sea
por métodos colorimétricos o placas de
rayos X, dependiendo del sistema de
marcaciéon de la sonda utilizada. Para
diferenciar especie puede usarse como
sonda un ARN ribosomal altamente
conservado, como es el caso de la
deteccién de Salmonella. Para este fin,
existe el kit Gene-Trak para Salmonella de
Gene-Track Systems.

Producto‘s;,pa‘ra el Analisis Microbiolégico

LABTRONIC, LTDA.

. EF 3 i J_ip .'r i '_).l.) J.I £ .‘.
Cuando la calidad cuenta... e
° % Medios de cultivo. & - :
@ Pruebas rapidas de ldentiﬂcaclén latex.
% Pruebas API de identificacion.
P Cepas ATCC para control de calidad.
* Reactivos quimicos para industria e investigacion.

» Equipo para laboratorio en general.
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19 calle 31-48 Zona 7, Villa Linda |lI
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Pard buscar subespecies que se :
T e T I /abla No. 2. Pruebas Moleculares para la Deteccion de Patogenos en Alimentos

p.roceso mdus.trlal, 36 EOifsin Organismo Nombre comercial Formato Fabricante

aislados en diferentes puntos de Campylobacter ~ SNAP No isotépico Molecular Biosy stems, San Diego,

control en la operacién, con las Gene-Trak Colorimétrico Gene-Trak Systems, MA

bacterias aisladas de un producto [ Escherichiacoli ~ Gene-Trak Colorimétrico Gene-Trak Systems, MA

descompuesto, por ejemplo, antes | Listeria Gene-Trak Colorimétrico* Gene-Trak Systems, MA

de la fecha de caducidad. Para esto AccuProbe** Quimioluminiscente Gen-Probe, San Diego, CA

se pueden determinar los ribotipos Salmonella Gene-Trak Isotépico™ . Cene-Trak Systems, MA

por medio del aislamiento del ADN Gene-Trak Color!métr!co Gene-Trak Systems, MA
et . | S.aureus Gene-Trak Colorimétrico Cene-Trak Systems, MA

cromosémico seguido de corte con [y enterocolitica  Gene-Trak Colorimétrico Gene-Trak Systems, MA

una enzima de restriccion,

separacion electroforétrica, | *Adoptado por AOAC

transferencia a una membrana o | ** Usado para la identificacién de aislados puros

soporte inerte, hibridacién con el | Tomado def Feng Pgter. Appendix 1: Rapid Methods for Detecting Foodborne Pathogens.

ARN ribosomal y deteccién FDA Bacterial Analytical Manual. 1998. AOAC

colorimétrica. Sila contaminacién se debe a bacterias obtenidas  permitido que el andlisis genético sea muy accesible, ademds de
durante el proceso, las bacterias aisladas del producto que sus diversas aplicaciones contintian expandiendo los campos

contaminado tendrdn el deinvestigacion cientifica (Harris, 1998). A pesar de que el método
Este proceso ha mismo ribotipo de las de PCR ha alcanzado niveles sofisticados de aplicacién, es
revolucionado Ia bio Iogia aisladas en algtin puntode  verdaderamente una técnica muy sencilla. Es una prueba poderosa,
; ., la planta, en donde se porque con sencillez provee informacién genética discriminante, y
molecular desde su invencion encyentra la fuente de puede ser més barata que otras técnicas si se adapta a las condiciones
en 1985 y ha permitido que contaminacién. A esta humanasy recursos materiales con que cada laboratorio dispone.
el andlisis genético sea muy metodologia se le deno- Deben entenderse los principios fun-damentales, simplificarlos en
. mina "determinaciéondela  sus partes constitutivas, simplificar cada componente para
accesible... huella digital por ribotipia"

y ha sido muy utilizada
con fines epidemiolégicos en el drea de salud. En la Tabla No.
2 se listan diversas pruebas moleculares para la deteccién de
patégenos en alimentos.

nx% - [‘e"‘ ey
RANAS - GERMENES‘”’ nc. o

28 AOS DE EXPERIENCIA
TECNOI.OGIA MODERNA E INOFENSIVA

MANEJO INTEGRADO DE PLAGAS
EN INDUSTRIAS, HOTELES, COMERCIOS, INSTITUCIONES,
HOSPITALES, RESIDENCIAS Y RESTAURANTES

TRATAMIENTO ESPECIFICO PARA PRODUCTORES Y
PROCESADORES DE ALIMENTOS

TELEFONOS: gz
594-0454 |

ASSOCIATION inc.
Reaccién de polimerasa en cadena (PCR): 599-6894

El PCR es un proceso que amplifica exponencialmente un trozo de
ADN de tamaro y secuencia especificos, a través de ciclos sucesivos, 39 AV. 2-15 Zona 11
hasta que suficiente producto se ha acumulado para poder ser :

detectadov.isualmente.. En la Figura No. 1 se presenta un esquema LA FUMIGACION ES NUESTRA PROFESION

de la reaccién de polimerasa en cadena. Este proceso ha revo-

lucionado la biologia molecular desde su invencién en 1985y ha Y NO CASUAL OCUPACION
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5. Continudan las rondas de replicacion en proporcion
geomeétrica, hasta que la banda es visible en agarosa.
Cada fragmento contiene la region de ADN de interés

Figura No. 1. Esquema de la Reaccion de Polimerasa en Cadena

adaptarlo a las condiciones existentes, y
aplicarlo a la solucién del problema en
cuestién. El PCR es una técnica répida,
sensible, especifica, verstil, de bajo costo,
biol6gicamente segura (porque el
microorganismo pierde su viabilidad cuando
se extrae el ADN o se lisa), y que provee
resultados estandarizados. Entre las
desventajas de la técnica se mencionan, sin
embargo,el riesgo de contaminacién
cruzada, y que no siempre se cuenta con el

s ANPER A reng

equipo, reactivos y personal capacitado
necesario para realizarla. Ademads, los
reactivos pueden ser inestables, puede tener
problemas de reproducibilidad y detectar
tanto organismos no-viables como viables.

En principio, la técnica de PCR puede
detectar hasta una bacteria si se aplican
50-60 ciclos de replicacién. Sin embargo,
los limites de deteccién del PCR directo
se reducen a aproximadamente 104

T 4O

(AL N RERY NURY N0

bacterias/gramo de alimento. Esta
limitante resulta de los volimenes tan
reducidos de trabajo (25-100 ul), la
tendencia a amplificaciones no
especificas cuando se usan muchos ciclos
de replicacién y los efectos inhibidores
de muchos componentes alimenticios
sobre la polimerasa Taq (1, 2).

Debido a los procesos industriales a que
son sometidos los alimentos durante su
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preparacién, el PCR se vio cuestionado
sobre el riesgo de obtener resultados
falso-positivos por la deteccién de
residuos celulares de microorganismos no
viables destruidos por el proceso. Esto
impidié durante mucho tiempo la
aplicacién de las técnicas moleculares al
control de alimentos. Sin embargo, dicha
limitante ha sido finalmente superada por
medio de las siguientes estrategias:

e Introducir a los procesos
moleculares de deteccién de
patégenos en alimentos un paso
de pre-enriquecimiento selectivo
que garantiza que lo que se
encuentre va a ser producto de
microorganismos viables y que
diluye los factores inhibidores de
la reaccién que pueda contener
el alimento.

* Disefar métodos moleculares con
niveles de deteccién altos.

En la Tabla No. 3 se presentan los distintos
niveles de deteccién por PCR para Listeria
monocytogenes segln variaciones en el
disefo de la prueba. Puede observarse
que con la introduccién del pre-
enriquecimiento se incrementé la

y Sensibilidad de la Prueba
| Método

Tabla No. 4. Microorganismos y Genes Detectados por Amplificacion Genética (PCR)

Microorganismo

* Listeria monocytogenes
* Salmonella spp:

* Campylobacter jejuni
 Escherichia coli:

oriC

* Virus de la Hepatitis A
* Virus Norwalk
* Cyclospora cayetanensis

Manual. 1998. AOAC, Maryland.

flaA-flaB
LT, ST, SLTI, SLTII, ial, EAF, BFP, ipaH

 Shigella spp ipaH
* Vibrio cholerae CtxAB
* Yersinia enterocolitica virF, vadA

Sitios Genéticos que se estdn Replicando (Genes blanco)
hly, 16SrRNA, aminopeptidasa '

Gen de la polimerasa (RT-PCR)
Gen de la polimerasa (RT-PCR)

Tomado de Koch, Walter H., W. Payne & T. Cebula. Chapter 28, FDA Bacterial analytical |

Tabla No. 3: Variacion en el disenio del PCR para Listeria monocytogenes

preferir las pruebas inmunodiagnésticas
sobre las pruebas de ADN. Algunas de
las razones pueden ser que los
inmunotests son mds sencillos de
estandarizar y de cuantificar, o bien la
falta de confianza en las pruebas de ADN
mds la necesidad de capacitacién que su
uso implica. La precision y la
especificidad se mejoran cuando se
buscan factores genéticos porque las
secuencias de ADN son especificas. En
la actualidad, sin embargo, ya hay
métodos recomendados por la AOAC

Limite de detecci6én |

| - PCR con re-enriquecimiento en caldo,

de ADN, PCR

- RT-PCR de ARN mensajero (mMARN)

plaqueo en agares selectivos, extraccién de ADN, PCR
- Pre-enriquecimiento en caldo, extraccién de ADN
-Separacién con perlas inmunomagnéticas, lisis y extraccion

- PCR mediado por EIA, previa extraccién de ADN

0.1 UFC/ml 6 g .
37 UFC/ml 6 g ;

1UFC/ml6 g
20 UFC/ml 6 g
3UFC/mlé6g

sensibilidad de la deteccién a 0.1
organismo/gramo de alimento, ademads
de demostrar por comparacién de los
inéculos pre y post-enriquecimiento, que
el alimento contiene microorganismos
viables (2). En la Tabla No. 4 se
listanejemplos de microorganismos para
los cuales se ha desarrollado un método
de deteccién por PCR aplicado en
microbiologfa de alimentos.

Conclusiones
La industria de alimentos se ha
caracterizado por ser conservadora y por

basados en las técnicas genéticas-
moleculares. La percepcién generalizada
de que el costo de las pruebas
moleculares es muy alto debe revisarse,
ya que ello puede no ser cierto si se toma
en cuenta el tiempo ahorrado al obtener
resultados rapidos y liberar el lote de
producto mas rapidamente, y si se aplican
racionalmente mds que comercialmente.
Los usuarios deben considerar que con
los ensayos basados en PCR van a generar
mads volumen de datos y por lo tanto, van
a obtener resultados positivos mas
frecuentemente de lo que acostumbran.

No obstante, si se buscan varios
patégenos por las pruebas rdpidas
independientes, el costo es prohibitivo,
lo cual no sucede con el cultivo
tradicional, que detecta simultdneamente
varios patégenos en un mismo paso. Otra
inquietud sobre los métodos de

amplificacién es su susceptibilidad a ser
inhibidos por componentes alimenticios.
El enriquecimiento selectivo diluye los
inhibidores, por lo cual es altamente
recomendable. Otra opcién es el uso de
perlas inmunomagnéticas, que van a
adherirse, en un medio con hierro, a los
antigenos especificos para los cuales
fueron disefadas.

Muchos de los métodos moleculares ya

han sido validados en la microbiologia
clinica, por lo que su adaptacién y
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validacién en la microbiologia de
.alimentos, debe ser més sencilla. El reto
serd elegir dentro de la gran gama de
productos disponibles comercialmente,
los més sensibles, especificos y costo-
efectivos.

A pesar de que muy pocos laboratorios han
incorporado estas tecnologfas a su rutina
de trabajo, los métodos moleculares para
microbiologfa de alimentos han proliferado
en los dltimos afos, presentando, como era
de esperarse, ventajas y desventajas frente
a los métodos convencionales, algunas de
los cuales se mencionan en la Tabla No. 5.
Puede decirse entonces que en la medida
en que se forme recurso humano en
microbiologfa, se van a apreciar las ventajas y
minimizar las desventajas de los métodos de
deteccién rapida de patégenos en alimentos,
rompiendo la barrera cultural_hacia el
cambio de los convencionales.
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Tabla No. 5. Comparacion entre los Métodos Rapidos y los Convencionales para Deteccion de Patogenos en Alimentos

CARACTERISTICA METODOS RAPIDOS METODOS CONVENCIONALES
Ventajas Desventajas Ventajas Desventajas

Tiempo de entrega de 3 a 48 horas Potencial contaminadén Hasta una semana o diez dias
resultados cruzada que da falsos positivos

si no se maneja el proceso con

buenas pricticas del

laboratorio microbiolégico
Costo Puede haber economia | Inversién inicial puede ser Métodos

de escala al realizar elevada

varias pruebas juntas o
si se aplica tecnologia
apropiada, de bajo
costo

Por medio de “dot
blotting” puede hacerse
hibridadén de
alrededor de 45
colonias
simultdneamente
Corto

implementados, el
laboratorio no tiene
que invertir
adicionalmente

Métodos laboriosos, caros en
tiempo de personal de laboratori
lentos

Potencial de procesar
varias muestras juntas

Tiempo de liberacién del Largo
lote

Métodos oficiales

Hasta ahora estdn siendo Métodos oficiales
adoptar oficialmente incluidos como alternativas aceptados
algunas pruebas rdpidas | aceptadas por la AOAC globalmente
Capaddad del recurso Poca Alta

humano para llevaras a Personal Senior tiene que

cabo capacitarse

AOAC ha empezado a

Especificidad y Muy altas Pueden ser de baja sensibilidac:

Sensibilidad

Pocas modificaciones que no
impliquen métodos moleculares

Proliferacién de métodos
nuevos

Falta validacién y respaldo por
agencias oficiales

Ya han sido probados en
microbiologia médica,
solo deben adaptarse a
alimentos
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