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RESUMEN

Introduccion: Las enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA) constituyen un problema de
salud publica, en ellas se ven implicados
productos de origen animal, vegetal, fuentes de
agua vy alimentos listos para consumo, debido a
su manipulacion y posibilidad de trasmisién de
microorganismos patdgenos principalmente de
tipo bacteriano.

Objetivo: Describir las diferentes técnicas de
diagndstico convencional y molecular empleadas
en la industria alimentaria.

Material y Métodos: Se realizé una busqueda de
articulos de revisién, originales y tesis durante un
periodo de tres meses en inglés, portugués y
espafiol que en su contenido mostraran el uso de
metodologia convencional y molecular para la
identificacion de microorganismos en alimentos

Pagina 513

Este es un articulo en Acceso Abierto distribuido segun los términos de la Licencia Creative Commons Atribucion—
NoComercial 4.0 que permite el uso, distribucién y reproduccién no comerciales y sin restricciones en cualquier medio,
BY NC

siempre que sea debidamente citada la fuente primaria de publicacién.



https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es

Revista Habanera de Ciencias Médicas

Resultados: Los métodos convencionales para la
identificacion de estos microorganismos hacen
uso de protocolos y normas que estdn bien
establecidos, pero requieren demasiado tiempo
para su identificacién y aportan baja sensibilidad
y especificidad en algunos casos; las técnicas
moleculares se plantean como una alternativa
para la
alimentos, al ser rapidas, sensibles y fiables.

evaluacion microbioldgica de los

Conclusiones: las técnicas moleculares se
proponen como una nueva Yy mas rapida

ABSTRACT

Introduction: Foodborne diseases constitute a
health problem in the world, involving products
of animal origin, vegetables, water sources, and
foods ready for consumption. The problem arises
because of the inadequate manipulation of food
and the possibility of transmission of pathogenic
microorganisms, mainly of a bacterial type.
Objective: To describe the different conventional
and molecular diagnostic techniques used in the
food industry.

Material and Methods: A search was carried
though the analysis of review articles, original
articles, and theses during a period of three
months; these articles were written in English,
Portuguese and Spanish. In their content, they
demonstrated the use of conventional and
molecular methodology for the identification of
microorganisms in different types of food.
Results: The conventional methods for the
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alternativa de deteccién de microorganismos,
disminuyen el tiempo para la emisién de los
resultados de dias a horas, identifican factores de
patogenia, virulencia y resistencia a farmacos con
tan solo un montaje, lo que aporta alta
sensibilidad y especificidad.

Palabras claves: patdégeno, enfermedad,
alimentos, transmision, técnicas de diagndstico

molecular.

identification of these microorganisms make use
of well-established protocols and norms, but
require too much time for their identification
and, in some cases, they provide low sensitivity
and specificity. Molecular techniques are
proposed as an alternative for the microbiological
evaluation of food because they are fast,
sensitive and reliable.

Conclusions: Molecular techniques are proposed
as a new and faster alternative for the detection
of microorganisms, reducing the time for the
emission of results from days to hours;
identifying pathogenesis factors, virulence and
drug resistance with only one assemblage, thus
providing high sensitivity and specificity.
Diseases, Food,

Keywords: Pathogen,

Transmission, Molecular Diagnostic Techniques.
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INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA) se definen, segun la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), como todas aquellas
sintomatologias producidas por la ingesta de
agua o alimentos contaminados con agentes
guimicos o microbioldgicos y en algunos casos
originadas por la alteracién de sus propiedades
fisicas,!) constituyen un problema de salud
publica en paises en via de desarrollo, en dénde
se considera una de las principales causas de
morbimortalidad, en paises desarrollados
interfiere con la productividad, elevando los
costos del servicio de salud.?3)

En los ultimos afios se ha incrementado el
numero de casos de ETA en gran parte del
mundo; la principal causa es el aumento del
comercio internacional de los alimentos que
posiblemente puedan estar contaminados, asi
como, el incremento en la migracién de aquellas
personas que estén infectadas favoreciendo la
propagacion, reemergencia y apariciéon de
microorganismos patégenos en los alimentos con
capacidad de generar brotes en la poblacién; esta
situacidon ha obligado a establecer normas que
contemplen y describan la metodologia para el
control de la calidad de los productos
alimenticios para el consumo humano.**

Los productos de origen animal, vegetal, fuentes
de agua y alimentos listos para consumo,
constituyen uno de los principales causantes de
ETA, debido a que representan una forma facil y
nutritiva para los consumidores; durante la
produccidon esta materia prima es sometida a
diferentes procesos térmicos muy cortos y un

alto grado de manipulacién, actividades que se
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convierten en un riesgo potencial para la salud
publica al tener gran probabilidad de adquirir
patdgenos durante la preparacion;>® otra causa
muy conocida de ETA es la contaminacién fecal
del agua utilizada para el riego o procesamiento
de los productos frescos.*

La deteccion de patdégenos en alimentos por
métodos de diagndstico convencional, implica
varias etapas y en muchos casos son eficaces y
con bajos costos, sin embargo, presentan la
desventaja de aportar resultados en dias o
semanas, ser laboriosos en algunos casos y sélo
permiten la identificacion de género y en pocos
casos la especie.78

En los dultimos afios se han implementado
diferentes métodos de deteccidon de patdgenos
en alimentos basado en el andlisis por medio de
espectrofotometria, deteccion de acidos
nucleicos (acido desoxirribonucleico ADN y 4cido
ribonucleico ARN) y biosensores, los cuales
aportan alta sensibilidad y especificidad en
periodos cortos de procesamiento, eliminan las
limitaciones de los métodos convencionales para
la deteccion e identificacion de patégenos
transmitidos por los alimentos, ahorran mano de
obray reducen errores humanos, al contar con un
proceso automatizado; sin embargo, cada uno de
estos métodos presenta sus propias ventajas;® y
limitaciones como el alto costo y el dificil acceso
de todos los |Ilaboratorios de andlisis
alimentario.(19

En Colombia el Instituto nacional de vigilancia de
medicamentos y alimentos (INVIMA) coordina la
red nacional de laboratorios y realiza el proceso

de andlisis de inspeccién, vigilancia y control
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microbioldgico de alimentos y bebidas, para ello
aplica métodos convencionales e inmunoldgicos;
hasta la fecha solo se estan estandarizando
algunas técnicas moleculares para su posterior
aplicacion en el campo.

MATERIAL Y METODOS
Para la presente exploracién se realizd una
busqueda de articulos de revisidon originales y
tesis durante un periodo de tres meses en inglés,
portugués y espafiol que en su contenido
mostraran el uso de metodologias
convencionales 'y moleculares para la
identificacién de microrganismos en alimentos;
se establecié como intervalo las publicaciones

entre los afos 2006 y 2017, en bases de datos:

DESARROLLO

Microorganismos  patdgenos presentes en
Alimentos

Las ETA representan un importante problema de
salud publica a nivel mundial;(11) entre los
microorganismos principalmente involucrados
como contaminantes de alimentos se encuentran
bacterias, parasitos, virus, hongos y levaduras,
gue pueden causar el deterioro de los alimentos
o enfermedades asociadas a su consumo.1?

Las bacterias implicadas en este tipo de
enfermedades se clasifican en dos grupos, el
primero causante de infecciones, que se
multiplican dentro del tracto gastrointestinal,
sus principales representantes son Salmonella

spp, Shigella spp, Vibrio parahemolycus, Yersinia
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Asi pues, el objetivo de esta revision es comparar
y describir los distintos métodos utilizados para la
deteccion e identificacion de microorganismos
patégenos presentes en los alimentos.

Scielo, Doaj, Pubmed, Plos, American Society for
microbiology, Elsevier y Lancet, empleando
palabras claves en inglés validadas en DeCS
(Descriptores en Ciencias de la Salud) y MeSH
(descriptores de Ciencias de la Salud). Se efectud
un analisis bibliométrico de los articulos
encontrados para su clasificacion por tema de
interés, autores y fechas de publicacion

enteropatdgena, Streptococcus spp, entre otros;
y el segundo grupo causantes de intoxicacidn por
produccién de toxinas como Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus y Clostridium
botulinum.3) Los géneros bacterianos de los dos
grupos pueden contaminar el alimento de forma
directa mediante un mal almacenamiento con
otros productos contaminados o por deficiencia
de servicios sanitarios, e indirectamente por su
presencia en materiales, equipos de produccién o
por encontrarse dispersos en el ambiente;'* los
alimentos principalmente involucrados con estos
métodos de contaminacion son aquellos que en
cuyo procesamiento requieren de una alta

manipulaciéon y los considerados listos para el

enterocolitica, especies termdfilas de consumo. (Tabla 1y 2)
Campylobacter spp, Escherichia coli
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Agente

Campylobacter spp

Cronobacter
sakazaki

Escherichia coli

Listeria spp

Salmonella spp

Shigella spp

Streptococcus spp
Vibrio cholerae

Vibrio
parahaemolyticus

Yersinia
enterocolitica

Agente
Arcobacter spp

Bacillus cereus

Clostridium
botulinum

Clostridium
perfringens

Staphylococcus
aureus
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Tabla 1. Bacterias causantes de infeccidn

Alimentos indicados
Carne de aves, res y ovina,

Trigo, arroz, hierbas, especias,
féormulas lacteas

Carne de res, leche cruda, productos
lacteos

Apio, tomates, lechuga, pepino,
patatas, rabanos, leche, quesos
blandos

Carne de aves, res, huevos, productos

lacteos

Mayonesa, vegetales crudos, leche,
aves, productos lacteos

Leche, productos carnicos
Ostras crudas, pescado

Bacalao, sardinas, mejillones, pulpo,
camaron, cangrejo, langosta, ostras y
algas marinas

Carne de cerdo y res, leche, pescado,
agua

Enfermedad que origina
Gastroenteritis (13)

Meningitis infantil, bacteremia y
enterocolitis necrosante (1°)

Diarrea acuosa, colitis
hemorragica, Sindrome urémico
hemolitico (16:17)

Listeriosis (1819

Enteritis, infeccidn sistémica,
fiebre tifoidea y paratifoidea (2021)

Disenteria bacilar, fiebre,
calambres (12

Escarlatina, angina de pecho (13
Célera 12)

Intoxicacion alimentaria,
gastroenteritis, erupciones
cutdneas, sepsis (20

Yersinoisis (13)

Tabla 2. Bacterias causantes de intoxicacion

Alimentos indicados

Carne de aves, res y cerdo, leche, agua

Arroz, especias, productos lacteos y carnicos

Conservas de legumbres y hortalizas,
pescados, frutas, productos carnicos, miel

Carne de res y aves, salsas

Leche cruda, productos lacteos
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Enfermedad que origina

Diarrea, bacteriemia,
endocarditis, peritonitis (22

Diarrea, vémitos (12)

Botulismo (12

Diarrea, dolor abdominal (12

Choque téxico, alergias,
enfermedades autoinmunes (23)
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Diagndstico convencional

Los métodos de aislamiento microbiolégico
actualmente son los mas utilizados en el campo
de la deteccion de microorganismos en
alimentos, sin embargo, presentando una gran
desventaja, debido a su incapacidad de deteccién
de células bacterianas en diferentes fases de
crecimiento. 4

La microbiologia tradicional hace uso de
diferentes métodos para el diagndstico de
deteccion de patégenos, como el pre
medios

enriguecimiento, aislamiento en

selectivos, identificaciéon bioquimica vy, en
algunos casos, caracterizacidon antigénica;?® el
aislamiento e identificacién bacteriana se realiza
en medios de cultivo partiendo de diluciones
seriadas, segun el alimento y los posibles
microorganismos presentes en la muestra que se
va a analizar.(?%)

Para ello existen estandares y politicas
internacionales que proponen criterios de
cumplimiento, como la norma ISO 22000 que
describe la gestion de seguridad alimentaria; en
Colombia el INVIMA establece las caracteristicas
fisicas, quimicas y microbioldgicas minimas para
el expendio de alimentos, contemplando los
diferentes parametros microbiolégicos como la
identificacion de aerobios mesoéfilos (indicador
del nivel higiénico sanitario del alimento), se usa
el agar para recuento de colonias Difco,!?”) de
mohos y levaduras (indicador de contaminacién
ambiental), sembrando por profundidad en agar
Potato Dextrose Agar (PDA) suplementado con
cloranfenicol,?® coliformes totales y fecales
(indicador de contaminacion fecal) por medio del

Numero Mas Probable (NMP) en caldo LMX
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Fluorocult que detecta la presencia de coliformes
por un viraje a color azul verdoso y de Escherichia
coli (E. coli) por medio de fluorescencia.??

Segun el alimento a que se analizar se realizan
pruebas complementarias para la identificacién
Staphylococcus
contaminacion  por

de microorganismos como
aureus (indicador de

manipuladores), Salmonella spp.?® Listeria
monocytogenes; 3% |os métodos de identificacidn
de microorganismos exigentes como los

mencionados anteriormente, requieren
demasiado tiempo ademas de la baja sensibilidad
y especificidad al basarse uUnicamente en
aspectos fisicos y el costo elevado por la
necesidad del uso de cantidades considerables de
insumos de laboratorio.

Pruebas inmunoldgicas

Las técnicas inmunoldgicas se basan en la
interaccién entre un antigeno presente en el
alimento y los anticuerpos (Ac’s) especificos
policlonales o monoclonales incluidos en el Test
de deteccién; a lo largo del tiempo se ha
elaborado gran variedad de Ac’'s para detectar
patdgenos transmitidos por los alimentos y las
toxinas microbianas por medio de diferentes
tipos de ensayo. La adecuada unidon Ag (antigeno)
- Ac depende principalmente de la especificidad
de los Ac’s, la mayoria de los Ac’s policlonales,
son extraidos de conejo o suero de cabra de
diferentes origenes celulares que le confieren
diferentes tipos de especificidad; los Ac’s
monoclonales se dirigen solo contra un Ag
especifico mas sensible, reproducible y fiable al
momento de detectar patégenos en alimentos;
las principales técnicas inmunoldgicas basadas en
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este principio son el ensayo de inmunoabsorcidn
ligado a enzimas (ELISA) que emplea marcadores
enzimaticos para evidenciar la unidn entre el
antigeno y el anticuerpo fijado en la placa, y el
inmunoensayo de flujo lateral, en el cual migra el
microorganismo en un sustrato sélido por accidn
de capilaridad uniéndose a los anticuerpos
especificos y generando una banda colorimétrica;
estas técnicas aportan gran sensibilidad vy
especificidad.(®31,32)

Técnicas con Espectrometria de masas
MALDI-TOF MS

La técnica de MALDI-TOF MS (Matrix assisted
laser desorption ionization — time of flight — mass
spectrometry), en los Ultimos afios se ha utilizado
como una alternativa muy fiable para Ia
deteccion de microorganismos, a partir del
analisis de las proteinas principalmente
ribosomales (2-20KDa), por medio de la creacién
de un espectro de masas especifico para cada
género y especie®3., MALDI-TOF MS se ha
empleado para la detecciéon de diversos
microrganismos en alimentos como fuente de
investigacion, un ejemplo de ello es Bohme
Karola y colaboradores que en el afo 2012, a
partir de productos lacteos aislaron 36 cepas de
clasificacién

S. aureus y obtuvieron su

proteogendmica determindndose como
biomarcadores especificos para la identificacién
rapida y fiable de esta bacteria.333%

Técnicas moleculares para la deteccién de
patégenos en alimentos

Las técnicas en biologia molecular se basan en el
aislamiento y extraccién del ADN bacteriano con
la mayor pureza, visualizando su estado al

fraccionarlo, amplificarlo y determinando la
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ganancia o pérdida de sitios de restriccidn con el
fin de identificar genes que permitan establecer
etiologia, patogenia y posibles resistencias a
antibidticos,®® permitiendo el andlisis a partir de
células en diferentes estadios intermedios
(ejemplo: células viables pero no cultivables).?4
Las industrias alimentarias y los laboratorios de
vigilancia requieren métodos rapidos y sensibles
por el gran numero de muestras que deben
evaluar, los microorganismos tienen que ser
detectados en presencia de la flora
acompafante, cuya composicion y abundancia
variard y dependerd del tipo de muestra y del
alimento implicado; las técnicas moleculares
permiten la deteccién de ADN directamente del
alimento sin la necesidad de medios selectivos
para su aislamiento ahorrando tiempo en el
procesamiento, aunque para obtener mayor
concentracion de ADN se recomienda realizar
una etapa de pre-enriquecimiento, aportando
mayor sensibilidad al analizar las
muestras.(242>36)

Entre las pruebas empleadas con mayor
frecuencia para el andlisis de muestras de
alimentos se encuentran: PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa), qPCR (reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real),
secuenciacion de

microarrays, biosensores,

acidos nucleicos de alto rendimiento
(pirosecuenciacién) y electroforesis en gel de
campo pulsado (PFGE); dichas técnicas varian
segun el tipo de muestra que se analiza, las cuales
se describen a continuacion:

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Es la técnica comunmente usada en el
diferentes

diagndstico molecular de los
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patégenos en alimentos, fue desarrollada hace
mas de 30 afios con el fin de amplificar secuencias
de ADN cromosomal y plasmidico especifico de
cada microorganismo para obtener millones de
copias;©®3”) la PCR minimiza el tiempo de
deteccion e identificacion de microorganismos de
dificil recuperacidn, analisis de diferentes tipos
de muestras, alta especificidad y sensibilidad con
disminucion de tiempo para la emisién del
resultado, consistente en el paso de dias a horas
si se compara con los métodos convencionales,
por esto, es una alternativa prdctica para los
laboratorios clinicos e industriales por lo que se
toma como una herramienta de diagndstico en
los de brotes y control de calidad de los
alimentos. (1025

Se han realizado varios estudios utilizando PCR
convencional para detectar la presencia de
Arcobacter spp en carne aviar, identificaciéon de
los genes asociados a la virulencia de las
diferentes especies(38) e identificar E. coli
enterotoxigénica amplificando las enterotoxinas
(LT y ST); se ha demostrado el porcentaje de
sensibilidad y la rdpida obtencién de resultados
de la PCR; al compararlo con técnicas
microbioldgicas convencionales, la identificacidon
puede tardar aproximadamente de 5-8 dias, en
los que sdlo se llega a identificar el género del
patégeno, pero se siguen desconociendo los
genes asociados a su virulencia.®?

Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo
Real (qPCR)

Esta técnica es una evolucidn de la PCR en la cual
se suprime el paso de evaluacion de los productos
mediante electroforesis en gel de agarosa o
poliacrilamida; combina la amplificacion de
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secuencias especificas de ADN aportada por esta
ultima y fluoréforo con afinidad por el ADN o
sondas marcadas con fluorescencia; para el
marcaje de estas sondas se han desarrollado
diferentes productos quimicos, entre los mas
importantes encontramos el SYBR Green vy las
sondas de hidrdlisis (TagMan).“9) Una de las
ventajas mds grandes que tiene esta variacién de
la PCR es la realizacion en condiciones libres de
contaminacién y poco o nada manipulacion del
operario en el caso de ser automatizado el
ensayo.

En comparacion con la PCR convencional la gPCR
genera resultados cuantitativos en menor
tiempo, aporta mayor sensibilidad y seguridad
para el operario al evitar el uso de reactivos
cancerigenos como el bromuro de etidio;® la
gPCR segln la norma ISO 16140 del 2003 vy la
Asociacion Francesa de Normalizacion (AFNOR)
es un método de cribado alternativo para la
evaluacion de patégenos en alimentos. 24

En diversos estudios se ha empleado la gPCR para
comparar diferentes protocolos de identificacion
de las especies terméfilas de Campylobacter de
muestras obtenidas en animales y alimentos,
identificando y cuantificando las especies
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli,*?
también se han analizado alimentos de venta en
la via publica y de plantas de beneficio,
encontrando Salmonella spp; se concluye asi, que
esta técnica

aporta gran sensibilidad vy

especificidad, ademas de rapidez en Ia
identificacion de patdégenos en alimentos,
considerandose como una técnica de gran
eleccion para el analisis de calidad, gracias a la

emision de resultados cuantitativos.“2)
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Microarrays

Los microarrays presentan un gran potencial para
su uso en el diagndstico, debido a la capacidad de
analizar simultdneamente un gran numero de
secuencias de acidos nucleicos y la deteccién de
multiples dianas genéticas o genomas de
multiples patdégenos en un solo montaje,
diferenciando los  microorganismos  que
presentan una marcada similitud entre si; un
microarrays debidamente disefiado es capaz de
identificar los genes asociados a los factores de
virulencia y a la resistencia a antibidticos; las
sondas deben presentar una elevada
complementariedad para que se produzca la
unién con la secuencia diana a fin de permitir la
deteccion de concentraciones bajas en muestras
complejas con alta sensibilidad,*** lo que
permite analizar 4cidos nucleicos en forma de
ADN y ARNm (acido ribonucleico- mensajero),
por lo que es considerada una prueba de alta
validez, reproducibilidad y sensibilidad.(11:23:43)
Los microarrays de ADN han sido ampliamente
utilizados en el campo de la deteccién de
patégenos transmitidos por alimentos como
Yersinia pestis y Bacillus anthracis;*3) ademas de
bacterias como Sallmonella spp y Escherichia coli
con una gran sensibilidad de deteccién en
concentraciones de 1,0 ng de ADN gendmico; se
concluye que esta técnica es un método
prometedor para aplicaciones en microbiologia
basica, diagndstico clinico, la seguridad
alimentaria, y la vigilancia epidemioldgica.?%)
Biosensores

Los biosensores son dispositivos usados para la
acidos nucleicos,

deteccion de proteinas,

microorganismos, organelos, o tejidos,
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desarrollados en los afios 60 y han evolucionado

con el tiempo;® pueden ser épticos,

electroquimicos, basado en masas,
termométricos, micro mecdnicos o magnéticos,
el mas usado para la deteccion de patégenos en
alimentos son los biosensores dpticos por su alta
especificidad y sensibilidad,®3%) esta técnica se ha
convertido en una gran opcién para identificar
patégenos en la industria alimentaria por su
selectividad, especificidad, amplio espectro, poca
cantidad de muestra y facil manejo.®®
Pirosecuenciacion

Esta técnica fue elaborada por Mostaza Rognaghi
y colaboradores a finales de los afios 90, como
una variante de la secuenciacion de alto
rendimiento de segunda generacidn, con el fin de
aumentar el rendimiento y disminuir su costo;
hoy en dia su aplicacion se basa en el analisis de
agua potable, mutaciones de microorganismos
de interés clinico, resistencia genética,
transferencia de genes y deteccién de patdgenos
en alimentos.*?

La Pirosecuenciacién se ha utilizado en un gran
numero de estudios cuyo objetivo se basa en la
caracterizacién de comunidades microbianas de
productos lacteos, incluyendo leche cruda y
pasteurizada y varios tipos de queso; también se
ha probado en la inhibicidn contra el crecimiento
de bacterias psicrotréficas empleando CO2 como
bacterias

tratamiento, identificando las

principalmente involucradas en la
contaminacién, con un alto rendimiento vy

porcentaje de acierto.”)
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Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)

Técnica desarrollada por Schwartz y Cantor en
1984,
epidemioldgica

que permite la
de

encontrados en un brote; se basa en la migracion

comparacion
los  microorganismos
del ADN por polaridad a través de un gel de
agarosa concentrado, influido por dos campos
de
restriccion; 8% su aplicacién en alimentos se

eléctricos mediante distintas enzimas

basa en subtipificar los microorganismos

implicados en ETA discriminando entre los

diferentes agentes bacterianos

epidemiolégicamente relacionados.®?

Tabla 3. Ventajas y Limitaciones

Técnica Molecular Ventajas

Mayor rapidez (4-24 h Vs 5-7 dias).

ISSN 1729-519X

Se han realizado varios estudios empleando la
PFGE, con el fin de caracterizar la relacidon entre
Salmonella spp causante de infecciones humanas
y sus reservorios animales, identificando algunos
de y
caracterizando genéticamente la toxina Shiga

genes resistencia a antibiéticos,®?
producida por E. coli, aisladas de leche y criaderos
de cabras; se concluye que esta técnica por
medio de patrones relaciona las similitudes
moleculares de las cepas patdgenas de un
microorganismo asocidandolas a las causas de su

transmision.(52)

de las técnicas moleculares

Limitaciones
Inhibidores de PCR.

PCR simple Alta especificidad y sensibilidad. Requiere purificacién de ADN.
Automatizado. Alto costo.
Especifica y sensible.
Amplificacion monitoreada en tiempo
real Alto costo.
) Inhibi la PCR.
PCR Tiempo Real Ciclos rapidos. nhibidores de la PC

Reproducible.

Requiere personal capacitado.
La contaminacién cruzada.

No requiere de post-procesamiento
de los productos de amplificacion.

Rapidez.

Microarreglos

Andlisis multiple.
Alta sensibilidad y especificidad.
Caracterizacién de cada cepa.

Requiere kits o PCR para marcar
los genes blancos.
Alto costo.
Pocas plataformas para estudio
de patdégenos en alimentos.

Alta selectividad y sensibilidad.

Automatizables y miniaturizables.
Reproducibilidad, velocidad en el
analisis y ejecucion en tiempo real.
Andlisis multiple de patdgenos en
alimentos perecederos y
semiperecederos.

Biosensores

Ciertos biosensores pueden
requerir extensos y pre-
tratamiento de las muestras.
Existen pocas plataformas de
biosensores individuales,
disponibles comercialmente.
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Electroforesis en gel
de campo pulsado
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Permite la existencia de varias
configuraciones por la diversidad de
las propiedades transductoras.
Larga vida util de los dispositivos
(materiales estables y resistentes).
En la mayoria de los casos es
innecesario el pre-tratamiento de las
muestras.

Sensible, especifica y precisa.
Secuenciacion sin electroforesis.
Rapido (7-10 h).

Se realiza en tiempo real.
Costos de reactivos mas bajos en
comparacion con otros métodos de
secuenciacion disponibles
actualmente.

Mayor poder de separacion (separa
moléculas inferiores a 50 Kb sin

Los carriles electroforéticos son
perfectamente rectilineos y el patrén
de separacién es independiente de la

posicidn del gel.
Modificada de: (7,9)

distorsidon y hasta moléculas de 2 Mb).

ISSN 1729-519X

No hay deteccidn de células
viables sin pre-enriquecimiento.
Las muestras necesitan estar
preparadas y amplificadas.
Bioinformatica compleja.
Alto costo inicial del
equipamiento.

Asignacion de bandas anormales
para la interpretacién de perfiles
estrechamente relacionados. )

CONCLUSIONES

Los métodos de diagndstico convencional si bien
son procesos estandarizados, poseen esquemas
de facil interpretacion, en su mayoria son fiables
y de bajo costo, presentan su principal limitacion
al momento de requerir gran cantidad de trabajo,
procedimientos largos y periodos de incubacién
gue van de dias hasta semanas contando desde
el procesamiento de la muestra hasta, el cultivoy
su posterior deteccion de Ags (antigenos) en
algunos casos.

Con el avance de la ciencia se han descrito
técnicas moleculares cuyo fin principal es

obtener mejores resultados evaluandose por su

mayor sensibilidad y especificidad, ademas de
reducir cantidad de tiempo invertido y la cantidad
de muestra necesaria para generar un resultado,
afadiendo una evaluacién de patogenia,
resistencia a antibidticos y nexo epidemiolégico;
al ser técnicas mas novedosas y evaluar la parte

molecular, presentan un elevado costo en

equipos 'y
especificos de

reactivos, con requerimientos

espacio y adareas para el
procesamiento de las muestras.

La PCR y la qPCR son los métodos de diagnéstico
molecular mas aplicados en el area de patégenos

en alimentos, han sumado ventajas adicionales a
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esta técnica, entre las que se destaca una mayor
velocidad en la obtencidn de resultados. Sin
embargo, los equipos y reactivos resultan mas
costosos que aquellos empleados en los métodos
tradicionales de cultivo. Esta desventaja es
caracteristica en la mayoria de las técnicas
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