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Resumen

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), representan un
creciente problema de salud publica a nivel mundial. Las mas frecuentes son las
ocasionadas por Salmonella spp., Escherichia coli y Vibrio cholerae, razén por la
que es importante su identificacion en los alimentos. Para tal fin, existen métodos
basados en las caracteristicas bioquimicas del microorganismo -método

fenotipico- y en la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) -



método molecular. El primer método no implica gran inversion econdémica pero si
de mas recursos humanos para la preparacion de medios de cultivo y el registro
de resultados, ademéas de que requiere de varios dias para su desarrollo. El
segundo método necesita de mas presupuesto, ya que parte del proceso es
automatizado, sin embargo tiene mayor sensibilidad para detectar e identificar
microorganismos a traves de pruebas simples y especificas y se realiza en pocas
horas. En México se ha limitado el uso de métodos moleculares a la investigacion

privada, porque aun no se han validado como métodos oficiales.
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Introduccién

La microbiologia sanitaria del agua y los alimentos es una de las muchas
especialidades en las que se desenvuelve la microbiologia. Tres razones
fundamentales justifican el estudio de los microorganismos en los alimentos: son
causa de su deterioro, pueden provocar enfermedad en la poblacion y son
utilizados para obtener variedades de alimentos. Una deficiente calidad sanitaria
de los alimentos se traduce en dafos de variada naturaleza para las poblaciones
implicadas. Los dafios incluyen presentacion de enfermedades, gastos de
atencion meédica, pérdidas econdmicas por deterioro de los alimentos, dafio al
turismo, y causa de muerte (Fernandez, 2000).

Las enfermedades transmitidas por alimentos constituyen uno de los
principales problemas de seguridad alimentaria (OMS, 2007). Esta existe cuando
todas las personas, en todo momento, tienen acceso fisico y econémico a
suficientes alimentos inocuos y nutritivos que satisfagan sus necesidades
alimentarias y las preferencias de alimentos para una vida activa y saludable
(FAO, 2008). Los patégenos estan presentes en el entorno del alimento: agua,
utensilios, equipo, materias primas, ingredientes y aditivos, envases, fauna y seres

humanos, por lo que el método usado para la deteccion de los microorganismos



durante el procesamiento y distribucion de los alimentos, es de gran interés para la
salud publica.

En esta revision se describen las enfermedades transmitidas por alimentos
y se hace énfasis en las caracteristicas de Salmonella spp. Asi mismo, se describe
el método de deteccion fenotipica para la deteccion e identificacion de
microorganismos patdgenos presentes en los alimentos y se compara con la

eficiencia y efectividad del método molecular por PCR.

Enfermedades transmitidas por alimentos

La Organizacion Mundial de la Salud define a las enfermedades
transmitidas por los alimentos como las enfermedades, generalmente infecciosas
o0 toxicas en la naturaleza, causadas por agentes que entran al cuerpo a traves de
la ingestion de alimentos. En Estados Unidos, por ejemplo, se estima que cada
afo ocurren alrededor de 76 millones de casos de enfermedades transmitidas por
alimentos, lo que da como resultado 325,000 hospitalizaciones y 5,000 muertes
(OMS, 2007). En México el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI)
menciona las infecciones intestinales en segundo lugar dentro de la morbilidad de

los principales casos nuevos de enfermedades (Tabla 1) (INEGI, 2010).

Tabla 1. Tasa de morbilidad de los principales casos nuevos de enfermedades,
2005 a 2008 en México.

Por cada 100 mil habitantes

Causa de casos nuevos
de enfermedad 2005 2006 2007 2008

Infecciones respiratorias
agudas 25,013.70 22,112.20 23,287.80 22,609.40

Infecciones intestinales
por otros organismos y
las mal definidas 4476.70 4,386.00 4,363.40 4,407.20

Infeccién de vias
urinarias 2,988.30 2,861.20 2,916.70 3,041.70



Ulceras, gastritis y

duodenitis 1,346.70 1,708.50 1,746.20 1,767.10
Hipertension arterial 487.8 686.4 492.6 698.6
Otitis media aguda 709.0 659.0 631.6 624.7
Amebiasis intestinal 716.7 615.9 543.4 498.5

Gingivitis y enfermedad
periodontal 422.5 471.9 458.9 481.3

Diabetes mellitus no
insulinodependiente

(Tipo 11) 373.3 366.8 382.6 371.6
Conjuntivitis 250.5 302.7 331.4 352.9
Otras helmintiasis 376.5 326.5 314.8 305.3
Varicela 306.0 263.8 299.3 303.7
Asma y estado asmaético 272.6 257.1 281.0 280.0
Candidiasis urogenital 334.9 322.4 297.5 277.4
Intoxicacién por picadura

de alacran 233.0 262.8 256.6 254.9

(INEGI, 2010)

Patdgenos en alimentos

Los microorganismos de interés sanitario en los alimentos incluyen, de
manera convencional, bacterias, hongos, levaduras, protozoarios, virus, parasitos
microscopicos 0 sus estados de huevecillo o larvario, y ciertas algas
microscopicas. Se encuentran involucrados en dos areas fundamentales de la
microbiologia sanitaria: como causa de deterioro de los alimentos y como agentes
etiologicos de enfermedades asociadas a su consumo (Fernandez, 2000). Estos
agentes etiologicos se asocian a las enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA) que contindan siendo una amenaza a la salud publica en todo el mundo y

son una causa importante de morbilidad, los factores que ocasionan ETA se



muestran en la Figura 1. Las bacterias méas frecuentemente asociadas a casos de
infecciones por consumo de alimentos contaminados aparecen en listadas en la
Tabla 2 (Rojas y Gonzélez, 2006).

La epidemiologia de las enfermedades transmitidas por los alimentos ha
cambiado en las ultimas tres décadas, en parte debido a que emergen patdégenos
recientemente reconocidos y patdégenos reconocidos anteriormente incrementan
Su aparicion o se asocian con alimentos o0 con nuevos vectores alimentarios.
Dentro de los mas relevantes se encuentran Salmonella spp., Escherichia coli y
Vibrio cholerae.

En México, segun la Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria
de Salud (2011), la intoxicacion alimentaria de origen bacteriano ocasiond 13079
casos de enfermedades diarreicas a nivel nacional durante 2010 y en 2011 hasta

la semana 20 se reportan 8711 casos.
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(Fernandez, 2000).
Figura 1. Factores que intervienen en enfermedades transmitidas por alimentos.



Tabla 2. Bacterias patégenas en alimentos.

Microorganismos

Trastorno que ocasiona

Posible producto portador

Arcobacter spp.

Bacillus cereus

Campylobacter spp.

Clostridium
botulinum

Clostridium
perfringens

Escherichia coli

Listeria spp.

Salmonella spp.

Shigella spp

Staphylococcus
aureus

Vibrio cholerae

Yersinia
enterocolitica

Diarrea, bacteremia

Diarrea, vomitos

Diarrea

Botulismo, vomitos
Diarrea, dolor
abdominal

Diarrea, colitis
hemorragica, Sindrome

hemolitico-urémico

Listeriosis

Gastroenteritis

Disenteria bacilar,
fiebre, calambres

Intoxicacioén
estafilococica

Colera

Yersinoisis

Carne de aves
Arroz, especias,
productos lacteos y
carnicos

Carne de aves y res, leche
cruda

Pescado, miel y alimentos
enlatados

Carne de res y aves, salsas

Carne de res y productos
lacteos

Paté, leche, queso suave,
carne, mariscos y ensalada
de col.

Carne de res y aves,
leche, huevos crudos

Mayonesa, vegetales
crudos, leche, aves,
productos lacteos

Leche cruda

Ostras crudas, pescado

Leche o agua contaminada,
tofu, canales de cerdo

(Rojas y Gonzalez, 2006)

Epidemiologia



Los miembros del género Salmonella estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza. Desde el punto de vista epidemiolégico Salmonella spp. se puede
clasificar en tres grupos:

a) Las que no tienen preferencia por algin huésped en especial, por lo que
infectan tanto al hombre como a los animales. En este grupo se encuentran la
mayoria de las serovariedades responsables de las salmonelosis.

b) Las que infectan sélo al hombre: Salmonella typhi, Salmonella paratyphi
A'y Salmonella paratyphi C y que se transmiten en forma directa o indirecta de una
persona a otra.

c) Las que estan adaptadas a un huésped en especies animales: S.
abortusovis, a los ovinos; S. abortusequi, a los equinos y S. gallinarum, a las

aves.

La salmonelosis es una gastroenteritis aguda, acompafnada de cefalalgia,
dolores abdominales subitos, diarrea, nauseas, fiebre y vomitos. Tiene un periodo
de incubacion de 6 a 72 horas, generalmente entre 12 a 36 horas y la
gastroenteritis persiste de 24 a 72 horas. La dosis infectiva es de 10° a 10°
microorganismos. La transmision que oscila entre varios dias a varias semanas,
ocurre durante toda la evolucidén de la infeccion. Se transmite por la ingestion de
alimentos provenientes de animales infectados, incluye huevos crudos o
parcialmente cocidos y sus productos; carnes y sus derivados; leche cruda y
productos lacteos; agua contaminada; aves de corral (especialmente pollo y pavo).
También se informaron brotes por el consumo de frutas, jugo de frutas y hortalizas
crudas contaminadas y por la transmision de persona a persona por la via fecal-

oral, en especial cuando existe diarrea (Caffer y Terragno, 2001).

En México y Estados Unidos se han presentado brotes (Tabla 3) que son el
resultado de una combinacién de factores relacionados con el desarrollo en la
industrializacion en todas las fases de produccion de alimentos, cambios en la
practica del manejo de los alimentos, asi como el almacenamiento, distribucion y

preparacion de los mismos. Estos cambios han tenido como consecuencia nuevos



problemas en la higiene de los alimentos al originar una facil diseminacion de

Salmonella, asi como de otros gérmenes patdgenos en los alimentos.

Tabla 3. Brotes importantes de salmonelosis.

Pais ARo Reporte Salmonella involucrada
México 1979 Tomates, se reportaron
18,864 casos Salmonella typhi
Estados 1985 Leche contaminada,
Unidos 16,284 casos confirmado y
197,581 casos no
reportados estimados Salmonella typhimurium

Estados 2008 Chiles jalapefios y

Unidos serranos, tomates; 1,329
casos de abril julio de
2008 y 52,826 casos no El serotipo Saintpaul de
reportados estimados Salmonella entérica

Estados 2009 Crema de cacahuate, 529
Unidos casos confirmados y
22,500 enfermos
estimados Salmonella typhimurium

Alfalfa, 33 casos

Estados 2010 confirmados Salmonella typhi

Unidos

Estados 2010 Huevos contaminados,

Unidos 3,182 casos confirmados Salmonella enteritidis
(CDC, 2009)

En México, con respecto a la morbilidad en el afio 2003, la salmonelosis
ocupo el vigésimo cuarto lugar dentro de todas las causas de enfermedad con
103,815 casos e incidencia de 99.62 por 100 000 habitantes; para el afio 2008
ocup6é el décimo noveno lugar dentro de las veinte principales causas de
enfermedad con 122,422 casos e incidencia de 114.75 por cada 100 000
habitantes, es decir sufri® un aumento entre el periodo 2003-2008 (Secretaria de
Salud, 2009).



Métodos de deteccion de microorganismos patdogenos en alimentos

Hay una serie de razones que justifican la necesidad de analizar los
alimentos para determinar cualitativa o cuantitativamente sus microorganismos.
Los principales objetivos del analisis microbiolégico son asegurar: (1) que el
alimento cumple ciertas normas estatutarias; (2) que se ajusta a normas internas
establecidas por la compafila procesadora y a las externas exigidas por el
comprador; (3) que las materias alimenticias que lleguen a la fabrica para ser
procesadas cumplen las normas exigidas y las pactadas con el producto; (4) que

se mantiene el control del proceso y la higiene en la linea de fabricacion.

Métodos y técnicas convencionales de deteccion

Los métodos convencionales de deteccion de microorganismos requieren
en primer lugar que la bacteria objeto del andlisis forme una colonia en un medio
de cultivo. Estos métodos no implican una inversion econémica y un gasto en
material excesivo. Sin embargo, necesitan mano de obra suficiente para la
preparacion de medios y registro de resultados. Ademas, puesto que se necesita
un periodo de incubacién, se requieren varios dias ya que el microorganismo
buscado puede ser minoritario respecto a la flora total y puede estar subletalmente
lesionado, por esto deben incorporarse cultivos de recuperacion o de

enriguecimiento antes de utilizar los métodos selectivos (Rodriguez et al., 2009).

Deteccion tradicional de Salmonella

La norma mexicana para la identificacion de este microorganismo es la
Norma oficial mexicana NOM-114-SSA1-1994, bienes y servicios. Método para la
determinacion de Salmonella en alimentos. En la cual describe el siguiente
procedimiento tradicional para la identificacion de Salmonella: Preparacion de los
alimentos para el aislamiento de Salmonella, aislamiento de Salmonella,
Identificacion  bioquimica, identificacibn serolégica, pruebas bioquimicas

complementarias.



Métodos moleculares para deteccion de patdgenos

Una mayor conciencia publica de la salud y el impacto econdémico
relacionado con la contaminacion de origen alimentario ha dado lugar a un mayor
esfuerzo para desarrollar métodos mas sensibles en la deteccion de patogenos y a
su identificacion. Los avances en la instrumentacion e implementacion de los
descubrimientos de la bioquimica y la biologia molecular permiten utilizar la
informacion genética de los microorganismos como herramientas de identificacion
y cuantificacion de aquéllos de interés para el hombre. Entre estos métodos
destacan la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), (Olsen, 2000). La Tabla 4
muestra protocolos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa para la

identificacion de microorganismos.

Tabla 4. Protocolos basados en la PCR para la deteccion de bacterias patogenas
en alimentos (Rojas y Gonzalez, 2006).

Microorganismo Posible Método Referencia
producto utilizados
portador
Arcobacter spp. Carne de aves ERIC-PCR, Houf et al., 2002.
RAPD-PCR
Bacillus cereus Arroz, PCR simple Yamada et al.,
especias, 1999.
productos
lacteos y
carnicos.
Campylobacter Carne de PCR muiltiple, Waage et al.,1999
spp. aves,cerdoy PCR semi- y Lai-King et al.,
res, leche anidado 1997.
cruda.
Clostridium Pescado, miel, PCR-ELISA, Hielm et al., 1998;
botulinum Alimentos PCR simple Fach et al., 2002 y
enlatados. Nevas et al., 2002
Clostridium Carne deresy PCR duplex Fach y Popoff,

perfringens

aves, salsas.

1997.




Escherichia coli

Listeria spp.

Salmonella spp.

Shigella spp.

Staphylococcus
aureus

Vibrio cholerae

Yersinia
enterocolitica

Carne deresy
productos
lacteos.

Leche, queso
suave,
mariscos,
carne.

Carne deresy
aves, leche y
huevos
crudos.

Mayonesa,
vegetales
crudos,
productos
lacteos y aves.

Leche cruda

Ostras crudas
y pescado.

Leche o agua
contaminada.

PCR muiltiple,
H-CM-PCR,
PCR-TR, RT-
PCR,
QC-PCR

PCR multiple,
PCR - DGGE,
RT-PCR, PCR
simple, PCR-TR

PCR simple

PCR combinado
con hibridizacion
de ADN,

PCR simple

PCR mudltiple-
ELISA,
PCR multiple

PCR-TR

PCR-TR

Chen et al., 1998;
Maurer et al.,
1999;
Venkateswaran et
al., 1997y
Mclingvale et al.,
2002.

Cocolin et al.,
2002; Klein y
Juneja, 1997y
Lampel et al.,
2000.

Cohen et al., 1996
y Lampel et al.,
2000.

Villalobo y Torres,
1998 y Lampel et
al., 2000.

Omoe et al., 2002
y Becker et al.,
1998.

Lyon, 2001

Jourdan et al.,
2000.

Abreviaturas:

ERIC = Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
PCR-TR = PCR en tiempo real

RAPD = Random Amplified Polymorphic ADN
H-CM-PCR = Hibridacién-captura magnética-PCR
QC-PCR = PCR competitivo cuantitativo

RT-PCR = PCR transcriptasa reversa

DGGE = Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)



La PCR es un método in vitro de sintesis de ADN con el que un segmento
particular de éste es especificamente amplificado al ser delimitado por un par de
cebadores, primers o iniciadores que lo flanquean. Su copiado se logra en forma
exponencial a través de repetidos ciclos de diferentes periodos y temperaturas de
incubacion en presencia de una enzima ADN polimerasa termoestable. Asi se
obtienen en cuestion de horas millones de copias de la secuencia deseada del
ADN (Mullis, 1990).

Constituyentes de la PCR

Para realizar una PCR se necesita mezclar en un tubo el ADN que contiene
la secuencia a amplificar, ambos primers que se alinearan a las cadenas simples
del ADN, la mezcla de los cuatro desoxirribonucleosidos trifosfatados (ANTPs) en
cantidades suficientes, el tampon de reaccion para la polimerasa, agua ultrapura
para completar el volumen final de reaccié n (que normalmente oscila entre 20 y
100 ul), y como ingrediente final crucial para la reacciéon, la enzima ADN

polimerasa termoestable (Barrera et al., 1993).

Ventajas y desventajas en la deteccién de patégenos mediante PCR

Las principales ventajas del uso de la PCR en la deteccién e identificacion
de bacterias causantes de ETA radica en tres aspectos fundamentales: su
sensibilidad, su especificidad y su capacidad de procesamiento de grandes
cantidades de muestras. Adicionalmente estos métodos identifican
microorganismos que no pueden ser estudiados por técnicas convencionales o
gue no pueden cultivarse en substratos artificiales (Scheu et al., 1998).

Entre los factores que limitan la aplicacion de la PCR en la identificacion de
microorganismos patégenos en muestras de alimentos, destaca la presencia de
sustancias que pueden ejercer un efecto inhibitorio sobre la reacciéon, como la
hemoglobina, la lactoferrina, los polisacaridos, las grasas, las proteinas y iones
metdlicos presentes en las matrices alimenticias. La repercusion de estos

compuestos en la obtencién de resultados falso-negativos puede eliminarse



empleando pasos de preenriquecimiento o polimerasas apropiadas, asi como
membranas selectivas (Gentry, 2002).

Otra de las limitaciones de las técnicas de PCR descritas radica en que la
amplificacién del material genético se produce tanto en las células viables como
en las muertas. Para resolverlo, cada vez se utiliza mas la técnica de PCR que
emplea como enzima una transcriptasa inversa, por lo que esta técnica se ha
propuesto para la deteccion e identificacion de microorganismos viables, entre los
gue destacan bacterias patdgenas e indicadores de contaminacién (Mayoral et al.,
2005).

Estandarizacién y validacion de protocolos para la identificacion de patégenos
basados en PCR

Recientemente, se desarrollo en varios laboratorios europeos el proyecto
denominado “Food-PCR”, cuyo objetivo es la validacion y estandarizacion de las
metodologias de PCR para la deteccion y el control de los patégenos
Campylobacter spp. termofilico, E. coli O157, Yersinia enterocolitica, Listeria
monocytogenes y Salmonella spp. en alimentos. Estos estudios proponen pruebas
simples y especificas para la deteccién de patdgenos, y los resultados obtenidos
pueden facilitar la comparaciébn y el intercambio internacional de datos
epidemioldgicos, asi como favorecer la implementacion de estas metodologias en
otros laboratorios (Malorny et al., 2003).

Aunque muchos laboratorios de diagnéstico alrededor del mundo han
implementado métodos de PCR para la deteccion de patdgenos, existen algunos
parametros como, la extraccion del ADN, la eleccion de primers y el tipo de
programa de la PCR, que pueden afectar la eficiencia de la reaccion, con lo que
los resultados de las pruebas desarrolladas o publicadas por algun laboratorio en
ocasiones pueden ser dificiles de reproducir en otros laboratorios.

La identificacion por PCR a partir de una muestra directa del alimento
disminuye el tiempo requerido para la obtencion de resultados, sin embargo

debido a que la extraccion de ADN se realiza directamente del alimento, disminuye



la fiabilidad del método, esto es por el aumento de inhibidores (antes
mencionados) en la extraccion del ADN los cuales pueden afectar la PCR.

La identificacion por PCR a partir de colonias bacterianas aisladas en
placas de agar selectivo también puede acortar el tiempo por varios dias en la
obtencion de resultados frente a las técnicas tradicionales como la confirmacion
por meétodos serologicos o bioquimicos. Actualmente se han implementado
metodologias en donde la preparacion de la muestra consta de un solo
enriguecimiento de las células del patégeno en estudio como es el caso de la
Salmonella (Croci, 2004).

Conclusiones

El método molecular por PCR presenta mayor ventaja respecto al método
fenotipico para la deteccion de patdgenos en alimentos: sensibilidad, especificidad
y capacidad de procesamiento de grandes cantidades de muestra. Sin embargo la
aplicacion generalizada en México esta limitada porque en la normatividad para la

realizacion de analisis de alimentos, aln no se ha validado como método oficial.
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