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Diagnostico de Salmonella Typhimurium en carne molida utilizando dos pruebas
rapidas y la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Castafieda, M.M.A.; Talavera, R.M.; Varela, G.J.A, Acosta D.J.
RESUMEN

Desde los afios 60°s la Salmonelosis ha sido reportada como una de las principales causas
de gastroenteritis tanto en animales como en humanos principalmente ancianos, recién
nacidos, lactantes y personas que han sido afectadas anteriormente por otras infecciones y
que provocan una inmunosupresion en estos individuos. Los principales reservorios de
Salmonella son animales portadores asintomaticos y el origen de infeccion méas frecuente
son los alimentos de origen animal como los son embutidos, carne, leche, huevo etc., los
cuales se convierten en una causa de contaminacion importante al no ser manipulados con
la adecuada limpieza e higiene, al igual que las verduras que son regadas con aguas negras
las cuales se convierten en un foco de infeccion para todo individuo que consuma estos
alimentos. En la mayoria de los paises se ha incrementado la preocupacion por asegurar el
suministro de alimentos libres de peligros quimicos, fisicos y biologicos debido al riesgo
que esto representa a la salud humana, ademéas de ser la base para incrementar la
participacion de los alimentos en el comercio internacional, y contribuir para certificar la
inocuidad de los productos alimenticios de importacion y exportacion. Entre los alimentos
de origen pecuario que implican alto riego, se encuentran los productos carnicos, en donde
se han reportado casos de contaminacion por microorganismos como Salmonella y
Escherichia coli entre otros. El objetivo del presente trabajo fue determinar y comparar la
sensibilidad y especificidad de tres pruebas rapidas 1-2 Test de Biocontrol Systems®, BBL
Crystal Identification Systems Enteric/Nonfermenter ID Kit y la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) ya que estos métodos son ampliamente utilizados con frecuencia dentro
de laboratorios para la deteccion de Salmonella , de esta forma poder ser considerados para
los estudios de frecuencia y epidemioldgicos de la contaminacion por Salmonella en carne.
Tomando en cuenta que dichas pruebas rapidas acortan considerablemente los tiempos para
dar un resultado, su costo accesible para el laboratorio y un manejo facil de la prueba el
cliente, puede adquirir y manipular dichas pruebas de una forma facil. De forma contraria
con la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), el tiempo se extiende al doble para
lograr dar un resultado para la muestra analizada, es necesario equipo especializado para
poder realizar esta prueba, pero también se recalca que cuenta con una ventaja, la cual es
que tiene una gran sensibilidad y especificidad lo que nos permite estar seguros del
resultado arrojado, siempre y cuando la prueba se haya realizado en condiciones dptimas.
Los resultados observados demuestran que, la prueba rapida 1-2 Test detecto positivamente
las muestras contaminadas con 10°,10% 102,10 UFC dando resultado negativo la muestra
contaminada con 10% UFC, lo cual nos permite indicar que esta prueba es 80% sensible y un
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80% especifica ya que solo detecta como tal a Salmonella. Las técnicas de PCR y BBL
Crystal detectaron positivamente Salmonella a las 5 diluciones que se estudiaron. En lo cual
PCR arrojo resultados del 100% tanto es especificidad como en sensibilidad, contrario a la
prueba de BBL Crystal la cual en sensibilidad obtuvo un 100% pero en especificidad un
80% ya que las muestras analizadas dieron como resultado Salmonella spp. y dichas
muestras se inocularon son Salmonella Thyphimurium.

PALABRAS CLAVE: Salmonella, Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PMVZ. Mirna Abigail Castafieda Morales Xl
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I.-INTRODUCCION.

La historia de las toxiinfecciones alimentarias (TA) se comienza a documentar y legislar en
el siglo X, con el botulismo en Bizanzio, y en documentos sobre el ergotismo en el siglo
XVI; pero es en el siglo XX cuando se produce un desarrollo espectacular de la
microbiologia de los alimentos, con el establecimiento de la etiologia de las TA (Leyva. et
al., 2008).

Mas recientemente, los movimientos migratorios, la produccién masiva de alimentos y la
facilidad de transporte desde puntos lejanos entre la produccion y el consumo, han
introducido numerosas variables, lo que ha llevado a considerar a ciertos agentes de TA
dentro de los llamados patdgenos emergentes. Hoy en dia, se devela una realidad
paraddjica, aunque se conocen bien los mecanismos por los que la mayoria de los
patdgenos alimentarios pueden producir una TA, se constata un aumento en los brotes
producidos por patdgenos conocidos, tales como Salmonella, Listeria monocytogenes,
Campylobacter, entre otros (Leyva. et al., 2008).

Desde los afios 60°s la Salmonelosis ha sido reportada como una de las principales causas
de gastroenteritis (Threlfall y Fisher, 2005) tanto en animales como en humanos
principalmente ancianos, recién nacidos, lactantes y personas que han sido afectadas
anteriormente por otras infecciones y que provocan una inmunosupresion (Borie, 1998).

La seguridad sanitaria de los alimentos es una prioridad de salud publica universalmente
reconocida que requiere un planteamiento global, en la mayoria de los paises se ha
incrementado la preocupacion por asegurar el suministro de alimentos libres de agentes
quimicos, fisicos y bioldgicos debido al riesgo que esto representa a la salud humana,
ademas de ser la base para incrementar la participacion de los alimentos en el comercio
internacional, y contribuir para certificar la inocuidad de los productos alimenticios de
importacion y exportacion. (Mercado, 2007).

Entre los alimentos de origen pecuario que implican alto riesgo, se encuentran los
productos carnicos, en donde se han reportado casos de contaminacion por
microorganismos como Salmonella y Escherichia coli entre otros (Threlfall y Fisher,
2005).

En la actualidad se reconoce la existencia de dos especies de Salmonella: S. entérica y S.
bongori; a su vez S. entérica se subdivide en seis subespecies: entérica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae e indica, y dentro de cada subespecie se encuentran distintos serotipos
o0 serovares identificados en funcion de su respuesta seroldgica (Patrick. et al., 2007).
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Las cepas de Salmonella se clasifican en serotipos segun la gran diversidad de los antigenos
(O) del lipopolisacéarido (LPS) y de los antigenos proteicos de los flagelos (H), de acuerdo
con la clasificacion de Kauffmann—White; en la actualidad se reconocen aproximadamente
2,600 serotipos aungue este nUmero esta en constante aumento. Los serotipos mas comunes
que causan infeccion en humanos y en animales de abasto pertenecen a la subespecie
enterica. Los serotipos de las otras subespecies tienen mayor probabilidad de presentarse en
animales poiquilotermos (de sangre fria) y en el ambiente, pero a veces se les asocia con la
enfermedad en humanos. Algunos serotipos de las subespecies S. arizonae y S. diarizonae
se han asociado con enfermedades en los pavos y en las ovejas, y otros pueden ser
transmitidos por reptiles y anfibios silvestres o en cautividad. (OIE, 2008).

Para el tratamiento de las gastroenteritis ocasionadas por Salmonella spp se dispone de
varios antimicrobianos Utiles, dentro de los cuales se encuentran ampicilina, cloranfenicol,
sulfametoxazol-trimetroprim, cefalosporinas de tercera generacion como cefotaxima,
ceftrioxona (Threlfall y Fisher, 2005).

En los métodos tradicionales de aislamiento e identificacion de Salmonella son necesarios
una fase de pre-enriquecimiento, enriquecimiento y cultivo en medios selectivos. Para la
confirmacion de resultados positivos se requieren mas de 7 dias, por lo que es importante
encontrar pruebas que acorten el tiempo de analisis con métodos méas baratos que los
convencionales.

Existen un gran nimero de métodos diagnosticos diferentes que pueden realizarse para la
determinacion de Salmonella, sin embargo, segin la mayor parte de estudios realizados, el
cultivo microbiolégico es la prueba mas comunmente empleada para el aislamiento de la
bacteria a partir de tejidos o excremento. EI método ideal debe tener una alta sensibilidad y
especificidad, y al mismo tiempo simple, rapido y econdmico. Ningin método cumple con
todos los criterios y ninguno es 6ptimo para todas las condiciones, dado que pueden
presentarse alteraciones en los medios de cultivo y algunas pruebas bioquimicas; por lo
tanto también es aconsejable apoyarse en los nuevos métodos de diagndstico que estan
innovando para el aislamiento de Salmonella, mediante el uso de pruebas moleculares
como lo es el PCR, esta tiene la capacidad de detectar un pequefio nimero de organismos
del genero Salmonella (102 a 10%). Este método arroja resultados favorables y confiables en
menos tiempo pero tiene la desventaja de ser costoso (Terragno et al., 2003).

El método rapido oficial mas usado en el mundo para deteccion de Salmonella, es el 1-2
Test es una prueba lista para usar, para deteccion rapida de Salmonella. EI método 1-2 Test
tiene como base la técnica de imunodifusion en un formato listo para usar, con mejor
desempefio, mayor precision y mas rapidez. Los resultados son interpretados visualmente
sin uso de equipo. El 1-2 Test tiene sensibilidad y especificidad para el anélisis de
Salmonella. Utiliza una combinacion de un enriquecimiento selectivo y un medio de
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movilidad con anticuerpos especificos para inmovilizacion de Salmonella. Método
totalmente validado, tecnologia innovadora. Como método oficial AOAC. Extensivos
estudios probaron la especificidad y sensibilidad del 1-2 Test. Utiliza anticuerpos
especificos producidos por BioControl y que inmovilizan a las Salmonellas a través de la
interaccion antigeno-anticuerpo. El 1-2 Test esta validado y aprobado para andlisis en todos
los productos alimenticios, ingredientes para alimentos y muestras ambientales.

Otro de los métodos rapidos utilizados en la industria es el BBL Crystal de identificacion
(Patogenos entéricos / No fermentantes), este sistema de identificacion sirve para el
reconocimiento de bacterias gram negativas que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae
asi como también de los bacilos gram negativos fermentadores y no fermentadores de
glucosa. Los analisis utilizados en el sistema de BBL Crystal estdn basados en la
utilizacion y degradacién de sustratos especificos por parte de los microorganismos
detectados por distintos sistemas indicadores. Las reacciones de fermentacion detectan la
capacidad de un aislado para metabolizar los carbohidratos en ausencia de oxigeno
atmosférico, y las reacciones de oxidacion estan basadas en la capacidad de un organismo
para metabolizar el sustrato siendo el Oxigeno el aceptor final de electrones ambas
reacciones se detectan normalmente mediante el uso de un indicador pH en el sustrato de
analisis, Kits sustratos cromogenos al sufrir hidrolisis producen cambios de color que
pueden ser detectados visualmente (Murray et al., 1999).
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Produccién, importacion y exportacion de carne en México

2.1.1 Produccién de carne en México

Las tres principales especies productivas que se producen en México son pollo, bovino y
cerdo. La produccién nacional en el 2014 fue aproximadamente de 2.79 millones de
toneladas de carne de pollo, 1.82 millones de toneladas de carne de res y por ultimo 1.23
millones de toneladas de carne de cerdo. La produccion nacional de carne se muestra en la
(Figura 1). Los principales estados productores de carne de pollo son: Jalisco, Durango,
Veracruz, Aguascalientes y Querétaro; de carne de res son: Veracruz, Jalisco, Chiapas,
Chihuahua y Sinaloa. Mientras que de cerdo son: Jalisco, Sonora, Puebla, Guanajuato y
Veracruz. (SIAP, 2014).

FIGURA 1. Produccion de carne en México en el 2014 (toneladas y porcentaje).

“ Guajolote;

H Ave 20,640; 0% ®  Bovino;
2,791,640 1,820,547

47% 30%
l ®  Porcino
B Caprino VINo 1,238,626

41,492 57,692 21%

1% 1%

Servicio de informacién Agroalimentaria y Pesquera, con informacion de las delegaciones
de la SAGARPA (SIAP, 2014).

El Estado de México ocupa el décimo séptimo lugar con una produccion de carne de res de
83 mil toneladas, los principales municipios productores de carne de res son: Tlatlaya, San
José del Rincon y Amatepec (SIAP, 2014).
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2.1.2 Importacién y Exportacion de Carne en México

Meéxico registrd para el 2010 la mayor importacion de carne de res con un volumen de
273,000 toneladas, en el afio 2012 se importaron 197,000 toneladas, aumentando para el
2013 a 212,000 toneladas. La mayor parte de las importaciones provienen de Estados
Unidos y Canad4, mientras que la exportacion mas importante fue la de 2012 con un
volumen de 177,000 toneladas, en el 2013 se exportaron 144,000 toneladas (AMEG, 2014).

2.2 Enfermedades Transmitidas por alimentos

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s) son aquellas que se originan por la
ingestion de alimentos contaminados por microorganismos patdgenos, toxinas, venenos
naturales o sustancias quimicas dafiinas, en cantidades suficientes para afectar la salud del
consumidor (Elley, 1994).

Las ETA’"s constituyen uno de los problemas de salud més relevantes tanto en los paises
desarrollados como en los paises en vias de desarrollo. El desarrollo de nuevos productos
alimenticios y nuevas tecnologias de procesamiento, el uso cada vez mas difundido de
sistemas centralizados de distribucion rapida y el aumento del comercio internacional,
representan un desafio tanto para la industria como para los organismos de control (Gurtler
et al., 2005).

Los cambios de habitos y tendencia de consumo, la existencia de poblaciones
especialmente susceptibles debido al envejecimiento, la desnutricién, personas
iInmunosuprimidas, nifios, mujeres embarazadas y los cambios en las poblaciones
microbianas también representan un riesgo desde el punto de vista de las ETA’s (Alvarez,
2007).

Existen numerosos tipos de ETA’s que presentan sintomatologias variables, dependiendo
del tipo de contaminacion y de la cantidad de alimento contaminado consumido. Los signos
mas comunes son voOmitos y diarreas, pero también pueden presentarse dolores
abdominales, dolor de cabeza, fiebre, sintomas neuroldgicos, vision doble entre otros.
Ademas ciertas ETA’s pueden generar enfermedades cronicas a largo plazo tales como
dafio renal, artritis, meningitis, abortos y en casos extremos la muerte. Las causas mas
comunes son intoxicaciones e infecciones (FDA, 2001; FAO/OMS, 2005).

En la Figura 2, se muestran algunas de las posibles causas que contribuyen a la aparicion de
ETA’s.
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FIGURA 2. Posibles causas de enfermedades transmitidas por alimentos en Humanos.
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(Cervantes et al., 2008)

Segun la (FAO/WHO, 2009), dentro de las enfermedades transmitidas por alimentos, las de
mayor incidencia son las causadas por bacterias. Los principales agentes causales son:
Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae, Salmonella y Echerichia coli, estas dos ultimas
se reportan principalmente en productos lacteos y carnicos. (Cuadro 1) se muestran las
caracteristicas de las principales enfermedades alimentarias.

CUADRO 1. Enfermedades transmitidas por alimentos en Humanos.

BACTERIA SINTOMAS PRINCIPALES INCUBACION
ALIMENTOS

Salmonella Dolor abdominal, LActeos, pollo, huevo, carne, 6a72 hrs
diarrea, escalofrio, pescado.
vomito frecuente,
debilidad.

E. coli Dolor  abdominal, Carne molida, agua 12a72hrs

vomito, diarrea contaminada, manos sucias
sanguinolenta. y moscas.
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Vibrio cholerae Diarrea abundante y Agua contaminada, 24 a 28 hrs
acuosa, vomito, alimentos en contacto con
deshidratacion rapida agua contaminada, manos
que puede causar la suciasy moscas.
muerte.

Listeria Nauseas,  voOmitos, Lacteos, vegetales crudos, 1 a 20 dias
monocytogenes dolor de cabeza, carne de res y de cerdo mal
meningitis y abortos.  cocida.

(Gutiérrez, 2008).

Adicionalmente, se han presentado brotes ocasionados por patdgenos emergentes y
reemergentes que pusieron de manifiesto la fragilidad de los programas de proteccion de
alimentos para prevenir y controlar las ETA’s. Entre los patdgenos bacterianos emergentes
se destacan: Salmonella enteritidis en huevo, Salmonella typhimurium en alimentos de
origen animal (Poppe, 1998), Escherichia coli productora de la toxina Shiga (STEC) en
carnes y vegetales (Masena, 2010), Listeria monocytogenes en carne y quesos (Copes et al.,
2000), Campylobacter jejuni y Yersenia enterocolitica en carne de cerdo y aves (LOpez,
2000).

Entre los reemergentes se encuentra Vibrio cholerae O1, cuya principal fuente de infeccion
es el agua y los alimentos de origen marino (Gonzales et al., 2009).

Las ETA’s no solo afectan de manera significativa la salud y el bienestar de las
poblaciones, sino también imponen una carga sustancial en los sistemas de salud y reducen
notablemente la productividad econdmica del pais. Los costos originados por estas
enfermedades humanas son elevados. ElI Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) de Estados Unidos, estima que 76 millones de personas por afio
sufren de ETA’s en ese pais 325,000 personas son hospitalizadas y 5,000 mueren, por lo
tanto las ETA’s tienen un importante impacto econémico y expertos en salud estiman que
solo en Estados Unidos el costo anual de todas las ETA’s es de 5 a 6 billones de ddlares
(CDC, 2007).

2.3 Situacion de enfermedades transmitidas por alimentos en México

Las enfermedades transmitidas por alimentos son una de las principales causas de consulta
médica y también una de las primeras causas de muerte en México y en el mundo. Por ello,
se les considera un problema de salud publica a nivel mundial, que afecta a personas de
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cualquier edad y condicion social, aunque los grupos mas vulnerables son los nifios y los
ancianos (Ledn-Ramirez, 2002).

En México no se tienen registros concretos de la incidencia de enfermedades transmitidas
por alimentos y de los agentes causales debido a que en la mayoria de los casos (diarreas,
nauseas, vomitos, etc.) no son atendidos en clinicas u hospitales y son controlados en el
hogar (Hernandez et al., 2011). Los agentes patdgenos involucrados son virus, bacterias y
parasitos. La busqueda e identificacion de estos, en los laboratorios clinicos, se centra
principalmente en patdgenos clasicos como: Salmonella, Shigella, Escherichia, Vibrio,
Campylobacter y Yersinia. Existen otros generos involucrados en estas enfermedades,
como Aeromonas, que en otros paises se ha documentado como agente etioldgico de
enfermedades gastrointestinales y marcador de contaminacion fecal en el agua (Vidal et al.,
2007).

Las bacterias del genero Salmonella causan la mayor parte de los brotes que afectan a
centenares de personas y, aunque puede ser causada por cualquiera de los 2,500 serotipos
que existen hasta hoy, existe la susceptibilidad por especies, los que se aislan con mayor
frecuencia en México son Salmonella enteritidis y Salmonella Typhimurium (Gutiérrez et
al., 2000).

En México el organismo encargado de llevar los registros por brotes de estas enfermedades
es el CENAVECE (Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y Control de
Enfermedades); segun reportes de este centro, en el 2012 se presentaron 127,756 casos de
paratifoidea y otras salmonelosis y 53,737 de fiebre tifoidea asi como 5,279,236 casos por
infecciones intestinales causadas por diferentes organismos. Para el 2013 se presentaron
30,387 casos de paratifoidea y otras salmonelosis y 18,701 casos de fiebre tifoidea, asi
como 2,014,580 casos por infecciones intestinales causadas por diferentes organismos
(CENAVECE, 2013).

2.4 Caracteristicas del género Salmonella

Los microorganismos del genero Salmonella estan extensamente diseminados en la
naturaleza como comensales y como patogenos del aparato digestivo de los mamiferos
domésticos y silvestres, aves, reptiles e insectos, en los cuales pueden llegar a producir una
amplia gama de enfermedades (Smith y Ahmer, 2003). Todas las salmonelas son
potencialmente patdgenas (Mahajan et al., 2003) al ser parasitos intracelulares y por medio
de los macrofagos en los que se encuentran, se diseminan por todo el organismo afectado
aprovechando la via linfatica y sanguinea (Stanchi, 2007).

Las diversas especies de esta bacteria se transmiten por contacto tanto con enfermos como
con portadores sanos, aunque por lo general la enfermedad producida por este agente
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microbiano tiene un origen alimentario debido a la ingesta de comestibles contaminados
con el patdgeno, teniendo en cuenta que la fuente de contaminacion ambiental es
invariablemente la materia fecal (Stanchi, 2007).

Morfolégicamente, los miembros del género Salmonella son bacilos gram negativos, 0.7-
1.5 x 2.0-5.0 um, generalmente no fermentan lactosa, aerobio facultativo, no esporulado,
generalmente moviles por flagelos peritricos (Jawetz et al., 2005). Poseen metabolismo
fermentativo y oxidativo; fermentan glucosa con produccion de acido y gas (excepto
S.Typhimurium), también fermentan L-arabinosa, maltosa, D-manitol, D-manosa, L-
ramnosa, D-sorbitol, trehalosa, D-xilosa y D-dulcitol, son oxidasa negativo, catalasa
positivo, indol y Voges-Proskauer negativo, rojo de metilo y citrato positivo, producen
H>S, son urea negativo y descarboxilasa positivo (Terragno et al., 2003). Otras
caracteristicas bioquimicas son la reduccidn de los nitratos a nitritos (Jawetz et al., 2005).

El género Salmonella, definido por su conjunto de caracteristicas bioquimicas, reune cerca
de 2,500 tipos seroldgicos; cada tipo seroldgico a su vez esta caracterizado por antigenos
especificos que pueden ser identificados mediante pruebas serolégicas. Los antigenos que
caracterizan los tipos seroldgicos de las salmonellas son los antigenos O (somaticos), y los
antigenos H (flagelares); algunos presentan el antigeno denominado Vi. Existen tres tipos
de Salmonella, la Salmonella choleraesuis, Salmonella Typhimurium y Salmonella
enteritidis (White et al., 2008).

2.5 Esquema de KAUFFMANN-WHITE

La identificacion de los serotipos sobre la combinacion antigénica esta dada en el esquema
de Kauffmann-White, publicado por el centro colaborador de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) de Referencia e Investigacion de Salmonella del Instituto Pasteur en Paris
el cual agrupa todas las serovariedades de Salmonella sp. conocidas. Ambos investigadores
disefiaron su clasificacion considerando ciertas determinates antigénicas presentes en el Ag
O que determinan la existencia de grupos o serogrupos de la A a la | y a los antigenos
flagelares en fase 1 que hoy en dia establecen el serotipo (Bonne, 2001).

Este esquema plantea las diferencias mediante la identificacion de los antigenos de
superficie que se producen en la bacteria. La especificidad del factor “O” (somatico) de
Salmonella sp. se determinan por la composicion y la estructura de la cadena polisacarida O
del lipopolisacarido. Al antigeno O, se lo designan con nimeros; Salmonella sp. se clasifica
en serogrupos que surgen del antigeno somatico O; a estos grupos se los designa con letras
mayusculas, por ejemplo, A, B, C1, C2, D1, D2, Es, E», etc, (Bonne, 2001).

El antigeno flagelar representado por letras mindsculas y numeros, caracteriza a los
serotipos dentro de cada grupo, rara vez se hace referencia al antigeno Vi que es asociado a
la capsula bacteriana.
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CUADRO 2. Salmonella, especies, subespecies, serotipos y su habitat usual sistema de
KAUFFMANN-WHITE.

Especie y subespecie de No. de serotipos
Salmonella dentro de la especie

S. enterica subsp. enterica (1) 1531

S. enterica subsp. salamae (I1) 505
S.enterica subsp. arizonae (111a) 99

S. enterica subsp. diarizonae 336

(111b)

S. enterica subsp. houtenae (1V) 73

S. enterica subsp. indica (V) 13

S. bongori (V) 22

Total 2579

(Bonne, 2001).
2.6 Diagnostico

2.6.1 Salmonelosis

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa del hombre y los animales causada por
microorganismos de dos especies de Salmonella (Salmonella enterica y S. bongori).
Aunque fundamentalmente son bacterias intestinales, Salmonella esta distribuida en el
ambiente y se encuentran con frecuencia en desechos de granjas, aguas residuales y en
cualquier material contaminado con heces. En el hombre, el género Salmonella es uno de
los agentes etioldgicos de infecciones intestinales y sistémicas, por lo general, como
contaminantes primarios de los alimentos de origen animal, vegetales y ambiental o
frecuentemente como consecuencia de la infeccién subclinica en animales de abasto que
provoca la contaminacion de la carne, huevo y leche o la contaminacion secundaria de
frutas y verduras que se han fertilizado o regado con desechos organicos como lo son las
aguas negras (OIE, 2008).

Salmonella es un bacilo Gram negativo, miembro de la familia Enterobacteriaceae, no
esporulado, es termolabil, puede ser destruida facilmente con temperaturas de
pasteurizacion (Leyva et al., 2008).

Salmonelosis puede afectar a todas las especies de animales domesticos; los mas
susceptibles son los animales jovenes. La manifestacion mas comun de la enfermedad es la
entérica, pero se puede observar un espectro muy amplio de sintomas clinicos que incluye
septicemia aguda, aborto, artritis y enfermedad respiratoria. Muchos animales, en especial
los cerdos y las aves, pueden estar infectados sin manifestar la enfermedad clinica. Tales
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animales pueden ser importantes en la difusion de la enfermedad entre explotaciones y
como fuentes de contaminacion alimentaria y de infeccion humana (OIE, 2008).

Los principales reservorios de Salmonella spp. son animales portadores asintomaticos y las
fuentes de infeccion mas frecuente son los alimentos o los productos derivados de ellos, lo
cual tiene un gran impacto en salud pablica como en salud animal (Uribe y Suérez, 2006).

2.6.2 Cuadro clinico de salmonelosis en humanos

Los sintomas aparecen generalmente de 6 a 48 horas después del consumo de agua o
alimentos contaminados. El cuadro clinico de la salmonelosis no tifica (gastroenteritis o
enterocolitis) puede incluir diarrea, cefalea, dolor abdominal, nusea, vémito, fiebre y
deshidratacion. Afecta a todos los grupos de edad, con mayor incidencia en menores de
cinco afios y mayores de 60 afios de edad, que son los grupos mas vulnerables. Las
defunciones por esta causa son raras; sin embargo, la morbilidad y los costos de la
infeccion por Salmonella suelen ser altos (Uribe y Suarez, 2006).

La diarrea por Salmonella spp., puede variar en volumen e intensidad. En la mayoria de los
casos las heces blandas son de volumen moderado y no contienen sangre ni moco. Las
deposiciones de los pacientes con gastroenteritis suelen tener leucocitos polimorfonucleares
neutréfilos como consecuencia de un proceso inflamatorio o invasivo, en el colon o en el
intestino delgado distal; es comdn observar fiebre entre 38°C y 39°C vy cdlicos
abdominales. El periodo de transmisibilidad dura todo el tiempo durante la evolucion de la
enfermedad, que es muy variable, generalmente de varios dias a algunas semanas. Segun
las serovariedades implicadas, 1% de los adultos infectados y alrededor del 5% de los nifios
menores de 5 afios de edad puede excretar el microorganismo por méas de un afio.

Después de que se soluciona la gastroenteritis, la presencia de Salmonella spp., en heces es
de 4 a 5 semanas aungue puede variar de acuerdo con la serovariedad. El estado portador en
el caso de personas infectadas con S. Typhi se debe a la persistencia del microorganismo en
la vesicula biliar y puede presentarse entre 3% y 5% de los individuos comprometidos. La
infeccion puede ser asintomatica y permanecer por varios afios. Aproximadamente 5% de
las personas con gastroenteritis debida a Salmonella no tifica pueden desarrollar
bacteriemia y problemas serios y potencialmente mortales, aunque la bacteriemia y la
presentacion de infecciones locales son mas comunes en pacientes inmunocomprometidos
(Uribe y Suéarez, 2006).

En los adultos la bacteriemia debida a serovariedades no tificas de Salmonella spp., son
mas grave, aunque solo representa un pequefio porcentaje de las personas con infeccion
clinica y subclinica, una complicacion grave es el desarrollo de arteritis infecciosa, sobre
todo si esto implica la aorta abdominal. En los nifios, las infecciones debidas a este
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microorganismo incluyen meningitis, artritis séptica, osteomielitis, colangitis y neumonia.
Las serovariedades no tificas de Salmonella también con frecuencia se aislan de pacientes
con infecciones urinarias (Uribe y Suarez, 2006).

El aislamiento de S. no typhi en la orina es un hallazgo inusual que se produce tras la
colonizacion de la uretra o por diseminacion hematdgena a partir del tracto gastrointestinal.
Se ha descrito con mayor frecuencia en enfermos con inmunosupresion, neoplasias, litiasis
y anomalias estructurales del tracto genitourinario (Leyva et al., 2008).

2.6.3 Identificacién del agente

La vigilancia de Salmonella en la cadena productiva y el procesamiento de alimentos
constituye un elemento importante en la investigacion de la epidemiologia de este
patdgeno. ElI mercado nacional e internacional, para proteger la salud de los consumidores,
exige que todos los alimentos estén libres de enteropatdgenos y Salmonella. (Galvez,
2006).

Se han hecho grandes esfuerzos en materia de prevencion para el control de las
enfermedades transmitidas por alimentos por parte de las industrias y de las entidades
encargadas del control. Muchos paises, tienen establecido dentro de su legislacion “cero
tolerancia” para Salmonella (Leyva et al., 2008) y los métodos para su identificacion son
variados.

En México, las técnicas microbioldgicas para la identificacion de Salmonella que
actualmente se usan en laboratorios acreditados o autorizados tardan de 5 a 10 dias para
determinar la presencia o ausencia del microorganismo en los alimentos analizados
(Estrada et al., 2004). Estas técnicas, basadas en el uso de medios de cultivos, consisten
principalmente en el pre-enriquecimiento, enriquecimiento selectivo, aislamiento en medios
de cultivo, identificacion bioquimica y la identificacion seroldgica, con la que concluye la
identificacion especifica del patdgeno (NOM-114-SSA1-1994).

Loa métodos moleculares tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), han
demostrado alta sensibilidad y especificidad para la deteccion de patdgenos, incluyendo
Salmonella en diferentes tipos de alimentos y el tiempo requerido para obtener resultados
pueden ser tan cortos como 24 horas (Leyva et al., 2008).

Los miembros del genero Salmonella (cuadro 3) estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza, se encuentran como comensales y como patégenos en el tracto gastrointestinal
de mamiferos domésticos y salvajes, reptiles, aves e insectos, causando un amplio proceso
de enfermedades en el hombre y los animales (Glenn y Karen, 2005).
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CUADRO 3. Principales serovariedades del genero Salmonella y hospedero que

afectan.
SEROVARIEDADES HOSPEDEROS
typhi Humanos
pullorum Aves
choleraesuis Cerdos
abortusovis Ovinos
dublin Becerros

(Glenn y Karen, 2005).

2.6.4 Patogénesis

La puerta de entrada es la via digestiva. El bacilo debe sobrepasar la barrera defensiva
representada por la acidez gastrica. El agente que consigue sobrevivir las primeras 24 a 72
horas en el intestino, penetra el epitelio donde se multiplica y produce alteraciones
histopatolégicas. En el caso de la fiebre tifoidea los bacilos buscan un habitat intracelular,
lo que corresponde a la llamada fase mesentérica en la cual los gérmenes penetran a los
ganglios y contindan multiplicAndose para posteriormente pasar a la circulaciéon sanguinea
y a las placas de Peyer, tejido linfoide del intestino (Borie, 1998).

El mecanismo de produccion de la diarrea, esta relacionado mas directamente con las de
tipo secretorio, en el que la respuesta inflamatoria, debida a la penetracién de la Salmonella
produce liberacion de prostaglandinas como por ejemplo Salmonella abortus ovis, que a su
vez estimulan la produccion de AMP ciclico y como consecuencia, secrecion activa de
liquidos (Borie, 1998). Las Salmonelas tificas y paratificas normalmente invaden la
circulacion, mientras que las otras estan limitadas a la mucosa intestinal. Algunas como la
S. dublin son sistémicas (Flores et al., 1997).

La fiebre tifoidea producida por la S. typhimurium es una enfermedad exclusiva del
hombre, el no ser posible reproducirla en ninguna otra especie animal, hace dificiles los
estudios experimentales sobre su patogenia; los datos conocidos correspondientes a
estudios realizados en voluntarios humanos (Flores et al., 1997).

Muchas de las manifestaciones de la fiebre tifoidea son causadas por los metabolitos del
acido araquidénico, los radicales libres de oxigeno y otros mediadores liberados por las
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células mononucleares y los macréfagos (Flores et al., 1997). Los factores de patogenicidad
de la Salmonella son: Lipopolisacéridos, flagelos y fimbrias (Threlfall y Fisher, 2005).

Las Salmonellas son bacterias invasoras y enterotoxigénas. La infeccion se localiza
principalmente en el ileon terminal y en el intestino grueso (Threlfall, 2000). Las bacterias
son capaces de sobrevivir fuera del cuerpo durante largos periodos y en los alimentos
calidos y humedos se multiplican rapidamente (Glenn y Karen, 2005). Dadas las variadas
manifestaciones clinicas de la salmonelosis, la confirmacion del diagndstico de estas
infecciones, requiere del aislamiento del agente y la identificacion del mismo. (Glenn y
Karen, 2005). En el caso de las gastroenteritis causadas por Salmonella spp. se colectan
muestras de heces o en caso de enfermedades sistémicas causadas por estas bacterias se
envian muestras de sangre para realizar cultivo estandar de sangre (Terragno et al., 2001).

2.7 Tratamiento

Para la seleccion de los antimicrobianos a usar en el tratamiento contra Salmonella se debe
tomar en cuenta las siguientes consideraciones: eficacia clinica, prevalencia de resistencia,
costos, indicaciones de la FDA (Administracion de Alimentos y Farmacos), entre los
antibidticos con efectividad para Salmonella typhimurium (Painter et al., 2013). Se
encuentran:

e Aminopenicilinas (ampicilina)

e Cloranfenicol (solo para aislamientos de infeccion sistémica)
e Tetraciclina

e Trimetroprim / Sulfametoxazol

e Fosfomicina

e Nitrofuranos

e Quinolonas (ciprofloxacina o norfloxacina)

Para el tratamiento ambulatorio y hospitalario de nifios y adultos con fiebre tifoidea (casos
aislados, casos fuera de brote epidémico o cuando el germen sea sensible con base al patrén
de susceptibilidad de S. typhi) se recomiendan los siguientes antimicrobianos como
farmacos de primera linea:

1. Ciprofloxacina: Nifios: 15 a 20 mg/Kg/dia VO ¢/12 h por 7 dias Adultos: 500 mg VO
¢/12 h por 7 dias.
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2. Cefixima: Nifios: 15 a 20 mg/Kg/dia VO ¢/12 h por 14 dias Adultos: 200 mg VO ¢/12 h
por 14 dias.

3. Cloranfenicol: Nifos: 50 a 75 mg/kg/dia VO c¢/6 h por 14 dias (no exceder 3 g) Adultos:
500 mg VO ¢/6 h por 14 dias (no exceder 3 g).

Cuando no es posible utilizar los farmacos de primera linea las alternativas son:
1. Ampicilina: Nifios: 50 a 100 mg/Kg/dia VO ¢/6 h por 14 dias Adultos: 1gr VO cada 6hs
2. Amoxicilina: Nifios: 50 a 100 mg/Kg/dia VO c¢/6 h por 14 dias Adultos: 1gr VO cada 8hs

3. Trimetroprim Trimetroprim —sulfametoxazol: sulfametoxazol: Nifios: 4 a 10 mg/Kg/dia
(en base a trimetroprim) VO ¢/12 h por 14 dias Adultos: 160 mg (en base a trimetroprim)
VO ¢/12 h por 14 dias

El tratamiento para combatir salmonelosis en animales al igual que en humanos es variado
como lo podemos observar en el Cuadro 4.

CUADRO 4. Dosis de antimicrobianos utilizados en tratamiento contra Salmonella en

animales.
MEDICAMENTO ESPECIE DOSIS
Presentacion de 100mL (30
millones) y 250mL (75
PENICILINA G | Caninos, Felinos, Bovinos, millones)/ 1mL por cada 20
PROCAINA OLEOSA Ovinos y Caprinos kg. / IM.
Presentacion de 20mL (4
millones) / 1.5mL por cada
20 kg. / IM.
10 mg por kg de peso
equivalente a 1ImL por cada
25kg./IM, IV, SC.
AMPICILINA Car_nnos, Fellr_los, Bovinos, En presentacion de 250 mg,
INYECTABLE Ovinos y Caprinos 1mL por cada 10 kg. / IM,
IV, SC.
GENTAMICINA Caninos, Felinos, Bovinos, 1mL por cada 25 kg. / 1M,
Ovinos y Caprinos IV, SC, O, IMM.
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SULFA TRIMETOPRIM

Caninos, Felinos, Bovinos,
Ovinos y Caprinos

(REFERVET, 2010)

2.8 Prevencién y Control

Dentro de la prevencion contra Salmonella, encontramos la aplicacién de algunas vacunas

3mL por cada 50 kg. / IM,

IV, SC.

en humanos, las cuales solo estan disponibles en algunos paises.

CUADRO 5. Caracteristicas de Algunas Vacunas Contra la Fiebre Tifoidea

Vacuna TyZ2la Vacuna de palisaciride Vi
Descripcion Cepa atenuada de 5. ando Obtenida del antigeno
polisacirido capsular purificado de
5 Typhi
\fia de Vacuna oral disponible en cipsulas de cubierta | Se  administra en una dosis
administracion y entérica. Se administra en cuatro dosis, una | parenteral dnica intramuscular o
dosis cdpsula via oral en dias alternos con un | subcutinea de 0.5ml

intervalo de 48hs entre cada dosis

Revacunacion

Los viajeros deben revacunarse anualmente, y
quienes viven en regiones endémicas deberan
hacerlo cada tres afios

Se recomienda una revacunacion
cada tres afios

Proteccion Confiere proteccion después de diez a 14 dias | La proteccion empieza siete dias
posteriores a la tercera dosis después de la inyeccion, la
proteccion maxima se alcanza el
dia 28 después de la inyeccion
Edad Aprobado su uso en nifios a partir de los cinco | Aprobada para las personas de

anos de edad

mas de dos afios de edad

Reacciones adversas

Fiebre y dolor de cabeza en el O al 5% de los
casos

Fiebre O a 1% de los casos, dolor
de cabeza 16 a 20%, eritema o
induracion de lem en 7% de
Casos

Observaciones

Esta wacuna esta autorizada en 56 paises de
ﬂ'l.ﬁica, Asia, Europa, América del Sur y los
EE.UU. (WHO 2003]). Un problema tedrico
asociade con la vacuna Ty21la es si la vacuna
vuelve al estado anterior de virulencia; sin
embargo, tales efectos hipotéticos no han sido
documentados en ninguno

de los miltiples y amplios ensayos realizados

Esta vacuna estd autorizada en
Australia y en mas de 92 paises de
ﬁtﬁica.
América, Asia y Europa (WHO
2003))

(Fraser et al,. 2008).

Se utilizan muchas vacunas inactivadas contra la salmonelosis causada por serotipos
diferentes en varias especies animales, incluyendo una vacuna combinada contra S.
Enteritidis y S. Typhimurium para empleo en aves. La inactivacion se realiza normalmente
por calentamiento o por tratamiento con formalina y se suele utilizar un adyuvante, como el
hidroxido aluminico. En varios paises también se han utilizado vacunas vivas; estas
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incluyen las cepas semi-rugosas, tales como la 9R para la tifosis aviar y la HWS51 para las
infecciones por S. dublin. Otras vacunas atenuadas incluyen mutantes autotroficos y “de
deriva metabolica”, que se usan en Alemania para evitar infecciones por Salmonella en
animales de granja y en el Reino Unido para S. Enteritidis y S. Typhimurium en aves de
corral. Se han desarrollado vacunas mutantes, atenuadas racionalmente por supresion de
genes mediante técnicas de biologia molecular, para aves de corral y para otras especies;
estas comprenden los mutantes aroA y las cepas con mutaciones en los genes que codifican
la adenilato ciclasa (cya) y la proteina receptora del adenosin monofosfato ciclico (crp),
disponibles en los EE.UU. Normalmente, en Europa no se permite el uso como vacunas de
microorganismos genéticamente modificados (Mastroeni et al,. 2001).

Las enfermedades transmitidas por alimentos, o mejor conocidas como ETA’s, son
enfermedades que afectan la salud de las personas, y que se transmiten principalmente por
alimentos que han sido contaminados desde su origen, durante su preparacion o después de
este proceso (OMS, 2007).

Por esto existen medidas que nos permiten realizar los procedimientos de preparacion de
alimentos de la mejor manera, con la finalidad de proporcionar al consumidor un alimento
seguro y sin ningun riesgo de enfermedad (OMS, 2007).

a) Lavado y Desinfeccion de los Alimentos.

La mejor manera de prevenir las enfermedades transmitidas por alimentos es comenzando
con un adecuado lavado y desinfectado, especialmente de los que seran consumidos crudos
como las frutas y verduras, este procedimiento permite eliminar de la superficie de los
alimentos la carga microbiana que a simple vista no se identifican (Secretaria de Salud,
2001, 2013).

Existen varios tipos de coccion para los alimentos cada uno adecuado para el tipo de
resultado que se quiera obtener, entre los principales tenemos: el asado, horneado, freido,
coccion directa y al vapor. Las temperaturas recomendadas para una adecuada coccion de
los alimentos son:

Cerdo y carne molida a 69 °C durante 15 minutos minimo.
Aves o carnes rellenas a 74 °C durante 15 minutos minimo.

El resto de los alimentos arriba de 63 °C durante 15 minutos minimo (Secretaria de Salud,
2001, 2013).

b) Manipulacion de Alimentos

L - |
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Los alimentos preparados deben utilizarse inmediatamente, no pueden estar por mas de dos
horas a temperatura ambiente, emplear utensilios que reduzcan el contacto directo de los
alimentos con las manos. No se debe poner en contacto a los alimentos crudos con los ya
cocidos. Evitar guardar restos de alimentos, en caso de ser necesario, utilizar recipientes
limpios y con tapadera. No probar los alimentos con los dedos. Lavar las tapaderas de los
alimentos enlatados antes de ser abiertos. En la medida que sea posible no utilizar trapos o
franelas en la cocina (Secretaria de Salud, 2012).

¢) Prevencion y control de Salmonella en animales

« Mantener un Unico origen para la repoblacion y disponer de cuarentena en caso de
introducirla de una fuente exterior. Seria recomendable que el origen siguiera un
programa de control de prevalencias de la enfermedad.

o Mantener un correcto control de roedores, insectos y pajaros.

e Disponer de unas correctas medidas de bioseguridad pasivas: vallado externo
completo de la explotacion que evite la entrada de personas y animales; muelle de
carga gue permita evitar el contacto directo de la explotacion con la caja del camion
y que prevenga la reentrada de liquidos y animales; vestuario para visitas; correcta
delimitacién de zona sucia y limpia; descarga de pienso y materiales desde el
exterior; recogida de cadaveres desde zona sucia; etc.

o Euvitar la entrada de otros animales domésticos en las naves.

o Control de visitas. Obligatoriedad de cambio de calzado y vestuario, asi como
exigencia de lavado y desinfeccién de manos.

« Origen seguro del pienso y correcta conservacion.

« Desinfeccidn del agua de bebida y correcta distribucion. (Terragno et al., 2003).

2.8.1 Higiene del personal

El personal encargado de preparar los alimentos es en gran parte uno de los vectores que en
ocasiones puede ser el responsable de la transmisién de enfermedades, ya que estos pueden
presentarse a trabajar estando enfermos o siendo portadores de enfermedades como en este
caso la salmonelosis y al no realizar adecuadamente el lavado de manos la persona enferma
podria contaminar los alimentos que esté manipulando. Es por eso que se deben contar con
reglas basicas para la adecuada higiene del personal que tenga contacto con los productos
alimenticios. (Secretaria de Salud, 2012).
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Las reglas bésicas de higiene para los involucrados en la manipulacion de alimentos son las
siguientes:

e Deberan lavarse las manos diariamente, antes de empezar con sus labores
e Mantener el cabello y boca cubiertos

e Presentarse con ropa y calzado limpios

e No utilizar, reloj, anillos, aretes, pulseras o cualquier tipo de joyas

e Presentarse con las ufias limpias, bien recortadas y sin esmalte

e Abstenerse de toser, estornudar o hablar sobre los alimentos.

e No fumar, comer, masticar chicle o beber en el area o durante la preparacion de los
alimentos.

e Evitar tocarse el pelo, cara, orejas o cualquier parte del cuerpo mientras manipule
alimentos.

2.8.2 Higiene ambiental del lugar donde se preparan alimentos

El lugar en donde se prepararan los alimentos debe estar ubicado lejos de aguas estancadas,
tiraderos de basura, letrinas o cualquier fuente contaminacion, ademas de:

- Estar en las mejores condiciones posibles para facilitar las operaciones de limpieza;
deberéa contar con techo, paredes y piso lisos limpios y libres de agujeros.

- Se debe limpiar el terreno circundante de arbustos, matorrales o cualquier cosa que
permita el alojamiento de animales.

El proceso de limpieza que se debe seguir es el siguiente:

- Se debe de lavar todo el equipo, utensilios y mesas de trabajo que hayan sido utilizados
siempre después de cada comida.

- Utilizar jabdn o detergente, estropajo y agua limpia para lavar el material y el equipo.
- Eliminar perfectamente bien los restos de comida de las superficies.

- Enjuagar con agua limpia y dejar secar en escurridores o utilizando una toalla limpia o
cualquier material absorbente que sea de preferencia desechable (Secretaria de Salud,
2012).
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2.9 Epidemiologia

Salmonella, en el &ambito mundial, esta asociada con mucha frecuencia a las enfermedades
diarreicas, las cuales contintan siendo una de las causas mas importantes de morbilidad y
mortalidad sobre todo en lactantes, nifios y ancianos. Se ha estimado que en Asia, Africa y
Latinoamerica, dependiendo de factores socioecondmicos y nutricionales, la probabilidad
de que un nifio muera por enfermedad diarreica antes de los 7 afios pueda llegar al 50%
(Mead y Steen, 1999).

En los Estados Unidos de América y el Reino Unido, se calcula que al afio ocurren
17412,498 casos de Salmonella y 73,193 infecciones de Salmonella no Typhi, y se estima
que este patdgeno es responsable de aproximadamente 30% de las muertes relacionadas a
infecciones transmitidas por alimentos. La comunidad cientifica y las autoridades sanitarias
asumen que, en general, las aves, cerdos y bovinos son los reservorios mas frecuentes de
Salmonella y que la ingestion de alimento directa o indirectamente contaminado es la causa
mas comun de las infecciones en el humano (Ricon, et al., 2011).

Por las dificultades técnicas y logisticas, existen pocos estudios sobre la transmision de este
patdgeno a lo largo de toda la cadena alimenticia y las condiciones necesarias para producir
enfermedad en un hospedero humano. Por ende, la legislacion referente a inocuidad
alimentaria establece medidas de control o limites de tolerancia basados en informacion
epidemioldgica obtenida de estudios transversales realizados en las naciones
industrializadas (Ricon, et al., 2011).

En muchas ocasiones esta informacién no puede ser extrapolada al panorama de los paises
en desarrollo. En México no se cuenta con estadisticas nacionales de infecciones por
Salmonella. Con frecuencia, el médico hace un diagnostico basandose en el cuadro clinico
del paciente, pero sin contar con los estudios microbiol6gicos necesarios para establecer un
diagnostico certero. La falta de un sistema de vigilancia y la comunicacion entre
epidemiologos, clinicos, y el sector veterinario, asi como la falta de infraestructura
necesaria, para la realizacion de dichos estudios son los responsables de que no se pueda
brindar un panorama general de los dafios causados por esta bacteria (Ricon, et al., 2011).

Tan solo en el 2008, se reportaron 1,034 brotes de enfermedades trasmitidas por alimentos.
Estos brotes causaron mas de 23,152 casos de enfermedades y 22 muertes. En casi la mitad
de los brotes las pruebas de laboratorio detectaron una causa Unica; la mas comun fue el
norovirus, y representd casi la mitad de los brotes y las enfermedades. Salmonella fue la
segunda causa mas comun, detectada en 23% de los brotes y el 31% de las enfermedades.
Las mayores causas de los brotes fueron aves (15%), carne de res (14%) y pescados (14%)
(Ricon, et al., 2011).
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Mas de 1,200 personas fueron hospitalizadas debido a brotes de enfermedades transmitidas
por los alimentos en el 2008. Esto equivale al 6% de todas las personas que se enfermaron
por los brotes (un alto porcentaje si se compara con el promedio de 4% notificado entre el
2003 y el 2007. Es mas, este fue el mayor numero de hospitalizaciones relacionadas con
enfermedades trasmitidas por los alimentos reportados desde que se puso en marcha el
sistema de vigilancia de brotes en 1973. Las principales causas de hospitalizacion fueron:

e  Salmonella (62%)
e E. coli productora de la toxina Shiga (17%)
e Norovirus (7%)
El noventa por ciento de las enfermedades causadas por brotes de botulismo llevaron a

hospitalizacion lo mismo que el 76% de las enfermedades relacionadas con brotes de
listeria. 22 muertes se atribuyeron a enfermedades trasmitidas por los alimentos.
Salmonella fue responsable de la mayoria de muertes seguida por Listeria y E. coli.
(Enfermedades, 2008).

2.10 Contaminacion de productos carnicos por Salmonella

La existencia de Salmonella en poblaciones animales se debe a la contaminacion de los
alimentos, por los animales de la misma poblacién que son portadores de estos
microorganismos o que estan infectados. Un portador asintomatico se define como un
animal o una persona que elimina dicha enfermedad, sin presentar sintoma de la infeccion
(Ukuku y Fett, 2006).

Las aves son afectadas especialmente por esta enfermedad, aunque también el cerdo y el
ganado vacuno estan sujetos a infecciones de esta clase. Por otra parte puede haber
salmonelas en los huevos enteros, asi como en el contenido intestinal de muchos animales
de sangre caliente.

Existen casos en que, estos microorganismos estan presentes en la carne de los animales,
pero indudablemente raro. Cuando se encuentran en carne de pollo lo méas probable es que
las superficies cérnicas se contaminaran, directa o indirectamente con el contenido
intestinal (Stocki et al., 2007).

Se ha investigado la presencia de Salmonella en granjas de porcinos y bovinos, asi como en
rastros y se comprobd que en corrales de animales infectados, cuando llegaban a la sala de
matanza, una parte significativa de estos (12% al 18%), se encontraban infectados. Se sabe
que una pequefia proporcion de porcinos y bovinos se infecta de Salmonella antes de su
comercializacion y que algunas aves tienen ocasionalmente esta enfermedad, por lo que el
problema pudiera tener origen en la granja (Steenackers et al., 2012). La contaminacion de
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animales con Salmonella en el rastro, proviene desde el suministro de alimentos en la
granja, las practicas de transporte y aquellas previas al sacrificio de los animales.

Aspectos como la preparacion de los animales para el sacrificio, el método de
insensibilizacién, las técnicas de sacrificio, sangrado, eviscerado y manejo de la canal estan
directamente relacionadas con la inocuidad de la carne, por lo cual debe prestarse especial
importancia a los programas de limpieza y desinfeccion de las instalaciones propias de un
rastro, para minimizar los riesgos que afectan la calidad y la contaminacion de la carne
(FAO, 2007). Ademas esto se complementa con estudios de contaminacion de la carne y la
canal, incluyendo los pardmetros de inocuidad y los métodos de su determinacién en la
linea de sacrificio, asi como los temas importantes en la actualidad, como la implantacion
del sistema HACCP (Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control, por sus siglas en
ingles) en rastros y la trazabilidad de la carne (Miranda et al., 2010).

Las carnes frescas se pueden contaminar de Salmonella a través de los operarios de los
rastros o como consecuencia de mal manejo de los animales portadores; esta situacion se
vuelve mas frecuente cuando la carne de cerdo, pollo y res pierden la cadena de frio y se
mantienen a temperatura ambiente en el proceso de comercializacion, permitiendo asi la
multiplicacién bacteriana (FAO/WHO, 2009).

De acuerdo con un reporte de la EFSA-ECDC (2011), en la Unidn Europea, la salmonelosis
fue la infeccidén zoondtica de segundo orden en 2009 con 108,614 casos confirmados en
humanos y una tasa de mortalidad de 0.08%, la cual correspondié a 90 personas fallecidas.
Ese afio Salmonella fue el patdgeno mas comun en carne fresca de pollo, pavo y cerdo. Los
dos serotipos de Salmonella, implicados en la mayoria de los casos fueron Salmonella
Typhimurium y Salmonella enteritidis (52.3% y 23.3%, respectivamente) (Scallan et al.,
2011).

En 2012, cerca del 40% de las infecciones bacterianas y parasitarias confirmadas por
laboratorio en las zonas de vigilancia de la FoodNet fueron debidas a Salmonella (CDC,
2007). Una amplia variedad de productos alimenticios han sido implicados en brotes de
Salmonella, como la carne de res, aves, huevo, productos lacteos, mantequilla de mani
(CDC, 2013).

En México existen muchas variantes en las condiciones sanitarias de los tipos de carne que
se comercializan, estas condiciones son dependientes del desarrollo economico de la
industria en las diversas regiones geograficas del pais. La nula condicion de higiene en el
manejo de la carne que se vende en los mercados, constituye un riesgo a la poblacion
consumidora (Rubio et al., 2013). Las consecuencias en salud publica por contaminacién
con Salmonella en carne para consumo humano, es motivo central de varios estudios, lo
que obligd a abordar algunos factores clave en origen y reproduccién de Salmonella en el
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proceso de distribucion de la carne, para consumo humano (Gutiérrez et al., 2000; Estrada
et al., 2004; Gallegos et al., 2009).

El riesgo para la salud de los consumidores que adquieren productos carnicos esta latente
en México, asi lo demostraron los resultados de una investigacion realizada por (Rubio et
al. 2013), quienes al analizar muestras de carne de bovino, procedentes del extranjero y
mexicanas, encontraron el 27.78% de muestras positivas a L. monocytogenes, 8.89% a
Salmonella y 28.89% a Y. enterocolitica. Las muestras mexicanas presentaron mayor indice
de contaminacion con estas bacterias que las muestras de carne importada (CDC, 2013).

2.11 Deteccion de Salmonella en alimentos

La vigilancia de Salmonella en la cadena productiva y el procesamiento de alimentos
constituyen un elemento importante en la investigacion de la epidemiologia de este
patdgeno. ElI mercado nacional e internacional, para proteger la salud de los consumidores,
exige que todos los alimentos estén libres de Enteropatogenos y Salmonella (Gélvez, 2006).

Se han hecho grandes esfuerzos en materia de prevencion y control de las enfermedades
transmitidas por alimentos por parte de las industrias y de las entidades encargadas del
control. Muchos paises tienen establecido dentro de su legislacion “cero tolerancia™ para
Salmonella (Stocki et al., 2007) y los métodos para su deteccion son variados.

2.12 Aislamiento

La deteccion de Salmonella en alimentos, se describe en un esquema general que consiste
de 5 pasos basicos:

Pre-enriquecimiento, es el paso donde la muestra es enriquecida en un medio nutritivo no
selectivo, que permite restaurar las células de Salmonella dafiadas a una condicion
fisioldgica estable.

Enriquecimiento selectivo, empleado con el propdsito de incrementar las poblaciones de
Salmonella e inhibir otros organismos presentes en la muestra.

Seleccion en medios sélidos, en este paso se utilizan medios selectivos que restringen el
crecimiento de otros géneros diferentes a Salmonella y permite el reconocimiento visual de
colonias sospechosas.

Identificacion bioquimica, este paso permite la identificacion genérica de los cultivos de
Salmonella y la eliminacion de cultivos sospechosos falsos.
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2.13 Serotipificacion

Serotipificacion, es una técnica serologica que permite la identificacion especifica de un
cultivo (NOM-114-SSA1-1994).

La serotipificacion constituye un importante complemento de la identificacion bioquimica y
desde el punto de vista epidemiologico permite determinar la prevalencia de una
serovariedad en distintas zonas geograficas, tambien es de utilidad, para el estudio de brotes
y para conocer la fuente de infeccién y las vias de transmisién (Terragno et al, 2003).

Desde el punto de vista genético, el genero Salmonella constituye una sola especie siendo
el grupo mas complejo de la familia Enterobacteriaceae (Biberstein y Chung Zee, 1990).

Las tecnicas seroldgicas son comunmente empleadas para identificar cultivos desconocidos
con sueros conocidos, Salmonella sp. esta serotipificada de acuerdo a sus antigenos
somaticos de superficie (LPS, antigenos O), antigenos flagelares (proteinas, antigenos H) y
antigeno capsular (Vi) (Terragno et al, 2003).

2.14 Pruebas rapidas para la identificacion de Salmonella

Se han desarrollado distintos procedimientos nuevos para identificar la presencia de
Salmonella mas rapidamente. Aunque estas pruebas son, evidentemente, mas cortas que las
convencionales, todas requieren pre-enriquecimiento y/o enriquecimiento de la muestra
antes de ser aplicadas (Pascual y Calderén, 2000).

Se usan y comercializan numerosos métodos alternativos de deteccion de Salmonella. Estos
incluyen métodos basados en la conductancia eléctrica, en la separacién inmunomagnética
(IMS), en los enzimoinmunoensayos (ELISA), métodos de la PCR con sondas génicas,
incluyendo la amplificacion basada en la secuencia de &cidos nucleicos (NASBA) y en la
PCR en tiempo real o cuantitativa. Muchos de estos métodos no han sido validados para
muestras fecales y ambientales, y resultan mas adecuados para el anélisis de alimentos
humanos. Los métodos rapidos suelen ser méas costosos que los cultivos convencionales,
pero pueden resultar econdmicamente viables para analizar materiales donde se espera una
prevalencia baja de contaminacion o donde los materiales, como los alimentos, estan
pendientes de una prueba negativa (OIE, 2008).

Un método de enriquecimiento/IMS en combinacion con un ELISA o PCR puede
proporcionar resultados en 24 horas. En la actualidad, ninguno de los métodos rapidos se ha
mostrado adecuado para la deteccion directa de Salmonella, de modo que se necesitan
etapas de enriquecimiento selectivo o no selectivo. Esto introduce mas pasos en el proceso
de deteccion y requiere mas tiempo para el operador. En los métodos basados en el ADN, la
inhibicidn de la reaccion de la PCR por elementos de la matriz de la muestra, especialmente
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en el caso de las heces, resulta problematica y requiere técnicas adecuadas de extraccion del
ADN. Los métodos de aislamiento rapido pueden también estar ligados a sistemas de
deteccion sofisticados, como biosensores. En los métodos rapidos para deteccion de
Salmonella hay muchas variaciones y avances, pero ninguno parece reemplazar
satisfactoriamente al cultivo en todas las circunstancias. Actualmente se estan haciendo
esfuerzos para estandarizar a nivel internacional el empleo de algunos métodos rapidos,
pero todavia existe una cantidad considerable de trabajo pendiente (OIE, 2008).

a) Pruebas serologicas

o Identificacion seroldgica de Salmonella aislada de animales y explotaciones
contaminadas

Se han desarrollado varias pruebas seroldgicas para diagnosticar las infecciones por
Salmonella en animales. En aves, para la identificacion de granjas infectadas con S.
pullorum/gallinarum, se han utilizado con éxito durante méas de 50 afios la prueba de sangre
completa, que utiliza un antigeno tefiido, y la prueba de aglutinacion sérica (SAT). Como S.
Enteridis posee el mismo antigeno somatico del grupo D que S. pullorum/gallinarum, la
prueba de sangre completa y otras relacionadas pueden utilizarse en el diagndstico de la
infeccion, pero la sensibilidad es baja. Se han desarrollado otras pruebas, como las de tipo
ELISA, para el diagnostico de las infecciones por S. Enteritidis y S. Typhimurium y para
otros serotipos de animales de granja (Van, et al., 1992).

Los ensayos ELISA se han utilizado con eficacia para identificar serolégicamente ganado
portador de S. dublin y se pueden aplicar a la leche sin tratar, para analizar ganado
estabulado de produccion lactea. En Dinamarca se utiliza un ELISA mixto con suero o
fluido tisular liberado por congelacion y descongelacion de muestras de musculo para
detectar infecciones de Salmonella en cerdos. Se utiliza una prueba similar para detectar
anticuerpos contra S. Enteritidis y S. Typhimurium en la yema de huevo de gallinas en
explotaciones comerciales de ponedoras. Algunas pruebas ELISA son actualmente de uso
rutinario y se han comercializado varias, ya que se requiere la estandarizacion de su
utilizacion (Feld, et al., 2000).

e Factores que influyen en el diagnostico seroldgico

1. Los métodos seroldgicos pueden utilizarse para identificar poblaciones afectadas mas
que para identificar animales individualmente enfermos, aunque se pueden emplear pruebas
repetidas en la explotacion como una ayuda para seleccionar los animales portadores
cronicos. Normalmente, las pruebas seroldgicas se disefian para detectar un ndmero
limitado de serotipos o serogrupos de Salmonella (OIE, 2008).
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2. Se sabe que algunos animales con respuesta seroldgica positiva no pueden ser infectados
de nuevo por Salmonella. De modo similar, animales que excretan activamente Salmonella
pueden ser serolégicamente negativos. También se aplican consideraciones similares a los
métodos de cultivo bacterioldgico, y asi, los cultivos fecales con resultados negativos no
indican necesariamente que el animal no estd infectado. Sin embargo, ninguna de estas
situaciones debe considerarse como un problema importante si se realizan suficientes
pruebas. Los animales que son serologicamente positivos pueden haber cesado de excretar
Salmonella aunque las concentraciones de inmunoglobulinas circulantes pueden
permanecer altas. Otros animales de la granja pueden estar todavia infectados. Los animales
seroldgicamente negativos pueden ser el resultado de una infeccidn reciente que origine la
excrecion antes de que la produccién de inmunoglobulinas sea méxima, o de una infeccion
con serotipos menos invasivos. Con toda probabilidad, los animales que han sido infectados
recientemente seran detectados seroldgicamente por un programa adecuado de analisis a lo
largo de la vida de la explotacion (OIE, 2008).

3. Los animales recién nacidos son inmunolégicamente inmaduros y no responden
serologicamente al antigeno somatico LPS hasta las 2—-3 semanas de edad. Sin embargo, si
producen una respuesta serolégica a los antigenos de la proteina flagelar. EI ganado bovino
puede no responder seroldgicamente hasta las 10-12 semanas de edad y es posible que los
lechones no desarrollen una respuesta inmune o0 posean una respuesta de anticuerpos que
refleja la inmunidad materna. Las respuestas diferenciadas que implican diferentes clases
de anticuerpos (IgM, IgA, IgG) pueden utilizarse en cerdos para distinguir las infecciones
recientes de las antiguas, pero con frecuencia eso no es de utilidad para ensayar piaras en
las que los individuos se hallan normalmente en diferentes fases de la infeccion. La
mayoria de las pruebas se basan en la 1gG, y es tipico que aparezcan elevados niveles de
anticuerpos entre 1 y 3 semanas después de la infeccion y que duren entre 2 y 3 meses.

Los pollos pueden también adquirir pasivamente anticuerpos anti-Salmonella de sus
progenitores a traves del saco vitelino; esto puede indicar que la poblacion de los padres
estaba infectada. Los mamiferos pueden adquirir anticuerpos de la madre a través del
calostro (OIE, 2008).

4. Durante muchos afios se ha utilizado la inmunizacion para controlar ciertas infecciones
por Salmonella en animales de granja y, si se emplea serologia en el diagndstico, es
necesario diferenciar entre la respuesta a la vacuna y a una infeccion real. Muchas vacunas
vivas que se administran oralmente no proporcionan una respuesta de anticuerpos séericos
significativa en la mayoria de los animales, pero puede haber excepciones ocasionales. Las
vacunas muertas inyectables utilizadas para el control de S. Enteritidis en pollos pueden
producir una respuesta de anticuerpos muy prolongada. Seria muy provechoso el fabricar
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una vacuna viva marcada la cual se pudiera diferenciar del desafio de campo mediante
pruebas seroldgicas (OIE, 2008).

5. El efecto de la terapia con antibioticos en la respuesta seroldgica no esta claro. Algunos
investigadores encuentran titulos reducidos después de la terapia, mientras que otros no
detectan efecto alguno. No obstante, si se ha empleado terapia antimicrobiana, la serologia
puede ser una técnica de diagnostico para la salmonelosis méas util que el cultivo (OIE,
2008).

6. Existen aproximadamente 2.500 serotipos diferentes de Salmonella. Dependiendo del
antigeno y de la prueba utilizada, pueden ocurrir reacciones seroldgicas cruzadas entre
diferentes serotipos, por ejemplo entre S. Typhimurium, S. Pullorum y S. Enteritidis. En
algunos casos pueden ocurrir reacciones cruzadas como resultado de la exposicion a
microorganismos distintos de Salmonella (OIE, 2008).

7. En las aves, la yema del huevo se puede utilizar para detectar inmunoglobulinas frente a
Salmonella, y los huevos representan, por tanto, un método para analizar explotaciones. En
Dinamarca se emplea esta estrategia para controlar explotaciones comerciales de
ponedoras. En el ganado bovino, se puede utilizar la leche para la deteccion de anticuerpos
anti-Salmonella para analizar las explotaciones de produccion lactea (OIE, 2008).

8. La utilizacion de discos de papel de filtro para recoger suero elimina la necesidad de
separar el suero. Los discos también permiten la conservacion a largo plazo y reducen los
costos de transporte al laboratorio. La sensibilidad de la prueba puede resultar levemente
reducida en comparacion con las pruebas realizadas con suero fresco (OIE, 2008).

e La prueba de sangre completa

La prueba de sangre completa es una prueba rapida para la tifosis aviar y la pulorosis que
puede utilizarse en la granja. La sensibilidad de esta prueba es baja y, sin experiencia, se
pueden registrar muchos resultados como falsos positivos y falsos negativos (OIE, 2008).

e Prueba rapida de aglutinacion en placa

Los sueros problema deben estar libres de contaminantes y de hemolisis. Puede ser
conveniente centrifugar las muestras de suero gue se hayan mantenido guardadas por algin
tiempo.

Si se sospecha la existencia de reacciones falsas positivas inespecificas, los sueros
positivo/sospechosos deben probarse de nuevo después de una inactivacion térmica a 56°C
durante 30 minutos (OIE, 2008).

e Prueba de aglutinacion sérica
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La SAT es relativamente poco sensible, y muchos animales viejos tienen niveles bajos de
aglutininas en sus sueros debido a enterobacterias distintas a Salmonella. Las muestras
aisladas carecen de valor diagnostico excepto como muestras para el examen inicial del
rebafio. Se necesitan muestras pareadas como requisito minimo para confirmar una
infeccion activa. La prueba es relativamente barata; los antigenos se pueden preparar con
facilidad y no se requiere un equipo costoso. La SAT se puede adaptar a formato de
microtitulacion y se puede utilizar para determinar titulos somaticos o flagelares. Se
recomienda utilizar para SAT un suero estandar y otros métodos confirmativos para el
control de la pureza y la inmunogenicidad de las preparaciones de antigeno(s) para SAT,
que no dependan de los sueros producidos a partir de dichos antigenos (OIE, 2008).

b) ELISA para Salmonella Enteritidis

Para la deteccion de 1gG (lgY) especifica para S. Enteritidis, existen dos sistemas basicos
principales: el ELISA indirecto y el ELISA competitivo “tipo sandwich”.

Ambos sistemas presentan ventajas y desventajas. El ensayo indirecto es mas simple y hay
reactivos disponibles para todos los serotipos de Salmonella de pollos, pavos, patos y
mamiferos.

Ambos tipos de ensayo pueden utilizarse con suero, yema de huevo 0 sangre seca
reconstituida. En Dinamarca y otros paises se emplea un ELISA mixto (o ELISA de jugo de
carne) para detectar infecciones de Salmonella en cerdos. Este ELISA contiene los
antigenos “O” de tipo 1, 4, 5, 6, 7 y 12 del LPS de S. Typhimurium, lo que capacita al
ensayo para detectar seroldgicamente el 95% de los serogrupos de Salmonella que se
encuentran en los cerdos de la mayoria de paises europeos. También se han afadido
antigenos del grupo D a algunos kits para ELISA. El suero se utiliza para analizar granjas
de produccion y multiplicacién, mientras que, para cerdos en el matadero, se realiza el
ensayo con el fluido tisular (“jugo de carne”) que se libera cuando se descongelan 10 g de
muestra de musculo congelado (Nielsen, et al., 1998)

Los ELISA estan adaptados a la automatizacion y, por tanto, a programas de muestreo a
gran escala. Un problema importante es que se necesita un equipo costoso, y muchos de los
reactivos son también caros. Hay varias preparaciones ELISA y ELISA-mixtas
comercializadas para S. Enteritidis, S. Typhimurium y Grupo B/C. En teoria, estas deberian
validarse mediante ensayos internacionales coordinados antes de adoptarse a efectos de
control (Van, et al., 1992).

c) Pruebas de ADN

El avance en la biotecnologia ha permitido el desarrollo de técnicas moleculares para el
estudio del genoma de Salmonella. Los primeros resultados manifiestan la presencia de
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secuencias de insercion. Asimismo, estos estudios han permitido disefiar primers
especificos de estas regiones y poder, utilizarlos en la identificacion especifica de
Salmonella a través de métodos de amplificacion como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) (Calva, 2001).

d) Pruebas répidas para el diagndstico de Salmonella de venta en el mercado

Actualmente en el mercado se encuentran a la venta algunas pruebas répidas para el
diagndstico de Salmonella las cuales permiten acortar el tiempo de diagndéstico, algunas de
estas pruebas se muestran en el cuadro 5.

CUADRO 6.- Pruebas rapidas para el diagnostico de Salmonella de venta en el

mercado.
PRUEBA TIPO DE PRUEBA
1-2 TEST Inmunodifusion
SALMONELLA TEST Inmunocromatica
BBL CRYSTAL Bioquimica
PHADEBACT SALMONELLA Inmunocromatica
BIO - SALMONELLA Inmunocromatica
IDEXX ELISA
OXOID SALMONELLA LATEX TEST Aglutinacion
MICROSTICK - SALMONELLA Inmunoesayo

(Metodos inmunoldgicos utilizados en la identificacion rapida de bacterias y protozoarios
en agua., 2013)

e Ventajas de los métodos rapidos
Liberar lotes rapidamente

Ahorro de costo financiero
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Disminucion de Trabajo manual
Facilidad en la ejecucion de ensayos
Anadlisis de cantidades importantes
Menor espacio en almacenes o depdsitos

(Metodos inmunoldgicos utilizados en la identificacion rapida de bacterias y protozoarios
en agua., 2013)

e Desventajas de los métodos rapidos
Son utilizados para confirmar los resultados positivos
Falta de disponibilidad en el mercado
Algunos de estos métodos también detectan los microorganismos muertos

Se trata por lo regular de métodos cualitativos y por lo tanto no es posible correlacionar el
resultado con la intensidad de la contaminacion

(Metodos inmunoldgicos utilizados en la identificacion rapida de bacterias y protozoarios
en agua., 2013).

Existen pruebas rapidas o Kits que ayudan en el diagnostico de Salmonella, una de las
cuales es:

1-2 Test de Biocontrol Systems

Es una prueba rapida para la deteccion de Salmonella en alimentos y bebidas. Es el método
mas reconocido a nivel mundial. Ofrece resultados de 18 horas a 24 horas, después del pre-
enriquecimiento. Los resultados son visuales y faciles de interpretar, no requiere ningun
equipo. Cada kit viene con todo lo necesario para llevar a cabo la prueba. Esta aprobado por
la Association of Official Agricultural Chemists (AOAC).

BBL CRYSTAL

El sistema BBL Crystal para la identificacion (ID) de bacterias gram-positivas (GP) es un
método de identificacion en miniatura que utiliza substratos convencionales, fluorogénicos
y cromogénicos modificados. Se ha disefiado para la identificacién de bacterias aerobias
gram-positivas aisladas frecuentemente de muestras clinicas.
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2.15 Identificacion de Salmonella por PCR

Este método, a diferencia de los métodos tradicionales que requieren 6 o 7 dias para dar un
resultado definitivo, permite obtener los resultados en sélo 1 a 3 dias, dependiendo de
diversas modificaciones en el protocolo de trabajo, permitiendo la deteccion e
identificacion rapida y precisa de Salmonella (Pérez, et al ., 2008).

La reaccion en cadena de la polimeraza (PCR), es una técnica in vitro que se basa en la
capacidad de la ADN polimerasa en copiar una cadena de ADN. Mediante esta técnica un
fragmento especifico de ADN se amplifica debido a la utilizacion de dos oligonucleétidos
sintéticos (iniciadores), normalmente de entre 20 y 30 nucledtidos, cuyas secuencias
coinciden con los extremos del fragmento de interés. EI ADN se amplifica mediante un
proceso ciclico que consta de tres pasos: primero el ADN molde de doble cadena es
desnaturalizado a altas temperaturas convirtiéndolo en ADN de cadena sencilla. Después,
los dos oligonucleotidos sintéticos (iniciadores) se anillan en hebras opuestas del ADN a
una temperatura que solo permite la hibridacion con la diana correcta. Por ultimo, se
sintetiza una nueva hebra de ADN utilizando los oligonucleétidos como iniciadores para la
ADN polimerasa y utilizando el ADN diana como molde. De este modo se genera otra vez
ADN de doble cadena. En los siguientes ciclos los iniciadores se unirdn tanto al ADN
original como al de nueva sintesis, por lo que el numero de copias del fragmento
comprendido entre los dos iniciadores aumentara de forma exponencial. Aun habiendo una
unica copia de ADN molde en la mezcla de reaccion de PCR, en unas horas se pueden
generar millones de copias (Hanna, et al., 2005).

Los resultados de la PCR se detectan tradicionalmente (PCR convencional) mediante
electroforesis en geles de agarosa seguido de la tincion del gel con algin agente
intercalante, como el bromuro de etidio, 0 mediante tincion fluorescente. Uno de los
principales inconvenientes que tiene la técnica de PCR es que en ocasiones, y sobre todo en
condiciones poco estrictas, pueden ocurrir amplificaciones no especificas por la unién de
los iniciadores a otras zonas del ADN problema. También se pueden formar dimeros de los
iniciadores, que se detectan como productos no especificos. Por otro lado, al tener que
visualizar los resultados mediante electroforesis en geles de agarosa, pueden ocurrir
contaminaciones entre los productos de PCR (Hanna, et al., 2005). Aunque mediante PCR
se pueden detectar los &cidos nucleicos de un Unico organismo, el volumen de 1-10 ul de
muestra que normalmente se utiliza en la reaccion restringe el limite de deteccion a 10°
celulas. La reaccion de PCR, es una técnica in vitro que se basa en la capacidad de la ADN
polimerasa en copiar una cadena de ADN. Mediante esta técnica un fragmento especifico
de ADN se amplifica debido a la utilizacion de dos oligonucledtidos sintéticos
(iniciadores), normalmente de entre 20 y 30 nucleétidos, cuyas secuencias coinciden con
los extremos del fragmento de interés. EI ADN se amplifica mediante un proceso ciclico
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que consta de tres pasos: primero el ADN molde de doble cadena es desnaturalizado a altas
temperaturas convirtiéndolo en ADN de cadena sencilla. Después, los dos oligonucle6tidos
sintéticos (iniciadores) se anillan en hebras opuestas del ADN a una temperatura que solo
permite la hibridacién con la diana correcta. Por ultimo, se sintetiza una nueva hebra de
ADN utilizando los oligonucle6tidos como iniciadores para la ADN polimerasa y
utilizando el ADN diana como molde. De este modo se genera otra vez ADN de doble
cadena. En los siguientes ciclos los iniciadores se uniran tanto al ADN original como al de
nueva sintesis, por lo que el nimero de copias del fragmento comprendido entre los dos
iniciadores aumentara de forma exponencial. Aun habiendo una Gnica copia de ADN molde
en la mezcla de reaccién de PCR, en unas horas se pueden generar millones de copias
(Hanna, et al., 2005).
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I11. JUSTIFICACION.

La Salmonelosis es considerada un problema de salud publica el cual afecta principalmente
al sector mas vulnerable como son los nifios, adultos mayores y animales de abasto para
consumo humano, por esta razon es importante realizar investigaciones las cuales puedan
orientar y ayudar en la deteccion temprana de los microorganismos, con la ayuda de
pruebas eficaces que puedan dar un resultado en un tiempo no muy largo, sean confiables
en cuanto a su especificidad, y tengan un costo accesible, de esta forma al contar con este
tipo de pruebas diagnésticas se lograria prevenir la aparicion de brotes y permitiria
implementar controles previos a la ocurrencia de la enfermedad (Pérez et al ., 2008).

La Salmonella es una bacteria de muy facil difusion en una explotacion animal, esto
provoca una pérdida considerable en la produccion, ademas de que afecta a todas las etapas
de la cadena productiva.

La Salmonelosis se considera un problema grave en la salud animal y humana, ya que
perjudica a una gran variedad de especies animales, los cuales se ven infectados por una o
varias serovariedades pertenecientes a este género bacteriano, cabe sefialar que el mal
manejo de los productos para consumo humano asi como las malas practicas de higiene
personal permiten su transmision al consumir alimentos de origen animal contaminados
(Khan et al., 2000)

La preocupacion aumenta debido a la aparicion de cepas del género Salmonella con una
multirresistencia a los antibiéticos por lo que hace dificil su tratamiento, control y
erradicacion de la unidades productivas (Borie, 1998).

En México no se cuenta con estadisticas nacionales de infecciones por Salmonella, por
falta de un sistema de vigilancia y comunicacion entre epidemidlogos, clinicos, y el sector
veterinario, asi como la falta de infraestructura necesaria, que impide que se puedan
identificar las principales serovariedades de Salmonella, en las diferentes clases de
alimentos, asi como el riesgo que cada una de éstas representa para la salud de los seres
humanos. Con frecuencia, el médico hace un diagnéstico basandose en el cuadro clinico del
paciente, pero sin contar con los estudios microbioldgicos necesarios para establecer el
diagnostico.

El aumento en la incidencia de Salmonella, es un problema tanto de salud pablica como en
la salud animal, es por ello que se deben buscar e implementar nuevas técnicas de
diagnostico, rapidas y eficaces para la deteccidon y control oportuno de esta zoonosis. La
comunidad cientifica y las autoridades sanitarias, asumen, que en general, los pollos, cerdos
y bovinos son los reservorios mas frecuentes de esta bacteria por lo que la ingestion de
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alimento directa o indirectamente contaminado de estas especies, es la causa mas comdn de
las infecciones en el humano; la cual ha mostrado un incremento significativo en este siglo.

El uso de las pruebas rapidas ayuda a una deteccion oportuna y en poco tiempo detectar el
agente, con esto podemos evitar brotes, ya que estas pruebas cuentan una especificidad
buena la cual nos brindard un diagndstico confiable, en menor tiempo y a un costo
accesible.
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IV. HIPOTESIS.

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) tiene una mayor especificidad y
sensibilidad que las técnicas rapidas (Kits comerciales) para el diagnostico de Salmonella

Typhimurium en carne.

PMVZ. Mirna Abigail Castafieda Morales 35



Diagnéstico de Salmonella Typhimurium en carne molida utilizando dos pruebas rapidasy la

técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
L. -—»— |

V. OBJETIVOS
Objetivo general

e Realizar una comparacién de sensibilidad y especificidad entre PCR y las pruebas
rapidas 1-2 Test y BBL Crystal para el diagndstico de Salmonella Typhimurium en
productos carnicos.

Objetivos especificos

e Identificar que prueba es mas sensible y especifica para el diagndstico de
Salmonella.

o Elaborar tabla de contingencia 2 x 2 para calcular la sensibilidad y especificidad en
el diagndstico de Salmonella.

e Realizar un analisis comparativo de tiempo y costos de las pruebas a analizar.

L - |
PMVZ. Mirna Abigail Castafieda Morales 36



Diagnéstico de Salmonella Typhimurium en carne molida utilizando dos pruebas rapidasy la

técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
L. -—»— |

VI. MATERIAL.

Material Bioldgico:
e Cepa de referencia de Salmonella typhimurium ATCC 14028
e Muestras de carne molida de bovino

Material de Laboratorio:

a) Medios de cultivo

e Agar MacConkey

e BHI

b) Cristaleria

e Tubos de ensaye de tapon de rosca de 13 x 100 mm
e Probetas graduadas 10 y 1000 mL

e Vaso de precipitado graduado de 500 mL

e Embudo

e Pipetas graduadas de 10mL

e Cajas Petri

c) Material de plastico

e Viales para PCR

e Vialesde 1.5mL

e Tubos conicos con tapa de rosca de 50 mL
e Puntas de 200 y 1000 pl

d) Equipo

e Autoclave

e Estufa bacterioldgica (Riossa)

e Bafio Maria en seco (Thermolyne)
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e Microcentrifuga (Eppendorf)

e Cronometro

e Balanza Analitica

e Refrigerador

e Congelador de — 20 °C

o Vortex

e Micropipetas 0.5-10, 5.0-50, 20-200, 200-1000 pl
e Cémara de electroforesis (Life Tecnologies)

e Campana para PCR (Hamber Clasing)

e Termociclador (Labnet)

e Transluminador de luz UV (DNR Mini Bis Pro)
e Camara fotografica para el analisis de los geles Agarosa (Kodak)
e BBL CRYSTAL (Panel Viewer)

e) Reactivos

e Agua destilada

e Agarosa

e Solucion amortiguadora (PBS) pH 7.4

e NaOH

o Tris-EDTA

e Agua inyentable

o Buffer de PCR libre de magnesio (Fermantas)

e Desoxiribonucleotidotrifosfato (DNTPS) (10%) (Master Mix/ Promega)

e Taqg polimerasa (Promega)
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e Primers
v" BR-SAL 1A5 GTT CGG CAT TGT TATTTCT -3
v BR-SAL 1B5CTC AGG GTCATCGTT ATTC-3
e Buffer de carga (TBE 1x)

e Marcador de peso molecular 50- 1000 pb (Promega)
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VIl. METODO

Se realizo la deteccion de Salmonella Typhimurium a partir de muestras de carne molida
inoculas con una cepa de referencia Salmonella Typhimurium ATCC 14028, se procedio
conforme a lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-114-SSA1-1994, bienes y
servicios. Método para la determinacion de Salmonella en alimentos.

Para ello se pesaron de forma aséptica 425gr de carne molida de bovino los cuales se
dividieron en quince partes iguales (25 grs c/u) las muestras se inocularon con 10! 10% 103
10* 10° UFC (unidades formadoras de colonias) de Salmonella Typhimurium y los 50grs
restantes de carne se usaron como control negativo (Agua destilada).

Para la preparacion del indculo se tomaron 4 ¢ 5 colonias aisladas y de igual morfologia
(Salmonella Typhimurium) de un medio de aislamiento primario preparado 24hrs antes
(agar MacConkey), posteriormente se prepard una suspension en 5 mL de caldo peptonado
se adiciono parte de las colonias aisladas en el caldo. Para esta operacion se utilizd un asa
bacterioldgica. Se incubo el recipiente del cultivo a 35-37 °C hasta que se alcanzd a
observar la turbidez del estandar equivalente al 0.5 de Mc Farland (2 - 4 h). Se utiliz6, la
escala de Mac Farland para lograr hacer las diluciones a diferentes concentraciones de UFC
(unidades formadoras de colonias) dicha escala se utiliza como referencia en suspensiones
bacterioldgicas para saber el nimero de bacterias por mililitro, 0 UFC seguin una escala que
va de 0.5 a 10. En nuestro caso 0.5 correspondid a 10 y 10 a 10° UFC.

Para lograr los concentracion deseada de UFC, se tom6 1 mL de la suspension enriquecida
con caldo peptonado, la cual se dejo reposar hasta alcanzar una turbidez equivalente a 0.5
de Mc Farland, posteriormente se agregd ese mL a 9 mL de BHI obteniendo asi la dilucién
10%, de esta primera dilucion se toma un mL y se agrega a otros 9mL de BHI en otro tubo
de esta forma obtenemos 102, y asi sucesivamente hasta obtener la dilucion 10°, viendo en
el spectronic 21 D la absorbancia de 0.5 a 10.

Teniendo listos los tubos ya con su respectiva dilucion se procedid a realizar tres grupos
con 5 partes de carne de 25¢grs cada grupo, el GRUPO 1 se analiz6 mediante la prueba 1- 2
Test de Biocontrol Siystems, Grupo 2 por BBL Crystal y el GRUPO 3 fue analizado por
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Teniendo listo e identificado cada grupo se
tomo el Grupo 1y se inoculo cada una de las 5 unidades de carne de 25 grs agregando
10uL del tubo correspondiente (inoculo) de la concentracion menor a la mayor (de 10° a
10%). Este paso se repitio con los 2 grupos restantes.

Posterior a esto se empez6 a analizar cada una de las muestras con su respectiva prueba,
esperando los resultados arrojados por estas, para realizar el anlisis de sensibilidad y
especificidad de cada prueba lo cual se logré mediante la tabla de contingencia 2x2.
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Y por ultimo se realizd una comparacion te tiempo y costos de cada prueba, lo cual
permitio tener un mejor panorama y conocimiento de cada una de las pruebas analizadas.

Extraccion de ADN para la deteccidon de Salmonella Typhimurium en carne molida.

La extraccion de ADN se realizd6 empleando un Kit comercial (Insta Gene Matrix),
siguiendo el protocolo descrito por la empresa.

Una vez realizada la obtencion de ADN se conservé a -20 °C hasta su utilizacion.

Protocolo de amplificacion por PCR

La preparacion de la muestra se realizé en un tubo para PCR se agregaron los siguientes
reactivos: Marter Mix, los iniciadores, el agua y ADN. Cuadro 7.

CUADRO 7. Preparacion de reactivos

REACTIVO CANTIDADES
MASTER MIX | 12.5 uL
P1 (BR-SALA) | 1uL
P2 (BR- SALB) | 1uL
H20 | 8.5 uL
ADN | 2 uL

Las reacciones se sometieron a una preincubacion a la temperatura de 95°C por 5 minutos
posteriormente se procedié a hacer 20 ciclos con una desnaturalizacion de 95 °C por 1
minuto. Alineacion de los primeros a 48 ° C por 30 segundos y una extension de ADN a 72
°C por 30 segundos en cada ciclo, al finalizar los ciclos las reacciones se incubaron por 3
minutos a 72 °C y posteriormente se bajé la temperatura a 4 °C para la conservacion la
muestra, utilizando los siguientes Primers BR — SAL 1A 5" GTT CGG CAT TGT TAT
TTCT-3 y BR—SAL 1B5 CTC AGG GTC ATC GTT ATTC — 3" (Yang, et al., 2001).
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FIGURA 3. llustracion esquematica de la estrategia para la deteccion de Salmonella.
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(BIOSENSORS, 2013).
Electroforesis y visualizacién de los productos amplificados

La visualizacion de los productos de amplificacion se llevd a cabo en geles de agarosa al
2% en tampdn de electroforesis TBE 1X. El volumen de carga utilizado fue de 2 uL de
Buffer y se depositaron en papel parafilm, posteriormente se depositan 5 ul. del ADN
amplificado, y se mezclan con la pipeta, se empieza a cargar cada uno de los pozos del gel
de agarosa empezando por el segundo ya que en el
primer pozo se depositaran 3 uL. del marcador de peso molecular.

La electroforesis se realiz6 a un voltaje constante de 90 voltios durante 90 minutos

Posteriormente se realiz6 la lectura del gel en el trasluminador de luz UV DNR Mini Bis
Pro. Observando la formacion de bandas positivas a la deteccion del gen InvA dicho gen se
relaciona con el proceso de invasion al epitelio intestinal. EI gen InvA es un blanco ideal
para la aplicacion de métodos moleculares basados en la PCR, que permiten detectarlo en
aguas Yy alimentos y distinguir entre aislamientos bacterianos patogénicos y no patogénicos.

1-2 TEST DE BIOCONTROL SYSTEMS

El principio de 1-2 Test tiene base en la observacion de la inmovilizacion de la Salmonella
por anticuerpos polivalentes H (flagelar) en el medio de movilidad, con la formacion de una
banda visual bien definida (Imunobanda).

La prueba tiene dos compartimientos. La muestra pre-enriquecida es inoculada en la
camara menor. La camara mayor contiene un medio gel de movilidad no selectivo, base de
peptona. La camara de movilidad es cerrada con una tapa con una punta para formar el
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menisco en el gel, para la adicion de la solucién de anticuerpos. La comunicacion entre las
camaras esta cerrada con un plug, que debe ser retirado y descartado antes de la adicién de
la muestra (Figura 4).

La Salmonella presente en el caldo tetrationato - verde brillante se mueve de la cAmara de
inoculacidn, dentro del gel de movilidad para reaccionar con los anticuerpos y formar la
imunobanda.

El gel del 1-2 Test esta compuesto por 5.0g peptona, 1.0 sales biliares, 10.0 g CaCO3z y 30.0
g NaxS203 en 1 L de H20. Ajustando a un pH de 7.4 — 7.6. 1.0 mL 1 % de verde brillante y
20.0 mL de solucion de ioduro se separaran 9 mL en los tubos del test de 16 x 15 mm

FIGURA 4. Diagrama del 1-2 Test

IHIHI ]—Tapa blanca

",
punta para formar menizco

Espacio para anticuerpos

carmara de mobilidad

!

tapa negra

] zello [plag)
camara de inoculacion

Diagrama del 1-2 Test

(Sdix, R. C. S., 2010)

Forma de Uso:

a) Colocar el 1-2 Test con la tapa negra para arriba y sacar la tapa. Adicionar 1 gota
del Reactivo 1 (iodo — ioduro) en la camara de inoculacion. Colocar la tapa y agitar
para mezclar (Figura 5).

b) Colocar el 1-2 Test con la tapa negra para arriba sacar la tapa. Sacar el plug de la
camara de inoculacion con una pinza estéril, descartar el plug (Figura 5). Si este
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plug no es sacado, la bacteria no es capaz de moverse desde la camara de
inoculacion para la cdmara de movilidad.

c) Antes de la inoculacion del kit, homogenizar el caldo de pre enriquecimiento.
Utilice una pipeta con punta estéril para transferir 1.5 mL de la muestra enriquecida
para la cdmara de inoculacion (Figura 5).

d) Colocar el 1-2 Test con la tapa blanca para arriba, se saca la tapa, se corta la punta
de la tapa con una tijera estéril y descartar la punta cortada (Figura 5).

e) Adicionar 1 gota del Reactivo 2 (Anticuerpos) en el espacio formado por la tapa
blanca en la camara de movilidad. VVolver a colocar la tapa blanca (Figura 5). Una
gota del Reactivo 2 debe Ilenar dos terceras partes del espacio vacio del gel.

FIGURA 5. Método de uso 1-2 Test
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(Sdix, R. C. S., 2010)
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Incubaciodn: Incubar el 1-2 Test en incubadora con la tapa blanca hacia arriba. Se incubo a
35 °C por 18 horas. (Figura.6)

FIGURA 6. Incubacion

Camara de inoculacion  Difusion del anticuerpo Banda de inmunoafinidad

Camara de motilidad Movilidad de la Salmonela

(Sdix, R. C. S., 2010)
BBL Crystal Identification Systems Enteric/ Nonfermenter ID Kit

El sistema de identificacion BBL Crystal (ID) de bacterias entéricas / no fermentadoras
(E/NF) sirve para la identificacion de bacterias aerobias gram-negativas que pertenecen a la
familia Enterobacteriaceae asi como también de los bacilos gramnegativos fermentadores y
no fermentadores de glucosa aislados con mas frecuencia.

El sistema BBL Crystal E/NF ID es un método miniaturizado de identificacion. Muchos de
los analisis utilizados son modificaciones de los métodos clasicos. Estos incluyen tests para
la fermentacién, oxidacién, degradacion e hidrolisis de diversos sustratos. Ademas,
contiene sustratos unidos a un cromdgeno para detectar las enzimas que utilizan los
microbios para metabolizar distintos sustratos.

El Kit BBL Crystal E/NF ID estd compuesto de:
e Las tapas del panel BBL Crystal E/NF
e Las bases BBL Crystal

e Los tubos de fluido (IF) de inoculo para organismos entéricos/heces BBL Crystal
ID.

La tapa contiene 30 sustratos deshidratados en las puntas de los dientes. La base tiene 30
pocillos de reaccion. El indculo del analisis esta preparado con el fluido de indculo y se
utiliza para llenar los 30 pocillos de la base. Cuando se alinea la tapa con la base y se cierra
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en su lugar, el inoculo del analisis rehidrata los sustratos secos e inicia las reacciones del
analisis.

Después del periodo de incubacion, se examinan los pocillos, para observar cambios de
color. Los cambios de color se producen como resultado de actividades metabolicas de los
microorganismos. El patron resultante de las 30 reacciones se convierte en un nimero de
perfil de diez digitos que se utiliza como base para la identificacion.

Procedimiento del analisis:

1. Secar las tapas de la bolsa. Desechar el secante. Una vez sacadas de la bolsa, las
tapas cubiertas deben utilizarse en el plazo de 1 hora. No utilizar el panel si no hay
secante en la bolsa (Figura 7).

2. Tomar un tubo de inoculo y etiquételo con el nimero de la muestra. Utilizando una
técnica aséptica, con la punta de una torunda estéril de algodén o una varilla con
aplicador de madera o asa de cultivo estéril de plastico tome una colonia grande
bien aislada (con un didmetro de 2-3 mm o mayor) o 4-5 colonias méas pequefias de
la misma morfologia de una placa agar MacConkey (Figura 7).

3. Suspender las colonias en un tubo de fluido del inoculo BBL Crystal para
organismos entéricos/heces (Figura 7).

4. Volver a taponear el tubo agitelo en un vortex durante aproximadamente 10-15 s
(Figura 7).

5. Tomar una base y marque el nimero de muestra del paciente en la pared lateral
(Figura 7).

6. Vertir todo el contenido del fluido de indculo en el area objetivo de la base (Figura
7).

7. Sostener la base con ambas manos y mueva el inoculo suavemente de un lado para
otro de las pistas hasta que se hayan llenado todos los pocillos. Haga retroceder
cualquier liquido sobrante el area objetivo y coloque la base en la parte superior de
un banquillo (Figura 7).

8. Alinear la tapa de forma que el extremo marcado de la tapa este en la parte superior
del area objetivo de la base (Figura 7).

9. Apretar hasta que perciba una ligera resistencia. Coloque el pulgar en el borde de la
tapa hacia la parte media del panel en cada lado y apriete simultdneamente hasta que
la tapa encaje en su lugar (Figura 7).
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10. Colocar los paneles inoculados en las bandejas de incubacion. El tiempo de
incubacion es de 18 a 20 hrs a 32 — 37 °C.

FIGURA 7. Procedimiento de analisis BBL CRYSTAL

(Manual de operacién de Sistemas de Identificacion BBL Crystal ID Equipo para la
identificacion de bacterias grampositivas).

Lectura: Después del periodo recomendado de incubacién, saque los paneles del incubador.
Todos los paneles deben leerse hacia abajo (las ventanas méas grandes arriba; la etiqueta
mirando hacia abajo) utilizando la caja de luz o el visor del panel BBL Crystal. Consulte la
tabla de colores de la reaccion y/o el apartado de “Reactivos” para obtener una
interpretacion de las reacciones. Use el cuaderno de informes BBL Crystal E/NF para
registrar las reacciones. Como método alternativo, puede utilizar el lector automéatico BBL
Crystal para leer los paneles. El codigo arrojado por el cuaderno de informes es colocado en
el software de lectura del BBL Crystal, arrojando el resultado del analisis.
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Tabla de contingencia 2x2.

Desde el punto de vista del laboratorio, la sensibilidad de una prueba se refiere a la
capacidad para reaccionar con solo un componente quimico.

La especificidad se puede definir de como la probabilidad de que una prueba identifique,
correctamente aquellos individuos que no estan enfermos.

El calculo de especificidad (E) y sensibilidad (S) se realizo utilizando la tabla de
contingencia 2x2.

CUADRO 8. Tabla de contingencia 2X2

Muestras probadas

Inoculada No inoculada Total
Resultado de Posttiva a b a+b
PCR Negativa c d ctd
Total atc b+d n
Lépez v Fernandez, 2001.
En donde:
d
E=0+a
a
- (a+c)

(Lopez y Fernéndez, 2001).
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PERIODO

ACTIVIDADES

Agosto 2014 — Diciembre 2014

Revision y aprobacion de protocolo de tesis

Febrero 2015 — Julio 2015
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e Andlisis de resultados
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Revisién y aprobacién de documento
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IX. LIMITE DE ESPACIO

El presente trabajo se realizé en las areas de Inocuidad alimentaria y Biologia Molecular
del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA) de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma del Estado de México,
que se encuentra ubicado en el kildbmetro 15.5 de la carretera Toluca-Atlacomulco, en
donde se realizaron las pruebas de PCR y 1-2 Test. Y en el Laboratorio de Control de
calidad GRIMANN VETERINARIA S.A. DE C.V Laboratorios SANFER que se
encuentra ubicado en Av. San Francisco No.15 Lerma Estado de México, en donde se
realiz6 la prueba de BBL Crystal.
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X. RESULTADOS

Los resultados obtenidos de dicha investigacion arrojaron que de cinco muestras de carne
inoculadas con Salmonella (10%, 10%, 103, 10%, 10° UFC) todas la muestras dieron resultado
positivo a Salmonella al aplicarse la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Obteniendo un 100% es especificidad y 100% en sensibilidad (cuadro 9 y figura 52). BBL
Crystal dio resultados positivos a las cinco muestras analizadas por esta prueba dando
como resultado un 80% de especificidad (ya que arrojé como resultado Salmonella spp a
pesar que se manejo una ATCC de Salmonella Typhimurium) y un 100% de sensibilidad
dicha prueba. (cuadro 10 y figuras 12 y 13).

Por el contrario los resultados obtenidos con la prueba répida 1-2 Test demostraron que la
prueba inoculada con 10° dio un resultado negativo. Esta prueba tiene un 80% de
sensibilidad y un 80% de especificidad. (cuadro 11). Se observa en las figuras 9, 10 la
presencia de la inmunobanda la cual se generd por la presencia de Salmonella captando de
esta forma la prueba el Anticuerpo Polivalente Flagelar (H), presente en las muestras
contaminadas con 10! y 10° unidades formadoras de colonias. (UFC). Observando que
tanto el rango maximo como el rango minimo utilizado en este estudio fueron detectados.

También se logr6 observar que la muestra contaminada con 10° unidades formadoras de
colonias (UFC), arrojo un resultado negativo figura 10.

En el manual de procedimientos de la prueba rapida se menciona que cuentan con un 10%
de error, ya sea por contaminacion de la muestra o la prueba no se encuentra en éptimo
estado, aun con estas especificaciones esta prueba es una de las mas usadas dentro del
mercado para la pronta deteccion de Salmonella en los alimentos.

FIGURA 8. Presencia de FIGURA 9. Presencia de
inmunobanda positiva a Salmonella inmunobanda positiva a Salmonella

e
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FIGURA 10. Ausencia de
inmunobanda positiva a Salmonella

FIGURA 11. PCR deteccion de Salmonella
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En la figura 12 podemos apreciar la amplificacion de banda en gel agarosa. Pozos: 1)
Marcador (Promega); 2) Control positivo cepa ATCC 14028 S. Typhimurium; 3) Control
Negativo; 4) Dilucion 10%; 5) Dilucién 10%; 6) Dilucion 10%; 7) Dilucion 10%; 8) Dilucion
10°.
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En la figural3 el analisis bioquimico para Salmonella Typhimurium por la prueba de BBL
Crystal, Una vez leida la prueba se procede a ingresar en el Software el cddigo arrojado por
la prueba de BBL Crystal y este Software nos arrogara el resultado de que bacteria se trata
figura 14.

FIGURA 12. Anélisis bioquimico de BBL CRYSTAL

FIGURA 13. Lectura de la muestra Software
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ANALISIS DE LA TABLA DE CONTINGENCIA 2X2

CUADRO 9. Tabla 2X2 PCR

PCR Inoculada No inoculada Total
(control negativo)

POSITIVO 5 0 3)
NEGATIVO 0 5 5
TOTAL 3 5 10

E=100% S=100%

CUADRO 10. Tabla 2X2 BBL CRYSTAL

BBL CRYSTAL Inoculada No inoculada Total
(control negativo)
POSITIVO 5 0 5
NEGATIVO 0 5 5
TOTAL ) 5 10

E=80% S=100%

Nota: La prueba es un 80% especifica ya que no detecta como tal a Salmonella
Typhimurium solo es detectada como Salmonella spp.
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CUADRO 11. Tabla 2X2 1-2 Test

1-2 TEST Inoculada No inoculada Total
(control negativo)

POSITIVO 4 0 4
NEGATIVO 1 5 6
TOTAL 3) 5 10

E=80% S=80%

Nota: La prueba es un 80% especifica ya que no detecta como tal a Salmonella
Typhimurium solo es detectada como Salmonella spp.

ANALISIS DE TIEMPO Y COSTOS 1-2 TEST DE BIOCONTROL SYSTEMS/ BBL
Crystal Identification Systems Enteric/ Nonfermenter ID Kit/ PCR

Se pudo observar que las distintas técnicas empleadas para este trabajo tiene un rango
distinto de tiempo para poder arrojar resultados y leer el analisis (BBL-Crystal y 1-2 Test
de 18 hrs a 24hrs, PCR 24hrs a 72hrs) en la Grafica 1 se puede observar este dato.

GRAFICA 1. Analisis del tiempo de las pruebas estudiadas

1-2 Test

BBL Crystal |

PCR

HORAS
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El andlisis de costos ,(Grafica 2) presento un rango muy variado, el kit completo con 12
piezas de 1-2 Tets tiene un costo de $3000 M/N, lo cual nos arroja un costo de $250 M/N
por tubo de muestra, esto varia de acuerdo con el precio del Doélar, existe un kit con 72
piezas y su costo es $13, 575 M/N, dando un precio unitario de $188.54 M/N, en el caso del
presente estudio de adquirio el kit con 12 piezas.

El kit para BBL Crystal tiene un costo de $4,890 M/N, siendo su precio unitario de $244.50
M/N esto varia de acuerdo con el precio del Délar, el precio es un kit con 20 pruebas.

La prueba de PCR tiene un costo de $5,250 M/N aproximado, del cual el precio unitario es
de $52.50 M/N, esto varia de acuerdo con el precio del Délar, el precio se calculd para 100
reacciones.

GRAFICA 2. Analisis de costos unitarios en las pruebas estudiadas
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XI. DISCUSION

Una de la tareas fundamentales de los laboratorios de Inocuidad alimenticia y
Farmaceuticos, es la aplicacion de una metodologia precisa que permita la identificacion de
los microorganismos implicados en procesos clinicos asociados a infecciones o de aquellos
que tienen relacion con el hombre. Con el objetivo de identificar el agente etioldgico
responsable del proceso infeccioso, el laboratorio aplica técnicas que permiten lograr los la
deteccion de estos patdgenos. Dichos métodos estan consolidados en los laboratorios de
microbiologia y en la practica rutinaria diaria muestran algunas limitaciones que se
observan de manera especifica y mas evidente para algun tipo de microorganismos. Los
métodos moleculares permiten evitar algunas de estas limitaciones, si bien su
implementacion no es universal en todos los laboratorios. Este hecho se debe a un coste
mas elevado y al grado de especializacidn que se requiere para su aplicacién, por lo que los
métodos moleculares suelen estar centralizados en laboratorios o centros de referencia
(Procedimientos en Microbiologia Clinica, 2010).

Por otra parte, en el trabajo diario de estos laboratorios se necesitan soluciones rapidas y
eficaces para la identificacion de los microorganismos. Por ello, en los “ultimos afios hemos
observado crecimiento importante en la oferta de métodos rapidos aplicados al diagndstico
microbioldgico.

Este trabajo de investigacion tuvo como propdésito comparar la especificidad y sensibilidad,
ademas de realizar un andlisis comparativo de tiempo y costo, de dos pruebas rapidas para
la identificacion de Salmonella Typhimurium a través de la prueba de inmunodifusion 1-2
Test de Biocontrol System y la prueba bioquimica BBL Crystal comparadas con un método
molecular como es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Dichas pruebas réapidas, son utilizadas a nivel mundial en la industria alimentaria y
farmacéutica por su rapidez, seguridad, accesibilidad y en el caso la prueba rapida de
inmunodifusién 1-2 Test Biocontrol System no es necesario algin tipo de software o
equipo especial para dar lectura a la prueba, ya que a simple vista se puede observar la
presencia de la inmunobanda de esta forma saber si la muestra es negativa o positiva a la
presencia de Salmonella. Dicha prueba mostro una sensibilidad y especificidad de un 80%
en donde 4 de 5 muestras, dieron un resultado positivo con presencia de inmunobanda (10%,
102, 10%, 10° UFC), y un resultado negativo (10° UFC) con ausencia de inmunobanda. De
esta forma se corrobora lo que cita la OIE (2008), con respecto a los métodos rapidos para
deteccién de Salmonella, mencionado que existen muchas variaciones y avances, pero
ningun método convencional puede ser reemplazado aun por alguna prueba rapida. Ya que
estas no logran tener un 100% de confianza, por el manejo que se les da antes de la entrega
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y durante el procedimiento del analisis de la muestra. Con respecto al analisis de tiempo se
obtienen resultados de 18 a 24 horas y con un precio unitario aproximado de $188.59 MN.

Por otro lado en el caso del BBL Crystal (prueba rapida) se necesita de un software especial
para poder leer la muestra estudiada y dar un diagnostico, pero cabe mencionar que una vez
instalado el programa podemos analizar las muestras que deseemos ya que contaremos
siempre con el software, sin la necesidad de volver a adquirirlo o instalarlo cada que
queramos dar lectura a una nueva muestra. Este Kit mostrd la misma sensibilidad del 100%
que el PCR al dar un resultado positivo en las 5 muestras analizadas. En relacion al PCR
mostré una menor especificidad del 80%, al interpretar el resultado obtenido como
Salmonella spp. Aun cuando se utilizd una cepa Salmonella Typhimurium ATCC 14028.
Respecto al andlisis de tiempo se obtienen resultados de 18 a 24 horas y con un precio
unitario aproximado de $244.50 MN.

En cuanto a la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) podemos mencionar que tiene
una ligera desventaja en cuanto a la pruebas rapidas ya que este método si presida de
equipo especializado para poder dar lectura a las muestras analizadas como lo es un
termociclador, camara de electroforesis, ldampara UV solo por citar algunos de los equipos
utilizados en dicho método, ademés de que se necesita de personal capacitado para poder
realizar de manera correcta sin correr riesgo de contaminaciones el analisis de la muestra a
estudiar. Dentro del estudio realizado todas las muestras analizadas por este método dieron
un resultado positivo a la presencia de Salmonella Typhimurium, siendo esta técnica una de
las mejores para la deteccion de esta bacteria debido a su especificidad y sensibilidad del
100% para la deteccion de agentes infecciosos; aparte de lograr detectar especificamente a
Salmonella Typhimurium. Logrando obtener un diagnostico de 1 a 3 dias ya que el proceso
del anélisis del PCR es demasiado largo, por lo que incluye el enriquecimiento, la
extraccion de ADN, amplificacion, electroforesis y lectura, mencionado en (Pérez et al.
2008).Con un precio unitario aproximado de $52.50 MN.

De los resultados obtenidos en esta investigacion, se puede deducir que la reaccion cadena
de la Polimerasa muestra una mayor especificidad y sensibilidad en comparacién con las
dos técnicas rapidas analizadas.

Sin embargo Armendariz y Barreiro (2013) mencionan que la alta sensibilidad que confiere
la técnica de PCR es también su limitacion mas seria ya que la amplificacion exponencial
de ADN puede conseguirse incluso a partir de una célula, cualquier resto celular o reactivos
contaminados los cuales representan un riesgo de resultados falsos. Un claro ejemplo de
reservorios importantes son los moldes “contaminados” con productos de reacciones
previas de PCR.
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En cuanto a las pruebas rapidas el hecho de acortar los tiempos de andlisis no descarta la
necesidad de confirmar los resultados positivos y negativos para un diagnostico certero. En
caso de utilizar pruebas rapidas para acortar tiempos al momento de realizar muestreos
numMerosos, se sugiere seleccionar al azar una prueba positiva y una negativa; para de esta
forma analizar el funcionamiento correcto de nuestra prueba rapida. Una vez estandarizada
la prueba més adecuada a las necesidades del laboratorio se implementara de forma
rutinaria, en la cual verifiqguemos el correcto funcionamiento de esta una vez al mes.
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XIl. CONCLUSIONES

De acuerdo a la tabla de contingencias 2x2 se puede concluir que la especificidad y
sensibilidad de la Prueba de Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR) es mayor a los
resultados obtenidos por las dos pruebas rapidas BBL y 1-2 Test.

Se demostro que el tiempo estimado de las pruebas rapidas Biocontrol System (1-2 Test) y
Crystal Identification System Enteric NonFermenter ID Kit (BBL) para dar un resultado es
de 18 a 24 horas menor en comparacion al PCR de 24 a72 horas.

En cuanto al analisis de costos el PCR arrojo un costo aproximado de $52.50 MN por
prueba analizada, contrario al precio unitario al que se adquieren las pruebas rapidas precio
que asciende a mas de $100 MN por prueba.
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XI1.SUGERENCIAS

Realizar un estudio en el que se analicen todas las pruebas répidas disponibles en el
mercado para la deteccion de Salmonella y de esta forma comparar su especificidad y
sensibilidad.

La creacién de Normas las cuales permitan dar un seguimiento y control de las ETAs, de
esta forma tener datos estadisticos mas precisos.
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