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Lainocuidad de los alimentos es la ausencia, o niveles segu-
rosy aceptables, de peligro en los alimentos que pueden da-
fiar la salud de los consumidores. Los peligros transmitidos
por los alimentos pueden ser de naturaleza microbioldgica,
quimica o fisica. Y es fundamental mantener la inocuidad
en cada etapa de la cadena alimentaria, desde la produccion
agricola hasta el consumo (CDC, 2018). Segutin la Organiza-
cién Mundial de la Salud, las enfermedades transmitidas
por los alimentos constituyen una importante causa de
morbilidad, mortalidad y un significativo impedimento al
desarrollo socioeconémico en todo el mundo (OMS, 2017).

Los métodos microbioldgicos utilizados cominmente
en la deteccién de estos patdgenos tienen varias limitacio-
nes, por ejemplo, requieren mucho tiempo, son laboriosos,
carecen de especificidad y existe la falta de discriminacion
entre cepas patdgenas y no patdgenas (Gui y Patel, 2011). La
deteccién y enumeracion de microorganismos en los ali-
mentos son una parte esencial de cualquier control de cali-
dad o plan de seguridad alimentaria (Lopez-Campos et al,
2012). Esta situacién ha conducido al desarrollo de nuevas
tecnologias para obtener resultados m4s precisos y rapidos,
como el uso de métodos moleculares para caracterizacion
microbioldgica.

Las técnicas moleculares sirven para comparar el orden
de los 4cidos nucleicos de dos 0 mds microorganismos, es
decir, las caracteristicas o polimorfismos genéticos. Esta
composicién permitird reconocer las caracteristicas espe-
cificas de cada microorganismo, cémo se relacionan y dife-
rencian de otros. La hibridacién de una sonda especifica, el
andlisis de ADNTr y la reaccién de cadena de polimerasa fue-
ron las primeras técnicas moleculares utilizadas, y a través
del tiempo han sido perfeccionadas para ser mas eficientes
y accesibles (Angarita et al, 2017). Por lo cual, ha ido en au-
mento su uso para la caracterizacién de microorganismos
patdgenos que representan un problema a nivel mundial.
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ENFERMEDADES TRANSMITIDAS
POR ALIMENTOS: UN
PROBLEMA A NIVEL MUNDIAL

Las enfermedades transmitidas por alimentos son un
problema global, son la causa de enfermedades y morbili-
dad, lo cual genera perjuicios a los consumidores, un gas-
to econdmico para las familias y gobiernos y un impacto
en la comercializacion globalizada de productos. Esto ha
generado un costo de 95,200 millones de ddlares en pér-
didas totales de productividad al afio y 15,000 millones de
ddlares anuales en tratamiento de dichas enfermedades
(Banco Mundial, 2018). En 2015, los alimentos contamina-
dos ocasionaron 600 millones de casos a nivel mundial
y 420,000 muertes (OMS, 2019). En México, en 2017, se
presentaron 8,285 casos de intoxicacién alimentaria bac-
teriana (Secretaria de Salud, 2017).

Se han identificado mds de 250 enfermedades trans-
mitidas por alimentos, la mayoria de ellas son infecciones
producidas por una variedad de bacterias, virus o parasi-
tos que penetran en el organismo a través del agua o los
alimentos y pueden ser de cardcter infeccioso o téxico.
Entre los principales agentes causales de este tipo de en-
fermedades se encuentran Campylobacter spp., E. coli'y

Salmonella entérica no tifoidea (OMS, 2015). En México,
las principales enfermedades transmitidas por alimentos
son la salmonelosis, la fiebre tifoidea y las intoxicaciones
alimentarias por bacterias (Secretaria de Salud, 2017).

Las enfermedades transmitidas por alimentos son
un problema de salud publica en todo el mundo. La in-
cidencia ha ido en aumento debido a la globalizacidn, los
cambios de habitos alimenticios, surgimiento de nuevas
formas de transmision, el aumento de la resistencia de
los patégenos a los antimicrobianos y la heterogeneidad
dentro de una misma especie (Sousa y Pereira, 2013). Las
poblaciones mds vulnerables son nifios, mujeres embara-
zadas, ancianos y personas de escasos recursos, ademds
se generan pérdidas econdmicas y grandes costos a los
servicios de salud (Forero et al, 2017). Por esto es impor-
tante la identificacién de cepas causantes de brotes in-
fecciosos, detectar la transmisién cruzada de patdgenos,
determinar la fuente de infeccion y reconocer cepas par-
ticularmente virulentas de cada especie (Rodriguez et al,
2009).
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DESVENTAJAS DE LAS TECNICAS
CONVENCIONALES PARA LA DETECCION
DE PATOGENOS

Los métodos de diagndstico convencionales se basan en
la capacidad de crecimiento de los microorganismos en
condiciones artificiales. En general, las muestras implican
el cultivo en medios de preenriquecimiento y enriqueci-
miento, o placas de agar selectivas, para detectar o aislar
especies microbianas especificas, y se complementan con
pruebas bioquimicas, morfoldgicas o seroldgicas para su
confirmacién (Dinesh y Ambarish, 2009; Mandal et al,
2011). Estos métodos son muy sensibles, ficilmente adap-
tables, econdmicos y se puede obtener informacién cuali-
tativay cuantitativa sobre las poblaciones microbianas pre-
sentes en la muestra (Sousa y Pereira, 2013). Sin embargo,
las muestras provienen de cultivos mixtos de microorga-
nismos que pueden incluir varias especies patdgenas, pero
también flora normal. En la mayoria de los casos se deben
realizar procedimientos de aislamiento para obtener cul-
tivos puros y los resultados se obtienen en 1-3 dias y hasta
7-10 dias para la confirmacién (Dinesh y Ambarish, 2009;
Mandal et al, 2011). Por lo tanto, se requiere mucha mano
de obra y mucho tiempo para la identificacién de microor-
ganismos.

El andlisis microbioldgico de los alimentos sigue sien-
do una tarea dificil para practicamente todos los ensayos
y tecnologias, especialmente para las especies patdgenas
particulares. Los problemas pueden deberse a la comple-
jidad de las matrices y composicién de los alimentos, la
distribucién heterogénea de bajos niveles de patdgenos, el
estrés sufrido por los microorganismos durante el proce-
samiento de los alimentos, la presencia de bacterias de la
microbiota normal, especialmente en alimentos crudos,
y las poblaciones microbianas pueden abarcar células se-
nescentes o latentes que son viables pero no cultivables,
debido al procesamiento al que se sujeta el alimento, lo
que imposibilita el uso de los métodos de cultivo como
herramienta de diagnéstico (Lépez et al, 2012; Palomino y
Gonzélez, 2014). Por lo que el uso de métodos moleculares
puede ayudar a contrarrestar estos inconvenientes, esto re-
presenta alternativas rapidas y sensibles para la detecciéon
de microorganismos.
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METODOS MOLECULARES
UTILIZADOS EN LA ]
IDENTIFICACION DE PATOGENOS
TRANSMITIDOS POR
ALIMENTOS

En la actualidad, los métodos moleculares para la identifi-
cacién de microorganismos patégenos en alimentos son
muy importantes debido a que presentan gran especifici-
dad, sensibilidad, rapidez y, ademds, pueden ser automa-
tizadas. El uso de métodos moleculares ha permitido la
identificacién de nuevos microorganismos presentes en
los alimentos, asi como el estudio de poblaciones micro-
bianas sin aislamiento previo y la deteccién de microor-
ganismos altamente patdgenos. Las técnicas moleculares
son de gran utilidad para el reconocimiento de brotes ori-
ginados por alimentos contaminados con patdgenos, las
cuales permiten la identificacion de las probables fuentes
de contaminacion, hasta llegar a su reservorio y las vias de
transmisién (Boric, 2008).

Los primeros métodos de identificacion molecular
fueron la hibridacién con una sonda especifica, el andlisis
de secuencias del ADNTr 16S, la hibridacién ADN-ADN y el
andlisis del polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion. La identificacién por medio de técnicas mole-
culares se basa en la composicion constitutiva de los dcidos
nucleicos. Cabe mencionar que hay otras técnicas que han
demostrado buenos resultados en la deteccion e identifi-
cacién de microorganismos patdgenos en los alimentos,
como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), bio-
sensores, electroforesis en gel en campo pulsado (PFGE),
microarreglos, la pirosecuenciacién 454, entre otros (Palo-
mino y Gonzdlez, 2014). Cada vez es mas fécil la utilizacion
de este tipo de técnicas, algunas ademads de ser utilizadas
en el laboratorio también pueden usarse en sitios de obser-
vacion, lo cual les da una gran ventaja frente a las técnicas
convencionales para la identificacion de los microorganis-
mos patdgenos en los alimentos.
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APLICACIONES DE LAS
TECNICAS MOLECULARES EN
INOCUIDAD ALIMENTARIA

Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

En el diagnéstico molecular microbioldgico es utilizada
para el recuento de patdgenos transmitidos por alimen-
tos. La reaccion en cadena de la polimerasa es una técni-
ca en la cual, a partir de una copia de ADN a amplificar, se
obtienen millones de copias, lo cual permite su deteccién;
actuando varias proteinas necesarias para la sintesis de
nuevas hebras de ADN. Es una técnica facil y rdpida de utili-
zar, se requieren de 2 a 3 horas para llevarla a cabo. Existen
varios tipos de PCR que son utilizados en la identificacion
de microorganismos patdgenos en alimentos entre los
que se encuentran PCR-estdndar, PCR-anidada, PCR-in
situ, PCR-ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(PCR-ELISA), PCR-transcripcién reversa (PCR-RT), entre
otras (Mas, 2016).

La PCR anidada comprende dos rondas de amplifica-
cién con diferentes pares de primers en cada una. Prime-
ro se realiza una reaccion con los primers externos para
amplificar una regién de DNA m4s extenso, que contiene
el segmento diana. Posteriormente, con este producto de
amplificacion, se ejecuta una segunda PCR con los inter-
nos para amplificar la region especifica. La especificidad
aumenta porque los primers sdlo hibridardn en un sitio
dentro de la molécula y el resultado serd una tinica banda
(Camacho, 2017). La PCR in situ consiste en una reaccion
de PCR en secciones de células, donde los productos pue-
den visualizarse en el sitio de amplificacién y se realiza so-
bre preparaciones fijas en un portaobjetos. En la técnica se
efectia una primera amplificaciéon de ADN blanco y una
deteccién mediante hibridacién in situ convencional con
sondas de ADN/ARN (Martinezy Silva, 2004). La PCR-RT se
utiliza para estudiar la expresion de ciertos genes de interés
realizando la amplificacién partiendo del ARN. PCR-ELISA
implica la incorporacién de nucleétidos marcados quimi-
camente en el amplicon de PCR y posteriormente la de-
teccion del producto de PCR con el complejo de anticuer-
po-enzima que reconoce el marcador quimico presente en
los nucleétidos incorporados (Hong et al, 2003).

Existen pruebas comerciales de PCR para patdgenos
relacionados a alimentos (Salmonella, Listeria monocyto-
genes, E. coli O157:H7, Campylobacter, entre otros). Se han
utilizado pruebas basadas en la PCR en tiempo real parala
identificacién de E. coli en alimentos como hamburgue-

sas y brochetas de carne, la técnica se llevé a cabo en un
promedio de 24 horas. A su vez, también la PCR-RT se ha
utilizado en carnes y productos cdrnicos para la deteccién
de Salmonella spp. Asimismo, se han utilizado pruebas
de PCR para la identificacién de Listeria monocytogenes
en leche y productos lacteos (Gouws y Liedemann, 2005).
Kasturi y Drgon (2017) analizaron 1741 muestras de dife-
rentes empresas dedicadas al procesamiento de alimen-
tos, en las cuales lograron detectar, con PCR-RT, 55% mads
positivos de Salmonella spp. que utilizando el ensayo de
enzimoinmunoanadlisis (VIDAS-Vitek®). También se ha
utilizado PCR-RT en conjunto con un pretratamiento para
la deteccién de células viables, pero no cultivables de E. coli
O157:H7 en agua embotellada y lograron excluir el efecto
de las células muertas (Cao et al, 2019). La técnica de PCR
multiple permite la deteccién simultdnea de varios agen-
tes patdgenos en un alimento, por ejemplo, se utilizé este
tipo de técnica en muestras de alimentos permitiendo la
identificacion de 11 especies bacterianas distintas y Helico-
bacter pylori (Kawasaki et al, 2005). Esta técnica permite
una identificacién mas rapida y especifica de los patégenos
asociados a los alimentos.

Biosensores

Los biosensores estdn recubiertos con una capa de recono-
cimiento bacterial que puede ser un anticuerpo, ADN, en-
zima o combinaciones entre ellos. Los cuales se unen a los
microorganismos de la muestra analizada, esto ocasiona
modificaciones electroquimicas que pueden medirse como
una senal. Su intensidad es directamente proporcional a los
niveles de patdgenos (Hakovirta et al, 2008). Los biosenso-
res han sido aplicados en la deteccién de patégenos presen-
tes en alimentos debido a que pueden detectar varios tipos
de bacterias patdgenas. Se ha desarrollado un biosensor
para la deteccion de patdgenos en carne (Campylobacter; E.
coliy Salmonella), el cual permite realizar pruebas de con-
trol rdpidas y sensibles en la planta de procesamiento de
dichos productos (Kawasaki et al, 2005). Li et al. (2012) pro-
pusieron una estrategia rdpida y sensible para la deteccién
de Salmonella integrando la extracciéon simple de ADN y
PCR con un sensor de ADN electroquimico basado en el gen
invA, selogro detectar S. Typhimurium en un rango de 10 a
105 UFC/mL sin necesidad de preenriquecimiento. En 2018,
Hashemi'y Forouzandeh disefiaron un nuevo biosensor que
puede detectar directamente el ADN de las bacterias, este
método no requiere amplificacion, tiene alta sensibilidad y
es un sistema rdpido en comparacién con los métodos con-
vencionales @ h). Los biosensores pueden basarse en ADN,
enzimas, anticuerpos y receptores, los cuales les permiten
la deteccién de patdgenos como Bacillus cereus, Campylo-
bacter, E. coli Salmonella Typhimurium, entre otros. Ha
demostrado ser un método eficiente y rapido en la identifi-
cacion de patdgenos.
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Microarreglos

Los microarreglos son un conjunto de sondas moleculares (oligonucleédtidos
sintéticos, clones de ADN o productos de PCR) fijadas sobre un soporte sélido
(portaobjetos, Gene-chip o chips microelectrénicos). Se purifica el dcido nucleico,
posteriormente se realiza su marcado (radioactivo o fluorescente), se procede a su
hibridacién y lavados, se realiza la medicién de la sefial utilizando un escéner (Do-
ménechy Vila, 2014). Varios microarreglos se han desarrollado para los patégenos
implicados en brotes transmitidos por alimentos. Se han utilizado microarreglos
para la deteccion y caracterizacién de bacterias patdgenas como Yersinia, Cam-
pylobactery Salmonellaen carne de cerdo (Palomino et al, 2014). En otras inves-
tigaciones se han utilizado para identificar 23 patdgenos presentes en alimentos,
siendo una gran ventaja de este método que permite amplificar el ADN de dife-
rentes microorganismos en una sélo muestra (Wang et al, 2008). En un ensayo de
microarreglos se distinguio a Yersinia pestisy Bacillus anthracis de otras especies
bacterianas probadas experimentalmente y se identificaron correctamente las
sondas de oligonucledtidos especificas de ¥ pestisusando ADN extraido de mues-
tras de leche inoculadas. Los resultados sugieren que puede ser una herramienta
de diagndstico potencialmente util para detectar y confirmar la presencia de bac-
terias en los alimentos (Goji et al, 2012).

Electroforesis en gel de campo
pulsado

La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) se ha utilizado para la caracte-
rizacién de Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Salmonella, Shigells,
E. coli O157:H7, Vibrio cholerae, entre otros patdgenos transmitidos por alimen-
tos. En la actualidad, la PFGE es considerada como el estdindar de oro parala pro-
duccién de huellas dactilares de ADN para un aislado bacteriano. Este método
consiste en la separacion de moléculas grandes de ADN alternando la direccién
de la corriente eléctrica de una manera pulsada. Se han desarrollado protocolos
de PFGE especificos para cierto tipo de bacterias, por ejemplo, en el PulseNet se
pueden encontrar protocolos de bacterias patdgenas transmitidas por alimentos
(Campylobacter jejuni, Vibrio cholerae, E. coli 0157, Salmonella, entre otras). Pul-
seNetes una red nacional de Estados Unidos que conecta los casos de enfermeda-
des transmitidas por alimentos para detectar brotes, utilizando PFGE como una
herramienta parala deteccién de las bacterias patdgenas (CDC, 2019). Este método
es util en investigaciones de brotes trasmitidos por alimentos. Se ha realizado la
tipificacion por medio de PFGE de cepas de Campylobacteraisladas de alimentos
de origen animal (cerdo, aves de corral, pavo, ovejas y corderos) relacionadas con
brotes originados por el consumo de este tipo de alimentos (Silva et al, 2016; Lahti
etal,2017).

CONCLUSIONES

Las técnicas moleculares presentan mayor ventaja frente a las técnicas conven-
cionales de cultivo para la deteccién e identificacién de microorganismos patdge-
nos presentes en alimentos, son mas especificos, sensibles y se realizan en menor
tiempo. Por lo cual han ido en aumento en los tltimos afios, permitiendo una me-
jor deteccién e identificacién de los microorganismos patégenos en alimentos. Se
ha incrementado el uso y diversificacién de métodos moleculares en microbiolo-
gia de los alimentos, permitiendo escoger cudl es el mejor en la identificacién de
un patégeno en particular. Por lo cual, se propone la estandarizacion y validacién
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de los métodos moleculares utilizados para la identificacién
de microorganismos patdgenos en alimentos debido a que
existen pocas investigaciones respecto a ello.
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