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Resumen

Salmonella es uno de los agentes etiol 6gicos mas asociados a las Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (ETAS) arededor del mundo. Es agente causal de diarrea,
afectando principalmente a personas con algun grado de inmunosupresion tales como
nifios y ancianos, através del consumo de alimentos o agua contaminados.

Con lallegada del siglo XXI y € incremento de la poblacién mundial, aumenta
tanto en el comercio internacional como las migraciones poblacionales. Por esto existe
la necesidad de implementar técnicas de deteccion de patdgenos, con la sensibilidad y
especificidad adecuadas, que proporcionen en poco tiempo resultados confiables
relacionados a la inocuidad de los alimentos, o que faciliten la identificacion del agente
causal de un brote o epidemia.

Para la deteccion de Salmonella existe el méodo de referencia como 1o es €
cultivo tradicional, técnica confiable para su deteccion. Sin embargo, a pesar de su
buena reproducibilidad y especificidad, es laborioso y requiere de varios dias para
obtener resultados, especialmente si se trabaja con gran nimero de muestras.

Esto justifica € uso de nuevas técnicas, con ata reproducibilidad, especificidad
y sensibilidad, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que deben
estandarizarse de acuerdo a las condiciones propias de cada laboratorio y de cada tipo
de alimento debido a la presencia de inhibidores, para asegurar asi su efectividad, y la

validez diagnéstica en comparacion a méodo de cultivo tradicional.



Marco Teorico

Generalidades de Salmonella spp.

Antes del siglo XIX, la fiebre entérica o tifoidea era confundida con € tifus
(enfermedad causada por rickettsias). Fue gracias a los trabajos realizados por A.
Louis (Francia, 1829) y William Jenner (Estados Unidos, 1850), que se logro
diferenciar estas dos patologias.

En 1884 se obtuvo € primer aislamiento de Salmonella typhi realizado por €
microbidlogo aeman Gaffkey a partir de bazos humanosy S. enterica fue aislada por
Daniel Salmon (en cuyo honor se le dio nombre a este género bacteriano) en 1885 de
intestinos de cerdos infectados. En 1896 se introdujo la primera vacuna realizada a
partir de la bacteria muerta con calor, gracias a Pfeiffer y Kalle, y en este mismo afio,
Widal determind que S typhi aglutinaba con sueros de pacientes convalecientes, y
esta misma técnica se uso para laidentificacion de Salmonella por Kauffman y White,

proporcionando la clasificacion que se utiliza en la actualidad (1).

Dentro de las caracteristicas generales del género Salmonella, cabe recordar
gue es un bacilo Gram negativo, miembro de la familia Enterobacteriaceae, la cual
incluye organismos con caracteristicas tales como movilidad debida a flagelos
peritricos 0 no moviles; son no esporulados; con crecimiento en peptona o en medios
con extracto de carne sin cloruro de sodio 0 suplementos; son bacilos facultativos con
la capacidad de fermentar glucosa y otros carbohidratos con frecuente produccion de
gas (2).

Salmonella ademas de poseer estas caracteristicas generales, degrada azlcares
mediante la via Embden — Meyerhof, de manera que a partir del acido pirdvico
produce acido formico. Lleva a cabo una fermentacion écido mixta y produce
principalmente lactato, acetato, succinato, formato y etanol.

Para su identificacion se usan pruebas bioquimicas tras un examen preliminar
de su morfologia (Gram), motilidad y crecimiento. Dentro de estas pruebas se

consideran las siguientes como caracteristicas de Salmonella spp.: oxidasa negativa;



movilidad positiva (flagelos peritricos); ONPG (o-nitrofenil-B-galactopiranésido)
negativo; citrato positivo; ureasa negativa; manitol positivo (2, 3)

Existen documentados 2463 serotipos de Salmonella que afectan la salud
humana asi como de animales. La determinacion de su nomenclatura es complgja 'y
los diferentes sistemas dividen a género dentro de especies, subespecies, subgéneros,
grupos, subgrupos y serotipos (o serovariedades), 1o cual es fuente de confusion en el
ambito cientifico.

La nomenclatura para € género Salmonella inicialmente consistia en un
serotipo-una especie, de acuerdo a concepto introducido por F. Kauffmann e cua se
basaba en la identificacion serologica del antigeno somético (O) y el antigeno flagelar
(H). Este concepto alin se usa en la determinacion de las 2463 especies de Salmonella
antes mencionadas. Se denominan |os serotipos en base a caracteristicas biogquimicas
(3).

Se ha dividido al género en dos especies. Salmonella enterica (especie tipo) y
S bongori. Con base a similaridad genética y rango de hospederos, S. enterica se
divide en seis subespecies. S enterica ssp choleraesuis (o enterica Grupo 1), salamae
(Grupo 2), arizonae (Grupo 3a), diarizonae (Grupo 3b), houtenae (Grupo 4) e indica
(Grupo 6) (4).

Patogenia de la salmonelosis

La salmonelosis es causada por la ingesta de Salmonella, y varia de las
enterocolitis autolimitada a enfermedades sistémicas. El tipo de enfermedad que se
manifieste no solo depende del  serotipo o la especie bacteriana sino también de la
especie de hospedero infectado. Por gjemplo Salmonella Typhi es especifica del ser
humano provocando en é lafiebre tifoidea, mientras que Salmonella Typhimurium se
relaciona a gastroenteritis autolimitada en personas inmunocompetentes, y puede

originar severas infecciones sistémicas en ratones (5)

La gastroenteritis es producida por muchos serotipos de Salmonella; los mas

comunes son Salmonella ser. Enteritidis y Salmonella ser. Typhimurium. Se atribuye



usualmente a la ingestion de alimentos o agua contaminados por desechos fecales
animales mas que por desechos humanos; se asocia especiamente la carne sin cocinar,
los mariscosy los huevos como causas principales de salmonelosis (1)

El periodo de incubacion aproximado es de 8 — 48 horas, posteriormente el
paciente puede padecer de nausea, vomitos, diarrea, dolor abdominal y fiebre. La
enfermedad es autolimitada y resuelve en aproximadamente 5 — 7 dias sin tratamiento;
son raras las complicaciones como la bacteremia. (1, 6).

Se ha estimado que la dosis minima infecciosa es de alrededor de 10°
Unidades Formadoras de Colonias (UFC), sin embargo este nUmero puede ser menor
dependiendo de la susceptibilidad de la persona (de manera que se pueden ver més
afectados aguellos con cierta inmunodeficiencia tales como enfermos de SIDA, o
poblacion susceptible cuyo sistema inmune alin esta en desarrollo como |os nifios)
también depende del tipo de cepa bacteriana como se cité anteriormente, y del tipo de
alimento consumido (1).

En e curso de la infeccion por Salmonella, luego de su ingestion via ora, la
bacteria que logra sobrevivir € &cido pH estomacal y la competencia por parte de la
flora normal intestinal asi como otros factores (la tension de oxigeno, sales biliares),
se adhiere a epitelio intestina y ataca e invade preferiblemente células fagociticas
profesionales. También se le puede encontrar en enterocitos no fagociticos por un
proceso complejo de estimulacion, en el cual estas células internalizan a la bacteria
luego de establecer un contacto estrecho con el borde en cepillo de los enterocitos.
Esta unién produce la degeneracién y elongacion de los mismos, edemay un proceso
Ilamado “membrane ruffling” (alteracion semeante a un rizado de la membrana), con
rearreglos del citoesgueleto de actinay cambios morfoldgicos (1, 7, 8).

En la mayoria de los casos, la enfermedad en si no es resultado del dafio del
tgjido causado por esta bacteria, sino por la reaccion del hospedero a los potentes
factores proinflamatorios liberados, como es el caso de la diarrea inflamatoria
inducida por la liberacién de los granulos de los neutrdéfilos. Posterior alainvasion de
la mucosa, los neutrofilos son atraidos como parte de la respuesta inmune, y por
produccion de citoquinas pro-inflamatorias como la IL-8, por parte de las células de la

muCcosa, Y junto a esta migracion de las células inmunes se observa la secrecién de



electrolitosy fluidos (7, 9).

Una vez que la bacteria logra penetrar |as barreras de proteccion del hospedero
(pH estomacal, tension de oxigeno, sales biliares, presencia de flora normal intestinal),
migra a la lamina propia de la region ileocecal, se multiplica en los foliculos linfoides
presentandose hiperplasia e hipertrofia. Por la respuesta inmune la infeccién se limita
a nivel dd tracto gastrointestinal, pero en este proceso se estimula la produccién de
adenosinmonofosfato ciclico (AMPc), y la secrecién activa de liquidos, originando la
diarrea (7).

Se conoce poco sobre la interaccion de Salmonella con las células del
hospedero, sin embargo segin estudios realizados en animaes, se han visto
implicadas en esta interaccion alas células M las cuales tienen la funcién de presentar
antigenos intestinales. La cepas de Salmonella invasivas logran ingresar a las células
M gracias a la induccidn de rearreglos dd citoesgueleto y endocitosis, y luego de
causar lisis de las mismas, invaden tgidos profundos del intestino. Después de la
adhesion e invasion a células epiteliales, se genera la proliferacion intracelular y la

permanencia en vacuolas endociticas (5, 8, 10).

En e cuadro de fiebre tifoidea, Salmonella ingresa a organismo y luego de
atravesar las barreras naturales, penetra la mucosay llega a foliculos linfoides (Placas
de Peyer), donde se multiplica produciendo linfangitis. Por via linfatica llega a
ganglios mesentéricos, luego va a sangre y de ahi a resto del organismo, afectando
higado, bazo y médula 6sea. En casos severos puede producirse ulceracion,
hemorragiay perforacion intestinal. Cerca del 3% de los pacientes no tratados pueden
convertirse en portadores cronicos, algunos de los cuales refieren ser asintométicos.
Datos epidemiol dgicos indican que méas de 2000 portadores estimados en los Estados
Unidos son mujeres de tercera edad con enfermedad crénica biliar, paralos cuales hay
mayor incidencia de cancer hepatobiliar que en la poblacion general (1, 6).

En cuanto al mecanismo molecular por € cua se produce patogenicidad,
anadlisis genémicos revelan que hay muchas variaciones en cuanto a los genes de
virulencia asociados a aislamientos de Salmonella. Ademés, como anteriormente se



indicd, hay factores en el hospedero (hombre o animales) que determinan en mayor o
menor grado la sobrevida de infeccion de la bacteria. Hay por tanto condiciones de
susceptibilidad que predisponen a infecciones méas severas por parte de Salmonella
9).

El proceso de invasiéon de Salmonella requiere de la expresion de proteinas de
invasion que estan codificadas en genes de virulencia. Estos genes se encuentran
organizados en regiones del genoma conocidas como islas de patogenicidad. En
Salmonella, esta informacion genética esta codificada en un sistema de proteinas de
invasion conocido como el sistema de secrecion tipo Ill, donde se encuentra la
proteina invA, la cua tiene la funcion esencial de facilitar la entrada a las células
epiteliales segun 1o observado en estudios “in vitro”. La patogenicidad de Salmonella
depende de su habilidad de ingresar a las células, por lo que la informacion
almacenada en €l locus inv es esencia (10, 11, 12).

Se cree que la proteina invA es una proteina integral de la membrana con dos
dominios: uno hidrofilico amino-terminal (asociado a la membrana) y un dominio
hidrof dbico carboxi-terminal que reside en el citoplasma (12).

Sobre la importancia de la proteina invA en los procesos de invasion de
Salmonella, se ha observado que mutantes en invA limitan la habilidad de Salmonella
para producir patogenicidad, debido a la disminucién de acceso a epitelio intestinal;
usando mutantes de invA de S. Typhimurium se imposibilita la invasion de células
epiteliales “in vitro”, reduciendo la multiplicacion intracelular bacteriana (10, 12, 13,
14).

Salmonella produce entonces una variedad de factores de virulencia que
afectan € citoesqueleto de actina de las células del hospedero; para llevar a cabo su
internalizacion en células no fagociticas, provoca una serie de cambios en €
citoesqueleto que son inducidos por la traslocacion de proteinas bacterianas en la
membrana celular. Al respecto, existen tres procesos bioquimicos generaes
establecidos: 1. Activacion de pequefias proteinas reguladoras del citoesqueleto, 2. La
interaccion de efectores bacterianos con la actina que promueven la polimerizacion y
la union de filamentos de actina 'y 3. La restauracion de la dindmica normal de la
actina con la consiguiente invasion de la bacteria.



Todo este proceso estd mediado por genes presentes en la isla de patogenicidad
| (SPI1). Luego de la invasion, la proliferacion de Salmonella dentro de las células
epiteliales depende de la informacion codificada en la isla de patogenicidad 11 (SPI2)
(9, 12).

En genera, dentro de los factores de patogenicidad de Salmonella que
incluyen invasinas, toxinas y adhesinas se encuentra una complga maquinaria
contenida dentro de este pequefio microorganismo que puede causar infeccion y
enfermedad. De ahi la importancia de detectar los genes de virulencia para clasificar
una cepa patégena o no patdgena. Debido a que € sistema de secrecién tipo 1l es
comun a cepas virulentas, se explica su deteccion a través del uso de técnicas
moleculares como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa o PCR (siglas en inglés)
(11, 15).

Con respecto a esta técnica, existe gran variedad de iniciadores recomendados
para la deteccion de Salmonella, incluyendo diversas secuencias para la deteccion del
gen invA, conservando de esta manerala alta especificidad para la deteccion exclusiva
de Salmonella, recordando la ventgja de la ata sensibilidad, sin dejar de lado los
problemas de deteccion de microorganismos tanto viables como no viables (15, 16,
17).

Salmonella: un problema mundial

La seguridad alimentaria ha adquirido gran importancia a nivel mundial por €l
incremento en el nimero de casos de Enfermedades Transmitidas por los Alimentos
(ETAS). Entre las principales causas para este incremento se encuentra € flujo
comercial de alimentos, la globalizacion de los mercados, y las meoras en los
sistemas de salud parala deteccién y diagnostico.

La incidencia global de ETAs es dificil de estimar, pero en e 2000 se
registraron cerca de 2.1 millones de muertes debido a enfermedades diarreicas, donde
una gran proporcion de estos casos se atribuye a la contaminacion de agua y
aimentos. En los paises en vias de desarrollo € problema es mayor por € amplio
rango de este tipo de enfermedades. A esto se suma e subregistro de més de 100



veces para las ETAs. La ata prevalencia de enfermedades diarreicas, en muchas de
estas regiones, sugiere mayores problemas de fondo en la seguridad alimentaria
Ademas aunque la mayoria de los casos de ETAS son esporadicos y frecuentemente
subregistrados, se ha documentado brotes importantes como e producido por
Salmonella en e afo 1994 en los Estados Unidos, provocado por € consumo de
helado contaminado, el cual afect6 a cerca de 224 000 personas (18).

Son muchos los agentes implicados en las ETAS, incluyendo agentes quimicos,
virus, hongos (micotoxinas), parasitos y bacterias; entre estas Ultimas, Salmonella es
uno de los patdgenos implicados con mayor frecuencia en brotes asociados al
consumo de carne, frutas, vegetales, huevo y derivados, mariscos y pescado en
Estados Unidos.

A nivel mundia se reconoce la importancia de Salmonella como uno de los
patdgenos que constituyen una amenaza constante a la salud publica, por lo que es
necesario centrarse en la vigilancia sobre ciertos aspectos tales como: 1) La amplia
distribucion de los aimentos (en cuanto a aumento en € transito de los mismos
debido a la globalizacién). 2) La trazabilidad para identificar los aimentos
relacionados a brotes por Salmonella y determinar su origen. 3) La resistencia
antimicrobiana

Recientemente, la incidencia de salmonelosis ha disminuido radicalmente en la
Union Europea, con un registro aproximado de la disminucion en e nimero de casos
declarados de 100.267 en 1997 (el afio de méxima incidencia) a 73.006 en 2001 (19).
Sin embargo ciertos datos indican que puede considerarse erréneamente bajo control,
pues entre 1998-2001 se informo de 3.818 brotes de ETAS en Espafia de los cuales €
38% (1.469) estaba relacionado con €l consumo de huevos y derivados, y € 85,5% de
los mismos se asoci6 a Salmonella (20). En este pais se reconoce necesario
implementar mejoras en inocuidad alimentaria tomando en cuenta que para el 2003 de
los 356 brotes de salmonel osis detectados, fallecieron 10 personas (21).

Seguin datos del Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC),
en Estados Unidos se identificaron 15 600 casos de ETAs en e 2003, de los cuales en
6 017 se aidd Salmonella. En este mismo estudio, los més afectados fueron nifios
menores de 1 afio y de 1 a4 afios de edad (22). Sin embargo, también se ha observado



una disminucion en la incidencia de salmonelosis en este pais, debida principa mente
a la implementacion en establecimientos de procesamiento de productos carnicos y
avicolas de los Sistemas de Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
(HACCP) (23).

Aungue en América Central y Sudamérica la incidencia de Saphylococcus
aureus es ligeramente superior a la de Salmonella, ésta no pierde importancia en
cuanto a gastroenteritis se refiere y se asocia principalmente a consumo de carne y
huevos, asi como ala carencia de agua potable en muchos de estos paises (24).

En & 2002 en Brasil se registraron un total de 519 casos; en el mismo afio en
Panama se determinaron 60 casos de samonelosis y en Paraguay 23 personas

enfermas por la misma etiologia, sin embargo, no se reportaron fallecidos (25).

En Costa Rica se han realizado estudios para evauar la contaminacion
microbiol 6gica de los alimentos, dentro de los cuales se ha observado la presencia de
Salmonella como patdgeno asociado a alimentos tales como especias, coco, ensaladas
tipo buffet, al huevo y derivados de pollo congelados (26).

La importancia de Salmonella como causante de gastroenteritis, no solo se
observa en las estadisticas mundiales, ya que de acuerdo a los registros de
salmonelosis en Costa Rica, en el afio 2000 hubo un total de 92 casos, comparados
con los 28 registrados en 1996 (27).

Dentro de los datos registrados en el Ministerio de Salud, durante el 2002 la
provincia méas afectada fue Puntarenas seguida por San José y Guanacaste; dentro de
estos casos, la mayor incidencia en morbilidad se dio en nifios menores de 1 afio y de
1 a 4 anos de edad (28). Sin embargo, se puede presumir que estos datos estan
subregistrados dada la posibilidad de asintométicos, de personas que presentaran
sintomas pero que no visitaron al médico, o bien, de personal médico que no registrara
los casos.

Latécnicade PCR
La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR constituye un avance

importante en unarama de la ciencia: la biologia molecular.



En la década de 1970 un descubrimiento provocO grandes progresos en la
biologia molecular: las enzimas de restriccion, con las cuales se pueden clonar
fragmentos de ADN. En 1985 Kary Mullis revolucion6 e mundo con lainvencién de
la reaccion en cadena de polimerasa, la cual debe su nombre a la actividad de la
enzima ADN polimerasa que permite crear una cadena de ADN a partir de su cadena
complementaria. Con este método se logra la amplificacion de un fragmento

especifico de ADN gracias ala multiplicacion exponencial del mismo (29, 30).

La amplificacion se logra a través de una serie de ciclos; cada ciclo incluye €l
uso de tres temperaturas diferentes y la adicién de diversos reactivos segun la
temperatura de reaccion, definiendo tres fases:

1. Desnaturalizacion a 94° C: se dala separacion de las dos hebras de ADN.

2. Alineacion: adicién de iniciadores e hibridacion de los mismos con su
secuencia complementaria.

3. Extension: la ADN polimerasa extiende una region de ADN que es
complementariaa ADN blanco, con base ala posiciéon del primer iniciador, en
direccién 5 a 3. Estos pasos se repiten de 25 a 35 veces, usando como blanco
el fragmento inicia de ADN asi como los productos creados en cada ciclo
(30).

Entre las ventgjas de la técnica se pueden enumerar |la rapidez, la sensibilidad,
la especificidad, |la versatilidad, que no requiere de esterilidad microbioldgica en
cuanto a que se pueden analizar muestras de ADN obtenidas a partir de matrices
complgjas como aimentos. También se logran obtener resultados estandarizados, se
facilita la accesibilidad de las muestras y la seguridad para la salud del personal
gracias ala destruccion del posible patdgeno, la cual se requiere paraliberar el ADN.

Dentro de las desventgjas se debe mencionar e riesgo de contaminacion
cruzada, la reproducibilidad, €l acceso a equipo y reactivos, la inestabilidad de los
reactivos, los cuales no permiten aplicar esta técnica a clinicas o centros de salud de
atencion primaria, sino a laboratorios méas especializados. Ademas no puede
diferenciar organismos viables de no viables y se requiere entrenamiento del personal
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(30).

El estéandar de oro para la determinacion en el laboratorio de Salmonella segiin
la AOAC (Association of Official Analytica Chemists International) es la técnica de
cultivo tradicional (31), la cua por su confiabilidad y eficacia es reconocida a nivel
mundial. Sin embargo, tiene la desventgja de requerir mucho tiempo y trabgjo para
obtener resultados. De ahi |a busqueda de nuevos métodos mas rgpidos e igualmente
confiables. Las técnicas de biologia molecular como la PCR son muy usadas a nivel
mundial, pues se generan resultados en cuestion de uno o dos dias, en comparacién a
método de cultivo tradicional que puede durar como minimo 5 dias.

Como se indicd anteriormente, ventajas de la PCR tales como su rapidez y
sensibilidad la convierten en una importante herramienta de trabajo a pesar de su ato
costo, por lo gue se evidencia la necesidad de estandarizar técnicas para adecuar su
uso en la deteccion de patdgenos, esto para garantizar reproducibilidad intra e
interlaboratorios, asi como la funcionalidad de la técnica por medio de la
determinacion de la presencia de posibles inhibidores (32).

Debido a la posibilidad, en la técnica de cultivo tradicional, de no detectar
bajas concentraciones de Salmonella en los alimentos, a llegar estos aimentos a las
manos del consumidor pueden tener la dosis necesaria para causar infeccion, o bien,
en estudios de casos clinicos pueden pasar desapercibidas para el personal de salud.
Con la PCR puede obtenerse resultados en menor tiempo y de esta manera se facilita
el diagnéstico.

Por medio de la técnica de PCR de Salmonella, se detecta el amplificado del
gen invA (factor de virulencia comun), determinando la presencia o ausencia de
bacteria patdgena en muestras de alimentos en menor tiempo, en comparacion a la
técnica de cultivo tradicional. Sin embargo esta Ultima técnica tiene la ventaja de
determinar viabilidad cuando el méodo molecular no lo hace (11).

Una de las muchas modificaciones a esta técnica es la conocida PCR
“touchdown”. Un problema frecuente en |la estandarizacion de una PCR es |a falta de
amplificacion de la secuencia blanco, especialmente en genomas complegjos. Esto se
puede deber a la formacion de secuencias inespecificas en mayor nimero que aquella
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secuencia deseada, por lo que e amplificado que se busca no se encuentra en la
cantidad necesaria para ser observado. Ademés de la evaluacion de las condiciones de
reaccion tales como concentracion de los reactivos y las temperaturas de
desnaturalizacion y alineacion, una opcion es el “touchdown”, donde se da aumento
de latemperaturainicia de alineacién de manera que se facilita la union especifica de
los iniciadores, aumenta la cantidad de producto especifico en cada ciclo, permitiendo
la observacion del producto final a obtener mayor producto amplificado; en la PCR
“touchdown” la temperatura de alineacion se disminuye un grado centigrado (por
gjemplo) en cada ciclo, durante una cantidad de ciclos programada (por g emplo, 10
ciclos) (33). Esta técnica permite mantener la especificidad de unién y de formacién
de nuevas cadenas de ADN, reduciendo el nimero de posibles productos incorrectos y
aumentando el producto deseado (34).

Con €l uso de esta técnica molecular se obtienen resultados en menor tiempo,
con reproducibilidad y especificidad altas en la deteccion de patégenos, generando

informacion confiable acerca de la presencia de Salmonella en alimentos (35).
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Objetivos

Objetivo General

Estandarizar un método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) parala
deteccion de Salmonella en muestras de lechuga y comparar con la técnica de cultivo

convencional.
Obj etivos Especificos

e Estandarizar un método de deteccion por biologia molecular (PCR) para la

deteccion del gen invA de Salmonella spp. en muestras de lechuga.

e Comparar € método de cultivo estdndar para la deteccion de la presencia de
Salmonella en lechuga y € método de PCR, inoculando muestras con cantidades

conocidas de bacteria.

e Determinar la reproducibilidad de la técnica de PCR empleando diferentes cepas

de Salmonella spp.

e Determinar la especificidad, utilizando cepas bacterianas diferentes a Salmonella

SPP.



13

Materiales y Métodos

1. Estandarizacién de PCR

Extraccion de ADN

El ADN se obtuvo a partir de la extraccién de cepas bacterianas por medio del
método de choque térmico, através del cual, con el uso de un bafio de agua hirviendo
(90 a 100° C) por un periodo de tiempo necesario (aproximadamente 10 minutos) se
logra obtener el ADN a partir de colonias aisladas (30, 35). Para realizar estudios de
inhibidores y especificidad de la PCR se usd la cepa de Salmonella ser. Enteritidis
ATCC 13076, la cual también se empled en € estudio por comparacion del cultivo
tradicional.

Deter minacion del nivel de deteccion por cultivoy estudio de inhibidor es

Para |os estudios de inhibidores y nivel de deteccion por la técnica de PCR se
redizaron diluciones decimales por duplicado de 10" hasta 10° UFC/mL de la
bacteria (Salmonella ser. Enteritidis ATCC 13076) con las cuales se inocularon
muestras de 25 g de lechuga precortada de marca comercia para luego incubarlas 24
horas a 37° C en caldo lactosado simple (marca OXOID).

Luego de dicha incubacion se tomaron muestras de 1 mL de cada una de las
lechugas inoculadas (con diluciones de la bacteria) ademéas de una muestra de la
lechuga sin inocular (control negativo), que se incubd bajo las mismas condiciones,
las cuales se usaron para la determinacién de inhibidores (en € cado lactosado
empleado como medio de enriquecimiento, asi como en la lechuga misma) y de

sensibilidad por latécnicade PCR.

De cada muestra se tomo un mililitro que se transvasd a un tubo eppendorf
estéril; se centrifugaron estos tubos durante 5 min a 14 000 rpm. Se tomaron los

botones a los cuaes se les realizaron 3 lavados con agua destilada estéril,
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centrifugando a 14 000 rpm durante 5 min estas muestras entre cada lavado y
descartando el sobrenadante.

Luego de los lavados se centrifugaron las muestras y de cada una se obtuvo un
botén de células que se resuspendid en agua desionizada estéril para continuar con la
extraccion de ADN por medio de choque térmico; esto se logré a colocarlas en un
bafio de agua gue tenia una temperatura de 90 — 100° C durante 10 minutos. Luego se
centrifugaron las muestras, se separaron los sobrenadantes de cada una para
trasvasarlos a tubos eppendorf estériles y se guardd este ADN extraido a una
temperaturade — 70° C.

Reproducibilidad y Especificidad

Posteriormente se realiz6 e mismo procedimiento con 20 cepas bacterianas
diferentes de Salmonella pertenecientes a la bacterioteca del INISA (Instituto de
Investigaciones en Salud) y con 30 cepas de Salmonella suministradas por el
laboratorio de Alimentos y Aguas de la Facultad de Microbiologia que se emplearon
en e estudio de especificidad de la PCR (este nimero de cepas de Salmonella fue
recomendado para determinar una muestra adecuada segun la Dra. Doris Sossa de la
Escuela de Estadistica de la Universidad de Costa Rica), asi como tubos de caldo
lactosado que se incubaron de igual forma con Salmonella ATCC 13076 para
comprobar que este medio no fuera inhibitorio para la PCR. De igua forma se
conservaron los sobrenadantes a — 70° C. Las cepas bacterianas empleadas se sefialan

en el Apéndice 1.

2. Técnicade PCR

Para la estandarizacion de la técnica se utilizd inicialmente una mezcla de
reaccion con los siguientes reactivos de marca Promega: Buffer TrisHCI pH 8,3,
MgCl,, dATP, dCTP, dGTP, dTTP; Taq polimerasa.

Las secuencias de los iniciadores para la amplificacion del gen de invasién
invA de Salmonella spp. (14) se indican a continuacion
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Region/gen Iniciadores Producto
Sadm3 5-GCTGCGCGCGAACGGCGAAG-3

invA 389 pb
Sam4 5-TCCCGGCAGAGTTCCCATT-3

Se emplearon tubos MicroAmp 0,2 mL para las reacciones de amplificacion de
las muestras en el termociclador (Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400), para un
volumen fina de reaccién de 25 uL que incluian 21 uL de mezcla de reaccién, 3 uL
de cada una de las muestras (ADN) y una gota de aceite mineral para evitar la
evaporacion. Con € programa de PCR touchdown, estas cantidades se modificaron de
manera que los 25 uL paralareaccion incluian 19 uL de mezcla, 5 uL de ADN y una

gota de aceite mineral.

3. Electroforesis en gel de acrilamida 8%

Posteriormente se realizd una electroforesis de este producto amplificado en
gel de acrilamida 8%, € cual se prepar6 apartir de lamezclade 5 mL de acrilamida al
8%, 50 uL de persulfato de amonio al 10% y 5 uL de TEMED (NNNN tetrametil
etilendiamina); para la corrida se uso buffer TBE 1X pH 8,3, tomando 10 uL de cada
muestra con 1uL del marcador de peso molecular de 50pb (Fermentas); se usd como
control positivo el ADN de la cepa bacteriana Salmonella ATCC 13076. La corrida

electroforética se realizd durante 50 minutos a 180 voltios.

4. Electroforesis en gel de agar osa 2%

La PCR se estandarizd igualmente para visualizar los productos en gel de
agarosa a 2% (14), usando parala corrida el ectroforética un buffer TBE (Tris-Borato)
1X depH 8,3.

Para aplicar las muestras en estudio se utilizdé un buffer cargador de PCR 6X
marca SIGMA, ademés de un marcador de peso molecular de 50pb (marca
Fermentas), determinando la banda correspondiente a Salmonella (389 pb), de

acuerdo a este marcador de peso molecular. La corrida se realiz6 durante 45 minutos a
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160 voltios.

5. Estudio deinhibidores

Este estudio se realiz6 para determinar la presencia de inhibidores de la PCR
tanto en el caldo lactosado simple que se emplea como medio de pre-enriquecimiento
de Salmonella, como en las lechugas empleadas.

Para tal efecto se incubaron diluciones decimales con la cepa de estudio
(Salmonella ATCC 13076) desde 10° a 10° UFC/mL en caldo lactosado simple
durante 24 horas a 35° C, de las cuales se extrgjo e ADN. También se analizaron las
muestras de ADN extraido de las lechugas inoculadas con Salmonella, asi como ADN

extraido de cepas puras de Salmonella ATCC 13076, utilizada como control positivo.

6. Estudio de especificidad

Se realizaron extracciones de ADN de la cepa Salmonella ATCC 13076 y de
otras 30 cepas de Salmonella provenientes del Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos y Aguas de la Facultad de Microbiologia y de la bacterioteca de INISA
(ver apéndice).

Luego de las extracciones de ADN, se tomo el sobrenadante conservado a -70°
C para llevar a cabo pruebas de especificidad usando la mezcla de reaccion y €
programa de PCR. Se verificd la amplificacion por medio de electroforesis en gel de

agarosa 2%.

7. Cultivo Tradicional

Se emplearon muestras de lechugas empacadas y precortadas de marca
comercial las cuales se inocularon con la cepa pura de Salmonella ser. Enteritidis
ATCC 13076.

Para dicho indculo se lleva a cabo una dilucién de la cepa mencionada en agua
peptonada estéril utilizando como comparacién un McFarland 0,5 (con concentracion
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bacteriana de 10° UFC/mL).

Se pesaron porciones de 25 g de la lechuga en bolsas estériles para Stomacher
y se inocularon con diluciones decimales desde 10" hasta 10° UFC/mL de Salmonella
y se incubaron con 225 mL de caldo lactosado simple durante 24 horas a 35° C. Para
determinar la cantidad de bacteria inoculada, se realiz6 un recuento de Salmonella con
agar bilisrojo violeta (OXOID) que seincubd por 24 horas a 35° C.

Se continuo con e procedimiento en caldo tetrationato y selenito-cistina, para
lo cual seincubaron las muestras durante 24 horas a 35° C.

Posteriormente se realizd un pasgje a medios selectivos y diferenciales tales
como el desoxicolato citrato (DC) y en xilosa lisina desoxicolato citrato (XLD), a
partir de los cuales se tomaron colonias sospechosas de Salmonella (Colonias blancas,
tranglicidas con o sin centro negro en DC. Colonias con punto negro en XLD) para
identificacion bioquimica (prueba de urea, movilidad, indol, citrato y TSI) y posterior
confirmacion seroldgica empleando el antisuero de Salmonella O antiserum poli A — |
& Vi (31).

Estudio con novabiocina

Inicialmente de la dilucion de 1,5 x 10’ UFC/mL se tomd para redlizar
diluciones con y sin novobiocina, para lo cual se prepard el antibidtico a una
concentracion de 50 mg/L, agregando a los 225 mL de caldo lactosado usado como
pre-enriquecimiento, 2,5 mL de esta solucién, obteniendo una concentracion fina de
0,5 mg/L de novobiocina.

Este estudio se redizd a la mitad de las bolsas con 25 g de lechuga para
comparar el efecto producido por el antibiético contra un control negativo de cada
dilucion. Luego se siguieron los pasos de incubacion en este medio de pre-
enriquecimiento a 35° C durante 24 h, y los posteriores pasos de enriquecimiento, uso
de medios selectivos y diferenciales, bioquimicay serologia (31).
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Se llevo a cabo una serie de pruebas para determinar la concentracion y

cantidad Optima de reactivos para obtener amplificados de la banda del gen invA de

389 pb, comenzando con los parametros indicados en la literatura (14), los cuales se

indican en el cuadro 1, haciendo posteriores modificaciones en cuanto a concentracion

de cloruro de magnesio (MgCl,), concentracién y cantidad de iniciadores.

Cuadro 1. Pruebas realizadas para determinar mezcla adecuada de reaccion

parala amplificacion del gen invA de Salmonella

segun concentracion de reactivos

Protocolosde Trabajo

Reactivos

1 2 3 4 5 6
Buffer 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
MgCl, mM/uL 1,5 2,0 2,0 2,7 1,3 33
dNTPs mM/uL 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Taq polimerasaUl/uL | 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
Iniciadorespug/ul. | 4,0x10° | 8,0x10™ | 2,0x10” | 4,0x10* | 4,0x10" | 4,0x10"
Agua - - - - - -

Para estas pruebas se colocaron las muestras en € termociclador en € cual se

disefio un primer programa de amplificacion de ADN que incluia estas condiciones:

v' Temperatura de desnaturalizacion de 95° C durante 5 min

v' 35 ciclosen los que cadaciclo corresponde a:

e desnaturalizacion a 95° C, 90 segundos.

e aineacion a62° C, 60 segundos.
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e extension a72° C, 90 segundos.

v' Temperatura de extension de 72° C durante 7 minutos

Estos protocolos se evaluaron por medio de electroforesis en gel de acrilamida
a 8%, sin observar la banda en estudio en comparacion a marcador de peso

molecular.

En genera, a redizar una estandarizacion de PCR, las condiciones
experimentales se basan en un protocolo de referencia, que se debe adecuar a las
condiciones propias de cada laboratorio. Basado en este protocolo, se redizan
modificaciones en la mezcla de reaccion, buscando optimizar la amplificacion, las
cuales se realizan por giemplo, en pH, concentracién de MgCl, y en la temperatura de
alineacion. En cuanto pH, en general variade 8,2 a9,0 a 25° C, y debe recalcarse que
este disminuye 0,03 unidades por cada grado centigrado que aumenta. Usando pH 8,3
a 25° C, se obtendra un pH de 7,2 a una temperatura de alineaciéon de 62° C, €l cua es
un pH éptimo para la actividad de la Tag polimerasa que variade 7,0 a 7,5 (30 36).

En el segundo protocolo se observa la primera modificacion: la elevacion de la
concentracion de MgCl,. EI MgCl, es un cofactor importante para la actividad de la
polimerasa, cuya concentracion optima usualmente es de 1,0 a 3,0 mM. A menor
concentracion maés eficiente es la alineacion de los iniciadores. Sin embargo,
concentraciones suboptimas pueden introducir amplificaciones inespecificas, por 1o
que se recomienda la concentracion de 1,5 mM para iniciar la optimizacion. Es
importante considerar que la concentracién éptima de MgCl, puede verse afectada por
la concentracion total de desoxinucledtidos trifosfato o dNTPs, ya que estos Ultimos
unen cationes divalentes, reduciendo la concentracion efectiva de MgCl, (30 36). En
este protocolo, se observa una elevacion de la concentracién de MgCl, sin cambios en
la de los dNTPs, permitiendo una mayor concentracion efectiva de MgCl, con
respecto a primer protocolo.

También se realiz6 una elevacion en la concentracion de los iniciadores. Los

iniciadores son oligonucledtidos sintéticos generalmente de 15 a 30 nuclettidos de
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largo, que son complementarios a una secuencia especifica en € genoma del
organismo de interés, por lo que su secuencia es lo que le brinda la especificidad a la
reaccion de amplificacion. Para e disefio de los mismos se debe tomar en cuenta que
no sea complementario a otros iniciadores en la reaccién, que no tenga secuencias

complementarias en st mismo para evitar laformacion de lazos (30).

La unica modificacion que se observa en e protocolo nimero tres es la
disminucion en la concentracion de los oligonucledtidos, esto debido a que la elevada
concentracion usada en e segundo protocolo puede provocar inhibiciones en la
reaccion y reducir la efectividad de laamplificacion (30).

En los protocolos cuarto, quinto y sexto, se mantuvieron las concentraciones
de los iniciadores, dNTPs, buffer, Tag polimerasa, buscando la concentracion efectiva
de MgCl..

En general, no se realizaron cambios en la concentracion de la Taq polimerasa
en ninguno de los protocolos de prueba. La Tag ADN polimerasa inicialmente se
utiliz6 como una polimerasa termoestable purificada obtenida de Thermus aquaticus,
reemplazada en la actualidad por la version recombinante elaborada de un gen clonado
de este organismo en Escherichia coli. Puede replicar aproximadamente 1 a 4
kilobases por minuto. Su concentracion no se varié de laregistrada en € protocolo de
referencia (14, 30).

Los parametros de temperaturas para la amplificacion implican repetidos ciclos
de diferentes temperaturas. El primer paso es la incubacion a 95° C durante 30 a 60
segundos, antes del cual se puede dar una pre-desnaturalizacion como en este caso,
donde se aplica esta temperatura durante més tiempo para favorecer la
desnaturalizacion de la enzima. Seguidamente se da la alineacion de los iniciadores u
oligonucledtidos, y la temperatura elegida depende de los mismos iniciadores, a
mayor temperatura es mayor la especificidad pero se obtiene menor producto
amplificado. A bgjas temperaturas aumenta la cantidad de productos inespecificos
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aungue aumenta e producto deseado. Para determinar esta temperatura, existe una
formula que puede servir de guia, la cual asigna 4° C por cada par GCy 2° C por cada
par AT: 4(G+C) + 2(A+T) — 5°. Seglin esta formula, para los iniciadores usados, se
recomienda latemperatura de 70° C parael Salm3y 60° C para Salm4. Por ultimo esta
la extension la cual se da a 72° C. Varia en tiempo de 20 a 60 segundos e incluso se
puede extender de 1 a 5 minutos, dependiendo del largo del producto. ElI nimero de
ciclos se establece de 25 a 35, e incluso 40, pero no se recomienda un mayor nimero
debido al riesgo elevado de falsos positivos (30, 36).

Dado que estas modificaciones no fueron suficientes para permitir la
amplificacion del producto deseado (389 pb), se realizaron pruebas para determinar s
se daba amplificacion de Salmonella acoplando la mezcla de reaccion a las
condiciones de amplificacion de Shigella. Por esto se varié €l programa de acuerdo a
las siguientes temperaturas de reaccion:

v' Temperatura de desnaturalizacion: 94° C, 1:30 minutos
v 25 ciclos donde cada uno incluye:

e desnaturaizacion a94° C, 1:30 minutos

e alineacion a56° C, 1 minutos

e extension 72° C, 3 minutos

v' Temperatura de extension final de 72° C durante 5 minutos.

Luego de redlizar una electroforesis en gel de acrilamida a 8% no se observé
amplificacion de las bandas correspondientes a Salmonella, mientras que las de
Shigella si se evidenciaron, de manera que se comprueba la efectividad delaPCR y la
electroforesis para la observacion del producto amplificado para Shigella, pero no para
Salmonella.

Por esta razon se realizaron cambios en la mezcla de reaccion, asi como en el
programa de temperaturas y tiempos del termociclador para la amplificacion de

Salmonella como se indica a continuaci on:
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Cuadro 2. Mezcla dereaccién utilizada para evaluar efectividad de PCR-

“touchdown” paraladeteccién del gen invA de Salmonella spp.

Reactivos Concentracion final Cantidad (uL)

Buffer TrissHCL pH 8,3 1X 25
MgCl, 2,0 mM/uL 2,0

dNTPs 0,2 mM/uL 0,5

Taq polimerasa 0,024 Ul/uL 0,12
Iniciadores 1,0x10° ug/ L 0,5

Agua - 12,12

DMSO 0,25 % 2,5

En esta mezcla se observa principamente e aumento en la concentracion de

los iniciadores para mejorar 1a especificidad de lareaccion, asi como el uso del dimetil
sulféxido (DM SO Sigma). EI DM SO permite optimizar la sensibilidad de la PCR a

desestabilizar los puentes de hidrégeno presentes entre las bases en cadenas opuestas

de la doble hélice, desestabiliza el ADN vy facilita la amplificacion, con la desventgja

que puede originar productos inespecificos (30, 37).

También se modificé €l programa de amplificacion de ADN que incluy6 las

siguientes condiciones:

v' Temperatura de desnaturalizacion de 94° C durante 3 minutos

v' 10 ciclos en donde se emplea € “touchdown” empezando con 94° C para la

desnaturalizacion, unatemperaturainicial de alineacion de los iniciadores de 65° C

(menos 1° C por ciclo) y unatemperatura de extension de 72° C.

v' 25 ciclos utilizando las mismas temperaturas de desnaturalizacion y de extension

pero con temperatura de union de 55° C.

Con lainclusion del paso correspondiente a “touchdown” se busca mejorar la

reproducibilidad en cuanto a mejorar el grado de deteccion de cepas de la misma

especie y facilita la diferenciacion de otras bacterianas diferentes a Salmonella,
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mejorando asi |a especificidad (35).

Debido a que este trabagjo forma parte de un proyecto para estandarizacion de
PCR para la deteccion de bacterias patégenas en alimentos que incluye Shigella, se
determiné la efectividad de la reaccion corriendo en conjunto con ésta bacteria,
haciendo para la misma las correcciones en cuanto a concentraciones de iniciadores
correspondientes a Shigella. Se corrio e producto amplificado por PCR en una
electroforesis en gel de acrilamida 8% a 180 voltios, durante 120 minutos. Para ambas
bacterias se observé amplificacion. A partir de este momento se inicié la evaluacién
de reproducibilidad, especificidad y presencia de inhibidores en las muestras de
lechuga, para las cuales se muestran los resultados a continuacion, en las pruebas

evaluadas mediante electroforesis en gel de agarosa 2%.

1.2 Estudio de Reproducibilidad

Se redlizd un estudio con las cepas de Salmonella obtenidas del laboratorio de
Microbiologia de Aguas y Alimentos de la Universidad de Costa Rica, asi como con
cepas de la bacterioteca del Instituto de Investigaciones en Salud, indicadas en €l
Apéndice 1, para evaluar la reproducibilidad de la PCR en la deteccion de diversas
especies de Salmonella. Se analizaron 30 cepas bacterianas las cuales amplificaron

parael gen invA como se observaen lasfiguras1, 2y 3.

123 456 7 8 9 10 11 1213 14

500
389

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 2% para la determinacion de la
reproducibilidad de la PCR. 1. Control Negativo; 2. Cepa 16; 3. Cepa 35; 4. Cepa
53; 5. Cepa 59; 6. No hay muestra, 7. Cepa 83; 8. Cepa 130; 9. Cepa 137; 10. No
hay muestra; 11. Marcador molecular; 12. Control Positivo; 13. Cepa 21; 14.
Cepa.36.
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa 2% para la determinacién de la
reproducibilidad de la PCR. 1. Cepa 135; 2. Cepa 95; 3. Cepa 150; 4.
Cepa 87; 5. Cepa 112; 6. Marcador Molecular; 7'y 8. No hay muestra; 9.
Cepa 114;. 10. Cepa 122; 11. Cepa 33; 12. Cepa ATCC 6539; 13. Cepa
ATCC 19023; 14. Cepa ATCC 13076 (Control Positivo); 15. Control
Negativo

12 3 456 7 89 101112 13 14 15
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa 2% para la determinacién de la
reproducibilidad de la PCR. 1. Control Negativo; 2. Control Positivo; 3.
Marcador Molecular; 4. Cepa 9; 5. Cepa 23; 6. Cepa 31; 7. No hay
muestra; 8. Cepa 41; 9. No hay muestra; 10. Cepa 49; 11. Cepa 50; 12.
Cepa 73; 13. Cepa 82; 14. Cepa 123; 15. Cepa 146.

1.3 Estudio de especificidad

En d estudio de especificidad, se evalué con esta mezcla de reaccion, la
positividad por diferentes especies de Salmonella como se indico en € apartado
Métodos de Trabgjo, siguiendo e esquema de trabgo de la PCR-touchdown. Se
realizaron posteriormente electroforesis en gel de agarosa 2% para determinar la
presencia de la banda de estudio (389 pb). No se observaron bandas que
correspondieran a gen invA en estudio, de manera que se verifica la especificidad de
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la reaccion por Salmonella, sin embargo, se evidenciaron también bandas
inespecificas, pero que no interfieren con la interpretacion del resultado (figuras 4 y
5).

123456 7 891011121314151617181920

389

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa 2% para la determinacion de la
especificidad de la PCR. 1. Control Negativo; 2. Plesiomonas
shigelloides; 3. Marcador Molecular; 4. Proteus mirabilis; 5.
Pseudomonas aeruginosa; 6. Citrobacter freundii; 7. Aeromonas
hydrophyla; 8. Pseudomonas diminuta; 9. Moraxella phenilpiruvica; 10.
Saphylococcus aureus; 11. Escherichia coli 64111; 12. E. coli 286; 13. E.
coli 75688; 14. E. coli 34420; 15. E. coli 341; 16. E. coli 25922; 17. E.
coli (EPEC) 011; 18. Vibrio cholerae; 19. Shigella sp.; 20. Control
Positivo

12 3456 7 8 9101112 13 14 15161718
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa 2% para la determinacion de la
especificidad e inhibidores (en lechuga) de la PCR. 1. Control Negativo; 2.
Marcador Molecular; 3. Shigella flexneri; 4 Shigella sonnei; 5.
Enterobacter cloacae; 6 y 7. No hay muestra; 8. Control Ambiental; 9.
Control Negativo Lechuga; 10 y 11 Dilucién 102; 12 y 13 Dilucién 103; 14
y 15 Dilucién 104; 16 y 17 Dilucién 105; 18. Control Positivo.
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1.4 Estudio deinhibidores

En e estudio por inhibidores, se observé e producto amplificado
correspondiente a Salmonella en las muestras de lechugas inoculadas con diluciones
bacterianas, asi como en las diluciones preparadas con caldo lactosado hasta 107
UFC/mL. No hay inhibidores que interfieran con la PCR en los sustratos usados para
la deteccion en e aimento de estudio (muestras de lechuga asi como € caldo
lactosado que constituye € medio de pre-enriquecimiento), tal y como se muestra en

lasfiguras5y 6.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

389

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa 2% para la determinacion de
inhibidores de la PCR en el caldo lactosado. 1. Marcador Molecular; 2.
Dilucién 10”; 3.Dilucién 106; 4. Dilucion 105; 5. Dilucién 104; 6.
Dilucion 103; 7. Dilucién 102; 8. Dilucion 101; 9. Control Negativo; 10.
Marcador Molecular; 11. Control Positivo.

2. Cultivo Tradicional

Se redlizaron estudios usando novobiocina con € fin de obtener mayor
crecimiento bacteriano inhibiendo otra flora bacteriana que pueda interferir en la
recuperacion de Salmonella. Sin embargo, luego de las incubaciones en los medios
necesarios para su identificacion (XLD y DC), se observé una diferencia en cuanto a
aislamiento de Salmonella en diluciones mayores (de 10 a 10%) entre el recuento de
colonias de las diluciones bacterianas provenientes de la incubacion en caldo
lactosado con y sin novobiocina a una concentracion de 50 mg/L. Esta prueba se
realiz6 por duplicado (ver cuadro 3).
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Cuadro 3. Recuento aproximado de colonias sospechosas de Salmonella spp. a
partir de medios diferenciales con y sin antibiético

XLD DC
Dilucién
Con novobiocina | Sin novobiocina | Con novobiocina | Sin novobiocina
10’ 98 120 70 80 111 89 60 72
10° 65 70 26 22 70 63 66 57
10° 59 45 21 20 35 38 50 49
10* 19 15 7 3 30 26 51 33

A dichas muestras se les realizé identificacion bioquimica, verificando en cada
plato cepas sospechosas de Salmonella que presentaran en TSI K/A con H,S, indol
negativo, citrato positivo, urea negativa, movilidad positiva. Muestras con estas
caracteristicas se verificaron por serologia, concluyendo que todas eran positivas e
identificables como Salmonella spp.

Debido a que & procedimiento anterior se comprobd por duplicado con
muestras diluidas hasta 1,5 x 10* UFC/mL, se realizaron nuevas diluciones para
determinar el limite de deteccion, asi como el aislamiento con novobiocina.

A partir de un inéculo inicial de 1,1 x 10° UFC/mL, se llev6 hasta 1,0 x 10
UFC/mL, con y sin & antibiotico. En la lectura de los medios diferenciades se

obtuvieron los siguientes resultados:

Cuadro 4. Recuento aproximado de colonias sospechosas de Salmonella spp.

apartir de medios diferenciales con y sin antibiotico

XLD DC
Dilucion
Con novobiocina | Sin novobiocina | Con novobiocina | Sin novobiocina
10° 17 35 35 45 21 19 42 37
10* 11 23 27 33 9 11 30 32
10° 10 12 30 27 9 6 38 14
10° 1 2 4 1 2 0 7 3

Dichas colonias se identificaron como Salmonella spp., luego de la
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caracterizacion biogquimica y serolégica. No se observa gran diferencia en la
recuperacion bacteriana a partir del uso del antibiético con respecto a las muestras no
tratadas con novobiocina en estas Ultimas diluciones (cuadro 4).

Las muestras tratadas con novobiocina y no tratadas se usaron para redizar la
técnica de PCR y no amplificaron las que contenian el antibidtico; la novobiocina es
un antibidtico natural (quinolona), producido por Streptomyces, usado en muestras de
alimentos parafacilitar el aislamiento de patégenos a inhibir la flora competidora. Su
accion se da sobre Gram positivos, siendo inhibidor inespecifico de la ADN
topoisomerasa Il, la cua es una enzima implicada en e desenrrollamiento vy
decatenacion del ADN, lo que es necesario para su replicacion (38); esto puede

explicar porqué tal antibidtico esinhibidor de lareaccion de amplificacion.

Se observé la obtencion de resultados en menor tiempo a través del uso de la
PCR en comparacion a método de cultivo tradicional, para el cua se observaron
colonias sospechosas que se identificaron como Salmonella spp. hasta la dilucion
1x10* UFC/mL. A través de la amplificacion, se determin presencia— ausenciaen las
diluciones bacterianas sin novobiocina, en las cuales se observé positividad hasta la
dilucion realizada en lechugas de 1x10* UFC/mL.

En € presente trabgjo se determind que existe el mismo limite de deteccion
(1x10? UFC/mL) para ambos métodos y que la diferencia se establece con base en el
tiempo necesario para la deteccion de cepas bacterianas, lo cual se traduce a la larga
en proteccion a consumidor en cuanto a determinacion temprana de posibles
patdgenos en alimentos, tomando en cuenta principalmente que la técnica molecular
permite detectar factores de virulencia necesarios para Salmonella invasora, sin los
cuales se ha observado reduccién de su capacidad de invasion a células epiteliales
experimentalmente.



29

Conclusiones

La amplificacion de ADN por medio de la PCR es un método eficaz para
detectar en forma rapida patdgenos presentes en muestras, incluyendo
alimentos como la lechuga, en comparacion al método de cultivo tradicional

gue requiere mas tiempo para obtener resultados (minimo 5 dias).

Se obtienen resultados reproducibles y especificos a través de la PCR,
comparando muestras procesadas por este método asi como por €l método de

referencia

El procedimiento de “touchdown” es un paso que puede optimizar la
reproducibilidad y especificidad de una reaccion de amplificacion por PCR,
como se observé en e presente trabajo, donde facilitd la observacion del gen
en estudio (invA) a proporcionar mayor especificidad de unién dentro de las

condiciones de reaccion que se emplearon.

Se observd e mismo nivel de de deteccion en e méodo de referencia
utilizando muestras de lechuga inoculadas con cantidades conocidas de
bacteria, y e método molecular utilizado; esto permite indicar que se logro una
correcta estandarizacion de la PCR al igualar € limite de deteccién obtenido a
través del método de cultivo tradicional de Salmonella, a partir de las mismas

muestras de alimentos.

La utilizacion de la novobiocina aunque se recomienda en el método de cultivo
tradicional como inhibidor de flora bacteriana diferente de Salmonella presente
en las muestras complgas de estudio, se observo que no facilita el aislamiento
de esta bacteria al emplear atas diluciones de la misma, pues no se observo
diferencia en los resultados a partir de la comparacion entre muestras

enriquecidas con y sin el antibidtico.
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Dada su capacidad de inhibir la topoisomerasa ll, €l uso de la novobiocina no
es recomendado en procedimientos que incluyan la utilizacion de la PCR, ya

que esinhibidor de lareaccion de amplificacion.

El uso de medios de pre-enriquecimiento establecidos en la técnica de
referencia para muestras como las lechugas (caldo lactosado) no interfiere o
inhiben la PCR al igual que € sustrato presente en las muestras de lechuga.
Por esto se puede indicar esta técnica como adecuada para la deteccion de

Salmonella a partir de este tipo de muestras.

La deteccion a través de la PCR del gen invA presente en cepas de Salmonella
invasoras, constituye una gran ventgja sobre el método de cultivo tradicional,
para identificar la positividad en muestras de alimentos por aquellas bacterias

gue pueden ser capaces de causar patogenicidad en humanos.
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Apéndice

Cepas bacterianas empleadas en estudios de especificidad, reproducibilidad

einhibidores segun laboratorio de procedencia

Cepas Bacterioteca INISA

Cepasdonadas por Facultad de
Microbiologia

Salmonella 021

Salmonella 031

Salmonella 033

Salmonella 036

Salmonella 041

Salmonella 049

Salmonella 050

Salmonella 095

Salmonella 146

Salmonella ser Enteritidis ATCC 13076
Escherichia coli ATCC 25922
E. coli 341

E. coli LT+ 286

E. coli ST+ 64111

E. coli ST+/ LT+ 75688

E. coli ST-/LT- 34420

E. coli (EPEC) 011

E. coli 25922

Shigella flexneri 397

S flexneri (OP)

S sonnei 433

Enterobacter cloacae 296
Citrobacter freundii 294
Moraxella phenylpyruvica 136
Proteus mirabilis 13

Vibrio cholerae 56
Pseudomonas aeruginosa 28
P. diminuta 230

Plesiomonas shigelloides 212
Aeromonas hydrophyla 35
Saphylococcus aureus ATCC 22923

Salmonella 009
Salmonella 016
Salmonella 023
Salmonella 035
Salmonella 053
Salmonella 059
Salmondlla 073
Salmonella 082
Salmonella 083
Salmonella 087
Salmondlla 112
Salmonella 114
Salmonedlla 122
Salmonella 123
Salmondlla 130
Salmonella 135
Salmondlla 137
Salmonella 150
Salmonella typhi ATCC 6539
Salmonella ser. Typhimurium ATCC
19023
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