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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) son un problema mundial en
seguridad alimentaria y en salud, debido al aumento considerable de estos ultimos
afios, por consiguiente, ha aumentado la demanda de los métodos de deteccion e
identificacion de patégenos en alimentos que han tenido un gran avance debido a
las mejoras tecnoldgicas. En este estudio se describen las diferentes técnicas de
deteccidon e identificacion, como pueden ser las técnicas convencionales, técnicas
moleculares y otras técnicas, asi como sus ventajas y desventajas de cada una. Las
técnicas convencionales permiten una caracterizacion sobre todo fenotipica del
patégeno con un bajo coste, sin embargo, son métodos laboriosos que necesitan de
demasiado tiempo de deteccion. Las técnicas moleculares permiten la
caracterizacion genotipica o molecular de los microorganismos patdgenos con una
gran especificidad y rapidez de deteccién, pero con la necesidad de equipos
especiales y un alto coste. Como reto futuro, se pretende realizar una mayor
investigacion sobre este tema y desarrollar métodos mas eficaces, baratos y fiables.

Palabras clave: Patdégenos, alimentos, enfermedades ETA, seguridad alimentaria,

deteccion, identificacion, convencional, molecular.

ABSTRACT

Foodborne diseases (ETA) are a mundial problema in food safety and health due to
considerable increase in recent years, therefore, the demand for methods of
detection and identification of pathogens in food has increased, which has had a
great advance due to technological improvements. This study describes the different
detection and identification technigues, such as conventional techniques, molecular
techniques and other techniques, as well as their advantages and disadvantages.
Conventional techniques allow a cheap phenotypic characterization of the pathogen,
however, these are laborious methods that require a long time to detect. Molecular
techniques allow the genotypic or molecular characterization of pathogenic
microorganisms with high specificity and speed of detection, but with the need for
special equipment and high cost. As a future challenge, they intend to carry out more
research on this topic and develop more efficient, cheap and reliable methods.
Keywords: Pathogens, foods, ETA diseases, food safety, detection, identification,

conventional, molecular.



1. INTRODUCCION

Los alimentos son sustancias imprescindibles que ingiere el ser humano con el fin de
obtener nutrientes (hidratos de carbono, lipidos, proteinas, vitaminas y minerales) y
energia a través del proceso de digestion, de ahi que sean sustancias
imprescindibles, ya que una deficiencia o carencia de estos puede dar a una
malnutricion y enfermedades que afecta a la salud del ser humano; una buena
alimentacion sana y equilibrada ayuda a mejorar la salud y calidad de vida de las
personas. Los microorganismos se definen como organismos microscopicos que se
pueden encontrar en multitud de sitios como el suelo, agua, tierra, objetos, en
nuestro propio cuerpo, en los alimentos o incluso se pueden encontrar en lugares y
ecosistemas inimaginables como la Antartida (Madigan, 2015), sin los
microorganismos no seria posible la vida, ya que llevan a cabo reacciones quimicas
importantes para organismos superiores y ademas forma parte de la cadena trofica
de practicamente cualquier ecosistema. Los microorganismos se clasifican en
bacterias y Archaea (procariotas) y Eukaria (todos los procariotas), por ultimo, los
virus también son microorganismos y se encuentran excluidos de la clasificacion
anterior debido a que carecen de una estructura celular tipica y de metabolismo
propio (Carroll et al., 2016). Los alimentos consumidos por los humanos tienen una
gran cantidad de microorganismos (microbioma de los alimentos) algunos
beneficiosos como Lactobacillus o Actinomycetaceae y otros perjudiciales como
Listeria monocytogenes; los alimentos que contienen microorganismos Vivos no
patdgenos se denominan alimentos probidticos (ej:yogur). Una microbiota alta de un
alimento no debe de relacionarse directamente con que el alimento esté
contaminado, dado que puede estar formado en su totalidad por microorganismos no
patégenos. El crecimiento de un microorganismo en los alimentos va a depender de
una gran cantidad de factores bibdticos como la cantidad de nutrientes, la
disponibilidad de agua, etc; también depende de factores abibticos ambientales
como la temperatura, presencia de oxigeno (excepto anaerobios o aerdbios
facultativos), pH, humedad, etc (Caballero Torres, 2008). Existen microorganismos

de todo tipo, mas sensibles o mas resistentes a determinadas condiciones u otras.

El cuerpo humano constituye en su tracto intestinal una gran cantidad de

microorganismos (principalmente bacterias y sobre todo la mayor parte en el colon
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del intestino grueso) que forman la flora intestinal, por eso cuando se ingieren
determinados antibidticos se produce la alteracion de la microbiota provocando
problemas estomacales. Estos microorganismos se encuentran en simbiosis con el
intestino del ser humano y son beneficiosos (no patdégenos), presentan funciones
importantes en el tracto digestivo (Priyanka et al., 2016), como la defensa contra
otros microorganismos, la mejora del sistema inmune intestinal o la ayuda en la
digestién de sustancias no digeribles (ejemplo: fibra), y otras funciones metabdlicas
de interés. A su vez, el cuerpo humano también le presenta beneficios a los
microorganismos que viven en él, como la obtencion de nutrientes y la realizacion de

su metabolismo.

Estomago
(pH 2, 10*
células/g)

Intestino delgado
(pH 4-5, hasta
108 células/g)

Intestino  grueso
(pH 7, 107
células/g)

Figura 1: Fotografia de microscopia electrénica de los microorganismos que se encuentran en el
colon del intestino grueso y cantidad que refleja la gran diversidad microbiana del tubo digestivo

humano. (Tomado del libro: Brock biologia de los microorganismos).

Existen alimentos denominados alimentos prebidticos que actian como nutrientes
de la microbiota intestinal (normalmente alimentos que contienen fibra). Sin
embargo, a pesar de que existen microorganismos en alimentos beneficiosos que
son necesarios para un buen funcionamiento del cuerpo humano, también existen
microorganismos que son patdgenos (bacterias, virus, hongos, parasitos) y producen
patologias en un organismo hospedador (Priyanka et al., 2016). Hay que saber
distinguir entre un microorganismo patégeno y un microorganismo alterante. Un
microorganismo patdgeno es aquel que produce enfermedades en el ser humano, y

un microorganismo alterante es aquel que produce alteraciones organolépticas del
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alimento (olor, sabor, textura, etc), pero que no siempre perjudica a la salud del
consumidor.

Algunos microorganismos de los alimentos proceden directamente del entorno de
donde se producen y otros desde su manipulacién del propio consumidor o una
manipulacion industrial, por ejemplo, un aumento de microorganismos beneficiosos
al alimento mediante la fermentacion. Sin embargo, dicho anteriormente, algunos
microorganismos pueden ser patdgenos si el alimento se encuentra contaminado
(solamente el 2% son patdgenos) (Palomino et al., 2014), estos patdgenos avanzan
por el tracto digestivo produciendo en el cuerpo humano diferentes patologias y
enfermedades que son negativas para este. También existen manipulaciones
industriales para todo lo contrario, disminuir los microorganismos de un determinado
alimento sometiendo a condiciones adversas para estos (ejemplos: pasteurizacion y
esterilizacion). Ademas también se pueden utilizar bacterias que producen
bacteriocinas como bioconservantes de alimentos, estas bacterias no son patdégenas
y producen unas sustancias denominadas bacteriocinas que impiden el crecimiento
de otras bacterias patdégenas. Las bacteriocinas mas conocidas por su gran efecto y
poder de actuacibn como bioconservantes naturales son producidas por las
bacterias del acido lactico (BAL).

Los patégenos de alimentos son aquellos que causan enfermedades en el ser
humano pudiendo originar incluso la muerte, por esto es muy importante conocer los
microorganismos que causan patogenicidad y desarrollar pruebas de diagndstico e
identificacion especificas y eficaces, la microbiologia se encarga de estudiar los
microorganismos Yy la rama de esta disciplina que se encarga de desarrollar estas
técnicas es la microbiologia de los alimentos, aunque esta rama ademas se encarga
de estudiar toda relacion de los microorganismos con los alimentos. También es
importante estudiar los microorganismos de los alimentos para conocer las fuentes
de contaminacion, modelar la capacidad y la curva del crecimiento, etc; para
establecer unas normas Optimas de higiene, un control y una calidad de los
alimentos adecuada y delimitar el periodo de conservacién en los diferentes casos.
Las principales causas de contaminaciéon de los alimentos son: contaminacion
durante el cultivo, cosecha, procesamiento o manipulacion de estos, contaminacion
en alimentos poco cocidos o crudos, o contaminacién fecal del agua. En general, el

consumo de carnes, pescados o mariscos crudos o poco cocidos, huevos o
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derivados, jugos sin pasteurizar, sidras, leche y productos lacteos, fiambres y
embutidos son los alimentos con mayor posibilidades de contener microorganismos
patdgenos y por lo tanto, transmitir enfermedades cuando se ingieren (Mangal et al.,
2016). El personal que trabaje en la industria alimentaria realizando manipulacién de
los alimentos debe seguir una normativa técnico-sanitaria sobre manipulacion de
alimentos (Segura Beneyto, 2010). Se deben de realizar una serie de medidas de
prevencion para evitar la contaminacion de los alimentos, en primer lugar,
protegiendo la contaminacion de agentes patdégenos mediante buenas practicas de
higiene. En segundo lugar, impedir el crecimiento de los microorganismos aplicando
condiciones desfavorables de temperatura, humedad, etc. Por dltimo, eliminar los
microorganismos mediante técnicas de cocinado provocando la muerte de estos
(Segura Beneyto, 2010).

Los alimentos se clasifican segun su grado de alteracién en alimentos perecederos
(facil alteracién), semiperecederos (estables durante cierto tiempo) y alimentos
estables (estables durante un tiempo alargado). Algunos alimentos perecederos son
la leche, carne, huevos crudos, etc; unos cuantos alimentos semiperecederos son
las semiconservas, productos congelados, etc; y por ultimo, las conservas, pastas,
azucar son ejemplos de alimentos considerados estables (Anderson y Del Rosario,
2005). Los alimentos se pueden alterar por factores bidticos, como la accién de
enzimas, microorganismos, insectos o roedores; o por factores abidticos como
cambios quimicos no enziméticos o cambios fisicos. El deterioro de los alimentos
provoca grandes pérdidas econOmicas al afio debido a las grandes pérdidas de

cosechas y ganado (Madigan, 2015).

1.1 Enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA)

Las enfermedades se definen como cambios o alteraciones fisioldgicas del
organismo de un ser vivo a causa de un agente externo o interno, que puede
presentar sintomas visibles o0 no y que puede producir dafio a distintas células,
organos o tejidos del individuo. Las enfermedades transmitidas por los alimentos
(ETA) son aquellas patologias producidas por agentes microbiolégicos tras la
ingesta de agua o alimentos contaminados con estos (origen alimentario), ninguna

persona esta libre de no contagiarse por este tipo de enfermedades. Las ETA son un
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problema principal a nivel mundial en la salud, sobre todo en paises de tercer mundo
y también suponen una causa importante de mortalidad. El alimento no siempre esta
contaminado por microorganismos patdgenos, sino que también puede estar
contaminado por las toxinas producidas por dichos microorganismos, por lo tanto el
término de las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) es mucho mas
amplio de lo que se piensa. Una sustancia toxica se define como aquella que
produce dafos perjudiciales al consumidor que la ingiere.

Las enfermedades ETA pueden dar lugar a brotes cuando el mismo alimento
contaminado es ingerido por un grupo de personas en una vivienda, restaurante, etc,
por lo que da lugar a un brote de la misma enfermedad de origen alimentario. Una
vez que el alimento contaminado es ingerido, existe una fase que se denomina
periodo de incubacién, hasta que aparecen los primeros sintomas (Anderson y Del
Rosario, 2005). Estas enfermedades mayoritariamente tienen un impacto leve,
produciendo normalmente problemas gastrointestinales como vomitos o diarrea, sin
embargo, pueden producir mayor impacto en personas ancianas, embarazadas,
recién nacidos y personas inmunodeprimidas, ocasionando una enfermedad de
forma més crénica e incluso pudiendo llegar a la muerte. Diferentes patégenos
pueden presentar sintomas similares por eso es importante técnicas de deteccion
especificas y/o selectivas ya que distintos patdgenos necesitan de tratamientos

especificos (Balsalobre-Arenas y Alarcén-Cavero, 2017).

Existen diferentes modos de transmision de las enfermedades ETA, de las que
pueden ser una intoxicacion, si se ingieren las toxinas producidas por los propios
microorganismos o una infeccion, si se ingieren células vivas propiamente dichas. La
intoxicacién se puede producir por la ingesta de la toxina que se encontraba de
forma natural en el alimento, animal o vegetal o por la produccion de la toxina por el
microorganismo patdgeno en el alimento. La infeccion puede ser de forma invasiva o
no invasiva. Las infecciones de forma no invasiva, que recibe también el nombre de
toxiinfeccidn, los microorganismos producen su infeccion cerca de la pared intestinal,
sin atravesar la pared intestinal ni invadir tejidos. Sin embargo, las infecciones de
forma invasiva los microorganismos atraviesan la barrera intestinal e invaden otros

tejidos del organismo.



Modos de

transmision

Intoxicacion Infeccion
l No invasiva :
« Gastroenteritis estafilocécica: Toxiinf ax Invasiva
Staphylococcus aureus ( oxiin eCCIOn)
« Botulismo: Clostridium Botulinum l

+ Colera: Vibrio cholerae * Listeriosis:
+ Diarrea del viajero: E. coli  Listeria monocytogenes
enterotoxigénico + Shigelosis: Shigella spp.

Figura 2. Modo de transmision de las enfermedades de origen alimentario y ejemplos de algunas de

ellas. (Tomado del libro “Microbiologia de los alimentos: Manual de laboratorio”).

Se conocen mas de 250 enfermedades y su transmision e incidencia ha aumentado
estos ultimos afios debido a la globalizacion del mercado y el aumento de la
migracion (Palomino et al., 2014), esto también ha provocado la aparicion de nuevos
patdgenos y el aumento de vectores que transportan los diferentes microorganismos
perjudiciales. Segun el Centro de Control y la prevencion de enfermedades
anualmente en EEUU alrededor de 48 millones de personas se enferman, 128000
necesitan hospitalizaciéon y alrededor de 3000 personas fallecen a causa de
enfermedades transmitidas por los alimentos (Law et al,. 2015). Por lo tanto, se ha
tenido que aumentar la vigilancia y el control de los alimentos, estableciendo normas
de higiene y metodologias para llevar a cabo un control exhaustivo de la calidad de
los alimentos, para garantizar la seguridad del consumidor, reducir la aparicion de
enfermedades transmitidas por alimentos durante su consumo, todo esto para evitar
su propagacion y por lo tanto, brotes epidemioldgicos graves. La industria
alimentaria depende cada vez mas de analisis microbiolégicos para asegurarse de
gue los alimentos son seguros para el consumo realizando evaluaciones periédicas
sobre estos, por lo tanto, para ellos es un reto muy importante estudiar e investigar
avances en la deteccion de los diferentes patégenos en alimentos. Sin embargo,

aunque haya aumentado la incidencia de las enfermedades ETA, también ha
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aumentado la conciencia del consumidor sobre el cuidado de los alimentos y la
seguridad alimentaria, debido al desarrollo de los medios de comunicacion como
internet u otros medios (Mangal et al,. 2015), por lo que es muy importante también
concienciar mas a la sociedad sobre los diferentes problemas que pueden ofrecer
las distintas enfermedades, como realizar un cuidado de los alimentos en la vida
cotidiana y aprender en qué momento y en qué condiciones se pueden consumir los
distintos alimentos de forma segura, la informacion a la sociedad se puede otorgar a

través de las redes sociales, conferencias, charlas, anuncios de publicidad, etc.

1.2 Principales patégenos transmitidos por alimentos

Los patdgenos transmitidos por los alimentos incluyen bacterias, virus, hongos y
parasitos (Law et al., 2015). Los diferentes patégenos se agrupan en distintas
categorias dependiendo de su gravedad, capacidad de infeccién, capacidad de
crecimiento, potencial metabdlico y patogénico, etc; para la microbiologia de
alimentos es muy importante la caracterizacion y enumeracion de cada uno de los
patégenos (Palomino et al., 2014). Ademas, la incidencia y mortalidad de cada uno
de ellos varia segun la localizacion geogréafica o el pais. De todos los patégenos, las
bacterias son las principales causantes de hospitalizaciones y muertes. En el afio
2003, en Espafa se produjeron 1221 brotes de enfermedades ETA, 806 brotes
fueron causados por bacterias, 26 por virus, 3 por protozoos (parasitos), 22 brotes
causados por sustancias toxicas y 364 causados por agentes desconocidos; las
personas afectadas fueron 14112, de las cuales necesitaron hospitalizaciéon 1260 y
fallecieron 16 (Segura Beneyto, 2010).

Los patdégenos que se transmiten por alimentos se estudian cada vez méas debido a
la capacidad de mutacidén que tienen estos, lo que les permite una mayor capacidad
de adaptacion al ambiente en una gran diversidad de condiciones (ejemplo:
temperaturas altas o bajas, diferentes concentraciones de salinidad o pH acidos o
basicos) (Rajapaksha et al., 2019), una mayor supervivencia, mayor capacidad de
infeccion, resistencia a mecanismos defensivos, una gran resistencia a los
antibioticos debido al uso masivo de estos, etc; esto ha provocado una alerta en la
existe un aumento de estudios de control y vigilancia de los microorganismos
patogenos (Adzitey et al., 2013). Ademas también existen biotoxinas en

determinados alimentos que producen enfermedades en el ser humano.
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Figura 3. Principales patdégenos causantes de los principales brotes de enfermedades transmitidas
por alimentos en cada pais (2001-2013). (Mangal et al., 2016).

Dicho anteriormente, las bacterias son los principales patégenos que se encuentran
en alimentos y los principales causantes de las enfermedades ETA. Las bacterias
son organismos microscépicos que se encuentran en cualquier lado (aire, agua,
suelo, y como no, los alimentos). Pueden tener diferentes tamafios y formas (bacilos,
cocos, estafilococos, etc.), ademas pueden presentar estructuras que mejoran su
movilidad como cilios o flagelos. Dependiendo de la estructura de la pared celular,
existen bacterias gram positivas y bacterias gram negativas, la pared celular de las
bacterias gram negativas se compone por peptidoglicano y una membrana externa
formada por lipopolisacaridos (LPS) que actia como capa protectora, las bacterias
gram positivas carecen de esta membrana externa y solo estan formadas por
peptidoglicano. Las bacterias gram negativas al presentar tal membrana le permite
presentar mayor capacidad de infeccion y resistencia a diversos antibidticos, y
protege a la bacteria. Por eso, es muy importante saber de qué tipo de bacteria se
encuentra infectado el consumidor, para usar unos determinados antibioticos validos
contra esa bacteria. La membrana externa de las bacterias gram negativas le
protege contra ciertos antibioticos. Por ejemplo, existen especies de Salmonella y de

E. coli de tipo gram positivo y de tipo gram negativo, por lo que es importante saber
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de qué tipo de bacteria se trata mediante técnicas de deteccion e identificacion

Grampositiva Gramnegativa s
(1"
Membrana o

exterior \ J _."“ :

eficaces.

Peptidoglicano

Figura 4. Esquema de la pared celular de las bacterias gram positivas y las gram negativas, ademas
de una foto de cada una de ellas por microscopia 6ptica. (Tomado del libro: Brock biologia de los

microorganismos).

Las bacterias pueden sobrevivir en determinadas condiciones, y su comportamiento
y metabolismo va depender del tipo bacteriano y de las condiciones del medio. La
gran parte de las bacterias no pueden sobrevivir en ausencia de oxigeno, su
metabolismo necesita de la presencia de este, lo que les denomina aerobias
estrictas. Pero también existen bacterias anaerobias facultativas, las cuales pueden
sobrevivir en presencia o ausencia de oxigeno, pueden presentar un metabolismo de
tipo aerobio o anaerobio dependiendo de las condiciones y nivel de oxigeno. Por
altimo, también existen bacterias anaerobias que pueden crecer en ausencia de
oxigeno, por lo que su metabolismo va ser de tipo anaerobio sin la necesidad de
oxigeno. (Caballero Torres, 2008).

Las bacterias pueden producir toxinas bacterianas que también producen
enfermedades en el ser humano. Las toxinas se clasifican en dos tipos: exotoxinas
(sintetizadas y liberadas al medio por bacterias gram positivas durante su

crecimiento) y endotoxinas (forman parte de las bacterias gram negativas y forman
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parte de la membrana lipidica externa, por lo que las toxinas son liberadas tras la
ruptura de esta estructura) (Anderson y Del Rosario, 2005).

Tabla 1. Propiedades de las toxinas bacterianas, exotoxinas y endotoxinas. (Tomado del libro:

Enfermedades de origen alimentario).

Exotoxinas Endotoxinas

Origen Bacterias gram positivas | Bacterias gram negativas
(durante su crecimiento) (tras ruptura de membrana

externa)

Naturaleza Proteinas solubles Moléculas complejas

Accion de la Termolabiles Termoresistentes

temperatura

Poder toxico Muy elevado Moderado

Poder Muy elevado Débil

antigénico

Otros patégenos de alimentos son los virus, que son organismos microscopicos que
carecen de vida independiente, por lo que necesitan un hospedador. Los virus no
son células ya que carecen de la estructura celular tipica, pero estan formados por
un genoma virico y otras estructuras. Los virus pueden estar formados por ADN o
ARN y pueden presentar una envoltura proteica denominada capsida que protege al
genoma, ademas algunos pueden presentar una envoltura formada por lipidos y
proteinas dando lugar a los denominados virus envueltos, si estos carecen de esa
envoltura se denominan virus desnudos (Madigan, 2015). Normalmente los virus no
se reproducen en los alimentos, sino que se reproducen cuando este ingresa al
huésped.

Los parasitos también se pueden transmitir a través de alimentos. Son seres vivos
que se nutren de otro ser vivo diferente viviendo con él en su superficie o interior y
gue normalmente le ocasiona dafios y enfermedades, muchos de ellos son parasitos
obligados que necesitan una dependencia del huésped para sobrevivir. La
transmision de parasitos por alimentos se puede producir por la ingestion de los
propios parasitos o por la ingestion de huevos o quistes de estos al consumir

alimentos crudos o poco cocinados. La forma de transmision va depender del ciclo
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de vida de cada uno de los diferentes parasitos. Al igual que los virus, los parésitos
tampoco crecen y se multiplican en los alimentos (Caballero Torres, 2008). Los
parasitos se anclan en el tracto intestinal impidiendo la adecuada absorcién de
nutrientes provocando malnutricion en muchos casos debido a ello.

Por dltimo, las micotoxinas producidas por los hongos también se pueden encontrar
en los alimentos y producen también enfermedades en el ser humano. Son
metabolitos secundarios toxicos producidos por los hongos durante su crecimiento,
existen una gran variedad de micotoxinas con diferencias estructurales, y debido a la
gran capacidad que tienen para crecer en los alimentos de forma natural directa o
indirectamente, supone un gran desafio para la seguridad alimentaria y la
investigacion (Degen G.H., 2017). Debido a que son contaminantes de origen
natural, dificilmente se va conseguir evitar completamente la existencia de
micotoxinas en alimentos, existen unos reglamentos en diferentes paises que
permiten unos niveles maximos de estas sustancias en los alimentos y que no
producen una causa mayor en las personas (Degen G.H., 2017). El crecimiento de
hongos y produccion de micotoxinas también supone un gran impacto econémico
debido a las grandes pérdidas de cosecha y ganado provocado por la contaminacién
de micotoxinas en los diferentes alimentos (Caballero Torres, 2008).

También existen otras biotoxinas que se transmiten en alimentos, como las
ficotoxinas producidas por dinoflagelados y microalgas como el plancton, los
moluscos y algunos mariscos ingieren como alimento el fitoplancton que contiene
esas determinadas toxinas, posteriormente el ser humano tras ingerir los moluscos
contaminados con las toxinas producen una intoxicacion que da lugar a distintas
enfermedades. Existen ficotoxinas muy mortales que pueden conducir a la muerte
del consumidor y que no tiene cura, por lo que es muy importante realizar una gran
labor de vigilancia para evitar el consumo de estas toxinas.

Los patdgenos mas conocidos y mas comunes son, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O157:H7 o E. coli enterohemorragica (EHEC), Staphylococcus
aureus, Salmonella enterica, Bacillus cereus, Vibrio spp.,Campylobacter jejuni,
Clostridium perfringens, Clostridium bolutilum y Escherichia coli productora de toxina
Shiga (STEC) (Law et al., 2015), Calicivirus (virus Norwalk, Norovirus), el virus de la
hepatitis A y parasitos como Cryptosporidium parvum, Toxoplasma gondii y Anisakis

spp. Por dltimo las micotoxinas mas importantes que se encuentran en los alimentos
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son las producidas por los hongos de los géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium

y Claviceps o Alternaria (Degen G.H., 2017). En el caso de las bacterias

Staphylococcus aureus y Clostridium bolutilum la enfermedad ocurre debido a las

toxinas producidas por estos microorganismos (Anderson y Del Rosario, 2005).

Tabla 2. Principales patdgenos de alimentos en EEUU. (Tomado del libro Brock biologia de los

microorganismos).

ORGANISMO ‘ ENFERMEDAD ALIMENTOS

BACTERIAS

Bacillus cereus Infeccidn/Intoxicacion | Arroz y alimentos feculentos,
alimentos azucarados, carnes,

salsas, postres, leche en polvo

Campylobacter jejuni

Infeccion

Pollo, lacteos

Clostridium perfringens

Infeccion/Intoxicacion

Carne y verduras mantenidas a una

temperatura  de conservacion
inadecuada

Escherichia coli | Infeccion Carne, especialmente ternera

0157:H7 picada, verduras crudas

Otras Escherichia coli | Infeccién Carne, especialmente ternera

enteropatdgenas picada, verduras crudas

Listeria Infeccién Alimentos precocinados

monocytogenes refrigerados

Salmonella spp. Infeccién Pollo, carne, productos lacteos,
huevo

Sthaphylococcus Intoxicacion Carne, postres

aureus

Streptococcus spp. Infeccion Lacteos, carne

Yersinia enterocolitica | Infeccién Cerdo, leche

Resto de bacterias

Infeccidn/Intoxicacion

PROTISTAS

Cryptosporidium

parvum

Infecciéon

Carne cruda y poco hecha
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Cyclospora Infeccién Frutas y hortalizas frescas

cayetanensis

Giardia intestinalis Infeccion Carne infectada o contaminada
Toxoplasma gondii Infeccién Carne cruda o poco hecha

VIRUS

Norovirus Infeccion Marisco, otros muchos alimentos
Hepatitis A Infeccién Marisco y otros alimentos

consumidos crudos

1.3 Deteccion e identificacién de los patégenos

La deteccion e identificacion de patdgenos en alimentos tiene como fin conocer a
través de diferentes técnicas la presencia o ausencia del microorganismo o sus
toxinas (deteccion) y de qué tipo de microorganismo se trata (identificacién), tratando
de diferenciar los microorganismos patégenos de los no patdgenos. Actualmente,
existen kits de diagndstico especificos para ciertos microorganismos, lo que facilita
una deteccién rapida y automatizada del microorganismo de interés.

Estas diferentes técnicas deben realizarse en medio estérii para evitar
contaminaciones y asegurar que los microorganismos que se introducen o inoculan
son procedentes de los alimentos. Los distintos métodos de deteccion e
identificacion pueden estar formados por varias etapas que pueden incluir a su vez
diferentes técnicas. A la hora de realizar diferentes métodos existen algunos
factores que afectan a la deteccién e identificacién de ciertos patégenos, como la
capacidad de crecimiento, la tasa de reproduccién, el tiempo de vida, diferentes
condiciones ambientales éptimas, etc.

Los diferentes métodos se clasifican en distintos grupos junto con sus fundamentos,
ventajas y desventajas, los cuales estan sujetos a discusiones continuas. Se pueden
realizar a través de métodos clasicos o convencionales también denominados los
“estandares de oro” (Umesha y Manukumar, 2018), como puede ser las técnicas de
cultivo con medios de enriquecimiento especificos y selectivos (Zhao et al., 2014),
seguido de pruebas bioquimicas o el recuento de microorganismos indicadores de
contaminacion en el alimento (ejemplo: enterobacterias y coliformes), seguido

también de una posible confirmacion serolégica de los resultados (Mangal et al.,
14




2016). Estas técnicas implican un mayor niumero de etapas y por lo tanto mayor
tiempo para obtener resultados, con la posibilidad en algunos casos de obtener
falsos positivos, ademas de que pueden presentar baja sensibilidad y especificidad,
pero por otro lado son eficaces y de bajo coste, los cultivos de enriquecimiento
permiten aumentar las concentraciones de los microorganismos a niveles
detectables e incluso el resurgimiento de células dafiadas o estresadas (Zhao et al.,
2014), los cultivos en medios selectivos permite el crecimiento de los
microorganismos patdgenos de interés. Por ultimo los métodos tradicionales también
permiten la evaluacion cualitativa (presencia o ausencia) y cuantitativa (cantidad) de
los microorganismos Valderrama et al., (2016). En el caso de técnicas cuantitativas
se pueden realizar cultivos en que se lleva a cabo la numeraciéon de los
microorganismos mediante recuentos en placa o mediante la técnica del namero
mas probable realizando distintas diluciones de la misma muestra (Mangal et al.,
2016).

La deteccion e identificacion de patdgenos en alimentos también se pueden llevar a
cabo a través de métodos moleculares, los cuales han avanzado bastante en los
altimos afios y presentan una mayor rapidez, sensibilidad (se considera importante
para detectar patégenos que se encuentren en cantidades minimas), especificidad y
una reduccion de los errores humanos, aunque presenta desventajas como la gran
cantidad de dinero que se necesita, la necesidad de conocer secuencias diana, la
falta de sensibilidad y especificidad en algunos casos y la limitacion de instrumentos
de acceso a todos los laboratorios (Valderrama et al., 2016; Priyanka et al., 2016;
Law et al., 2015). Los métodos de deteccion rapida son importantes, particularmente
en la industria alimentaria, ya que pueden detectar la presencia de patdgenos en
alimentos crudos y procesados de inmediato, ademas de poder detectar patdgenos
en cantidades muy bajas (Law et al., 2015). A veces, un resultado positivo en los
métodos de deteccidn rapida se consideran como “presuntos positivos”, a la espera
de una confirmacion mediante métodos de cultivo estandar para confirmarlo
(Valderrama et al., 2016). Algunos de estos métodos son la espectrofotometria, PCR
(que detecta ADN especifico de interés), biosensores, citometria de flujo, métodos
inmunologicos antigenos-anticuerpo (ELISA), etc (Umesha y Manukumar, 2018).
También son interesantes las técnicas de secuenciacion del genoma completo de

los microorganismos que ayuda a contribuir a una mayor vigilancia sobre la
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seguridad alimentaria y también a poder descubrir nuevos patégenos (Kovac J.,
2019).

En el caso de las bacterias se pueden utilizar tanto métodos tradicionales como
métodos moleculares analizando los propios microorganismos o sus toxinas. Para
los virus los métodos de cultivo no se llevan a cabo, ya que el crecimiento en cultivo
de estos es muy laborioso o inviable, por lo que se utilizan métodos moleculares o
meétodos inmunoldgicos. En el caso de los parasitos también son utilizadas tanto las
técnicas tradicionales como las moleculares (Balsalobre-Arenas y Alarcon-Cavero,
2017). Por ultimo, para la deteccién de biotoxinas en los diferentes alimentos se

pueden utilizar distintas técnicas bioquimicas y también técnicas moleculares.

Los retos actuales son conseguir técnicas que sean simples de realizar
(procedimientos sencillos), automatizados, con un bajo coste sin la necesidad de
materiales especializados, con una gran capacidad de deteccién rapida en poco
tiempo, que tengan sensibilidad (evitar falsos positivos) y por dltimo, especificidad
(evitar falsos negativos) del agente microbioldégico de interés. Debido al gran
desarrollo de la biotecnologia y de otros campos, aumenta la posibilidad de grandes
progresos en un futuro no muy lejano. Unos métodos efectivos permiten controlar la
propagacion de enfermedades, establecer normas de higiene y control de alimentos
especificos y avanzar en el descubrimiento de nuevos patégenos causantes de

enfermedades ETA.

2. OBJETIVOS

- Estudiar las principales técnicas de deteccion e identificacion de patdégenos en
alimentos.

- Revisar y comparar las diferentes pruebas de diagndstico para diferenciar las
ventajas y limitaciones de cada una.

- Conocer los principales patdégenos transmisibles por alimentos e investigar
sobre ellos.

- Ampliar el conocimiento sobre la microbiologia de los alimentos y las

enfermedades ETA.
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3. MATERIALES Y METODOS

Se ha llevado a cabo una busqueda de informacion para realizar este trabajo, en la
busqueda se incluyen distintas paginas web de caracter cientifico, articulos y
revistas cientificas, libros proporcionados por la biblioteca de la universidad de Jaén
e incluso bibliografias propias de asignaturas del grado. Tras realizar una busqueda
exhaustiva, en primer lugar, seleccionamos los articulos mas influyentes sobre este
tema, con una antigiedad de no mas de 10 afios para los articulos cientificos y para
los libros de texto.

Se realiza una busqueda sobre la microbiologia de alimentos, los diferentes
patdgenos que se transmiten por estos dando lugar a las enfermedades transmitidas
por alimentos (ETA) y las diferentes técnicas y pruebas de deteccién e identificacion
de los diferentes microorganismos, con sus respectivas ventajas y limitaciones de
cada una de estas técnicas, y por ultimo los retos actuales de futuro acerca de este
tema.

Los motores de busqueda para la seleccidon de los articulos y algunos libros fueron:

Google académico y Web of Sciencie (WOS). Google académico o Google scholar

es un motor de busqueda que pertenece a Google y en él se pueden encontrar una
gran cantidad de articulos, libros, revistas y documentos de caracter cientifico
correspondientes a una multitud de fuentes. Web of Sciencie (WOS) es una base de
datos a la que se puede acceder gracias a FECYT (Fundacion Espafiola de Ciencia
y Tecnologia) y la Universidad de Jaén, en esta base de datos también se
encuentran articulos y revistas cientificas con un gran impacto algunas de ellas.

La busqueda comienza con la palabra clave “pathogens in food” en la cual
encontramos aproximadamente 1.640.000 resultados en Google académico y
45.860 resultados en WOS filtrando la busqueda a articulos publicados desde el
2012 hasta la actualidad. Se refina la busqueda con “detection and identification of
pathogens in food” encontrando 18.400 resultados en Google académico y 2.023

resultados en WOS.

La basqueda total fue de unos 75 articulos cientificos y 4 libros de texto revisados,
de todos estos, muchos articulos son publicados del afio 2014, 2013 y 2012, pero
también existen articulos publicados en todos los afios en los que se realiza la

bdsqueda. De los 4 libros, uno corresponde al afio 2013, otro al 2015 y por ultimo
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dos al afio 2016. La gran mayoria de los articulos son de revision, en los cuales se
describen diferentes técnicas para la deteccion e identificacion de patégenos en
alimentos, muchos de ellos, de los ultimos 10 afios, se centran sobre todo en
meétodos rapidos de deteccion de futuro y en métodos moleculares. Estudian sobre
todo bacterias, en las que destacan Salmonella, Escherichia coli y Listeria
monocytogenes. De todos los articulos, luego han sido seleccionados para realizar

este trabajo 17 articulos cientificos.

Anos de publicacion de los articulos

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

e el e
L = B =« B e |

[ R N L =A  ]

Figura 5. Grafico que refleja los afios de publicacion de los diferentes articulos de la busqueda.

(Elaboracion propia).

4. RESULTADOS
4.1 Métodos tradicionales

Los métodos tradicionales son conocidos como los “estandares de oro” (Umesha y
Manukumar, 2018), y se trata principalmente de pruebas fenotipicas a los diferentes
patégenos. Se basa principalmente en métodos de cultivo especificos y selectivos,
recuento de microorganismos indicadores y pruebas de caracterizacién bioquimica e
inmunolégicas.
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4.1.1. Métodos basados en el cultivo de microorganismos

Se trata del método por excelencia en microbiologia, en el que se cultivan y se
aislan los microorganismos mezclando la muestra de alimentos a analizar en placas
con medios solidos o liquidos de enriquecimiento para poder aumentar la
concentracion de los microorganismos y poder recuperar microorganismos dafiados
o heridos, para posteriormente realizar posiblemente el cultivo en medios selectivos
(Zhang, 2013), para luego, por ultimo poder enumerarlos (Umesha y Manukumar,
2018). Los medios de cultivo selectivo son Uutiles para que se aisle el
microorganismo de interés en gran cantidad y evitar la contaminacion de la muestra
por el crecimiento de otros microorganismos (Mangal et al., 2016).
Para realizar el conteo clasico de los microorganismos, se debe realizar una dilucion
en serie, a partir de una suspension madre de los microorganismos a estudiar. Se
deben hacer diluciones como mucho de hasta 10° o 10° en placas de medio de
cultivo con agar, posteriormente se incuban en una estufa a 37°C (temperatura
Optima normalmente) durante 1 o 2 dias, después se realizara el conteo de las
unidades formadoras de colonias (UFC) siguiendo la ecuacion (Rajapaksha et al.,
2019):

UFC n@de colonias x FD(factor de dilucion)

ml Volumen en ml

Se realiza el recuento correspondiente a aquella dilucién en la que el numero de
colonias en placa esté comprendido entre 50 y 300 colonias y posteriormente se

aplica la ecuacion anterior.

Figura 6. Fotografia del cultivo en placa de Sthaphylococcus aureus. (Rajapaksha et al.,
2019).
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También se puede realizar un recuento microscopico de los organismos, en el cual
se parte del cultivo de estos, pasando los microorganismos a un portaobjetos
realizando una tincion especifica del patdgeno de interés y posteriormente realizar el
recuento en la visualizacidn del microscopio oOptico. Es facil y sencillo, pero se
necesitan técnicas especificas de tincion, el conteo puede ser impreciso debido
dando lugar a recuentos erroneos, ademas de para poder identificar el patdgeno se
necesita el aprendizaje morfolégico y fenotipico del patégeno en cuestion (Madigan,
2015). Por ultimo también se puede realizar el recuento de bacterias indicadoras de
ciertos patdégenos como coliformes o enterobacterias, indicadoras fecales de
contaminacion, sobre todo en el agua, la desventaja que presentan las bacterias
indicadoras es que no permite saber la fuente de contaminacion (Rajapaksha et al.,
2019).

Tras la deteccion e identificacion de los patdgenos mediante el cultivo de estos se
suele confirmar mediante técnicas bioquimicas y serologicas, y también a veces,
mediante técnicas moleculares. (Mangal et al., 2016).

El cultivo de microorganismos es un método de deteccidon convencional que permite
dar una informacion cuantitativa y cualitativa sobre el patégeno a estudiar y puede
ser fiable y preciso, pero también supone una forma lenta de deteccién y es muy

laborioso (Umesha y Manukumar, 2018).

En los articulos analizados, 1) “Comparacion tedrica entre técnicas fenotipicas y
genotipicas utilizadas en la identificacion de Listeria monocytogenes”. (Giraldo et al.,
2021). 2) “Evaluacion del comportamiento de los patdégenos alimentarios Listeria
monocytogenes y Vibrio parahaemolyticus mediante técnicas moleculares y cultivo
en matrices alimentarias”. (Herrera Pérez, 2013). 3) “Estudio microbiol6gico
(cualitativo y cuantitativo) de superficies inertes que estan en contacto con la
preparacion de alimentos en cafeterias de una universidad publica”. (Lopez et al.,
2016). 4) “Caracterizacion fenotipica y genotipica de Escherichia coli patégeno,
resistente a los antimicrobianos, formador de biopeliculas, aislado de productos
lacteos y carnicos de la India”. (Bhardwaj et al., 2021).

En todos de ellos se utilizan muestras a partir de alimentos, para detectar distintos
patdgenos, la deteccion la llevan a cabo de forma cuantitativa (realizando el

recuento de las unidades formadoras de colonias) o de forma cualitativa (solo
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detectando e identificando la presencia o ausencia del patégeno), después realizan

una confirmacibn mediante técnicas de caracterizacion bioquimica,

inmunologicas o técnicas moleculares.

técnicas

Tabla 3. Comparacion de las muestras utilizadas, patégenos a detectar, tipos de estudio y maneras

de confirmacion de identificacion,

patdégenos. (Elaboracion propia)

de los distintos articulos en los que se realiza el cultivo de los

Muestras Patégeno Tipo de estudio Confirmacion

1) Alimentos Listeria Cualitativo Técnicas de

lacteos y monocytogenes caracterizaciéon

derivados bioquimica e
inmunoldgica

2) Lechuga, Listeria Cuantitativo y Técnicas

bacalao y monocytogenes y cualitativo moleculares

mejillones Vibrio

parahaemolyticus
3) A partir de Distintos patdgenos a | Cuantitativo Técnicas de

superficies y

estudiar, bacterias

(recuento de

caracterizacion

utensilios de indicadoras bacterias bioquimica
cocina de una (coliformes totalesy | indicadoras) y
cafeteria de bacterias mesofilas cualitativo (presencia
universidad. aerobias) y E. coli, 0 ausencia de los
Salmonella, demas patdgenos).
Staphylococcus
aureus, Shigella, etc.
4) Productos Escherichia coli Cualitativo Técnicas de

lacteos y pollo

crudo

caracterizacion
bioquimica y

moleculares
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4.1.2. Técnicas de caracterizacion bioquimica

Las pruebas bioquimicas se basan en la actividad de distintas enzimas, proteinas o
actividades metabdlicas que ponen de manifiesto la identificacion de un
microorganismo en concreto. Existen kits de caracterizacion bioquimica que
permiten averiguar de qué microorganismo se trata (Giraldo et al., 2021). Los
meétodos bioquimicos se suelen usar para la confirmacion de los cultivos selectivos
y para diferenciar unos microorganismos de otros.

Una de las técnicas bioquimicas mas utilizadas es la prueba de CAMP pero también
existen otras pruebas que miden diferentes caracteristicas bioquimicas como la
actividad catalasa, actividad oxidasa, fermentacion de azucares, etc (Giraldo et al.,
2021).

En el articulo mencionado en el apartado anterior: “Estudio microbiol6gico
(cualitativo y cuantitativo) de superficies inertes que estdn en contacto con la
preparacion de alimentos en cafeterias de una universidad publica”. (Lépez et al.,
2016). Para realizar el andlisis cualitativo de los microorganismos, es decir,
comprobar la presencia o ausencia de un determinado patégeno, se confirma
mediante técnicas de caracterizacion bioquimica, por ejemplo en el agar manitol
salado, se realiza la prueba de la catalasa, la prueba de DNAsa, coagulasa y
resistencia a Novobiocina, si en todas sale positivo, se trata de Staphylococcus
aureus. Para cada placa se realiza una serie de pruebas que determinan la
caracterizacion de un determinado patdégeno, por eso es necesario saber las
caracteristicas fenotipicas y bioquimicas de cada patogeno.

En el estudio “Comparacion tedrica entre técnicas fenotipicas y genotipicas
utilizadas en la identificacién de Listeria monocytogenes”. (Giraldo et al., 2021), se
realiza la prueba CAMP, que estudia la proteina CAMP que produce hemdlisis junto
con B-lisina en Listeria monocytogenes o estreptococos, lo que lo diferencia de otras
especies u otros microorganismos.

En otros estudios, realizan caracterizacion bioquimica mediante kits comerciales

preparados para un tipo de patdgeno en especifico (Bhardwaj et al., 2021).
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4.1.3. Técnicas inmunolégicas

Las técnicas inmunoldgicas consisten en la union de antigeno-anticuerpo. La
existencia de un determinado anticuerpo especifico de un cierto patégeno o su
toxina que permite la deteccion e identificacion de este. La técnica inmunoenzimatica
mas comun para la deteccién de patégenos en alimentos es la denominada técnica
ELISA, que se basa en la unidén de un anticuerpo primario a un antigeno especifico,
tras la union antigeno-anticuerpo, este complejo es reconocido por un anticuerpo
secundario asociado a una enzima, que emite fluorescencia tras la union de este
antigeno secundario, permitiendo la deteccion de un patégeno de forma rapida,
sencilla y especifica, pero para ello se requiere la necesidad de un anticuerpo
especifico, que puede no ser valido para distintas especies, (Valderrama et al.,
2016). La creacién de un anticuerpo eficaz va a marcar la especificidad y
sensibilidad de la técnica. Para desarrollar esta técnica, primero se tienen que aislar
los antigenos y después se lleva a cabo la formacion de los anticuerpos especificos,
normalmente mediante inoculacion en animales produciendo la inmunizacién de
estos, por ultimo se forman anticuerpos asociados a enzimas especificos que

reconocen la union antigeno-anticuerpo, (Di Febo et al., 2019).

Substrate
(undetectable form)

Substrate
{detectable forn

A

Enzyme-conjugated
Secondary Antibody

Antigen ‘

¢ ¢

Primary
Antibody

Figura 7. Composicion de todas las partes que forman parte de la técnica ELISA. (Zhang, 2013).
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Tabla 4. Comparacion de los distintos articulos leidos sobre pruebas inmunoldgicas para detectar

patdégenos en alimentos. (Elaboracién propia).

Articulo Patégeno a | Muestras Resultados

detectar
“Development of a capture Salmonella. | Productos Alta especificidad y
ELISA for rapid detection of lacteos, sensibilidad, pero con

Salmonella entérica in food
samples”. (Di Febo et al.,
2019).

carnes, pastas
y harinas,
huevos y

alimentos para

algunos falsos positivos por
reactividad cruzada.

animales.
“Development of a double- Bacillus Carne picada. | Gran especificidad y
antibody sandwich ELISA for | cereus sensibilidad y lograron
rapid detection of Bacillus eliminar de forma mas
cereus in food”. (Zhu et al., eficaz la reactividad
2016). cruzada debido a un
método molecular
(subtractive screen)
mejorando la especificidad
de los anticuerpos.
“Development of a low-cost E. coli Repollo chino | Alta especificidad y
paper-based ELISA method sensibilidad, sin diferencias
for rapid Escherichia coli significativas por reactividad
0157: H7 detection”. (Pang cruzada.
et al., 2018)
“Desarrollo y optimizacion de | Listeriay E. | Pepino Alta especificidad y
un método basado en ELISA | coli. sensibilidad de nuevo.

para la deteccién de Listeria
monocytogenes y
Escherichia coli 0157 en
hortalizas frescas”.
(Cavaiuolo et al., 2013)
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En la tabla de arriba (tabla 4), en los diferentes articulos leidos utilizan distintos

patégenos y alimentos como muestras a analizar, pero tienen algo en comun, que en

todos de ellos los resultados obtienen una alta especificidad y sensibilidad.

Las ventajas y desventajas de todas las técnicas convencionales descritas

anteriormente se reflejan en la siguiente tabla:

Tabla 5. Resumen de las ventajas y desventajas que presentan las técnicas tradicionales basadas en

el fenotipo del patdgeno. (Elaboraciéon propia).

Técnicas

Ventajas

Desventajas

Cultivo

-Recuento de forma cuantitativa
y cualitativa.

-Caracterizacion de los
patégenos.

-Técnicas eficaces.

-Bajo coste.

-Permite aumentar la
concentracion de los patégenos
y la regeneracion de células

danadas.

-Deteccion muy lenta.

-Mayor numero de etapas
-Realizacion laboriosa.

-Puede presentar baja
especificidad y sensibilidad.
-Necesidad de conocimientos
morfolégicos.

-Necesidad de confirmacion por
otras técnicas.

-Medios de cultivo especificos.

Caracterizacion

bioquimica

-Deteccidn rapida.
-Identificacion especifica de
género y especie.

-Permite la confirmacién de
deteccion e identificacion de la
técnica de cultivo.

-Bajo coste.

-Existencia de muchas especies
con distintas caracteristicas
bioquimicas.

-Necesidad de aprendizaje de
conocimientos de

caracterizacion bioquimica.

Inmunoldgicas

-Deteccion rapida.
-Alta especificidad y
sensibilidad.

-Realizacion sencilla.

-Necesidad de un anticuerpo
especifico.

-Posibles falsos positivos por
reactividad cruzada.

-Precio elevado.
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4.2. Técnicas moleculares

Las técnicas moleculares se basan en los acidos nucleicos de los microorganismos,
que a diferencia de las técnicas convencionales las cuales se basan en la
morfologia, fisiologia y fenotipo de estos, las técnicas moleculares se basan en el
genotipo, es decir, la composicion total de los acidos nucleicos, no solamente los
gue se expresan. Debido al avance de la biotecnologia y de la ingenieria genética
estos Ultimos afios, las técnicas moleculares han avanzado considerablemente.
Consiste en la extraccion y aislamiento de ADN de los patdégenos para
posteriormente analizar diversos genes que permitan su deteccion e identificacion,
(Huertas et al.,, 2019). Algunas de las técnicas mas importantes son la
secuenciacion, hibridacion, microarrays, PCR, electroforesis en gel de campo

impulsado, etc.

4.2.1. Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

La técnica de PCR consiste en la amplificacion de una secuencia de ADN especifica
(genes diana) con la ayuda de una ADN polimerasa (Tag polimerasa) y cebadores
especificos a la secuencia que se quiere amplificar, por lo que es necesario conocer
la secuencia de ADN diana para disefiar los cebadores. Tras la amplificacién, la cual
se realiza normalmente en un termociclador, en la PCR convencional se realiza una
electroforesis al producto de PCR y se analizan los resultados bajo luz ultravioleta.
Existen muchas variaciones de la PCR como RT-PCR, PCR inversa, PCR en tiempo
real, PCR mdltiple, etc.

Esta técnica es muy utilizada para la deteccion e identificacion de patéogenos en
alimentos durante los ultimos afios, presenta una alta especificidad y sensibilidad,
ademas de ser una prueba rapida y eficaz. Sin embargo, es necesario conocer

secuencias diana de los patdgenos en especifico.

De los articulos revisados, utilizan distintos tipos de PCR para detectar distintos
patdgenos en especifico, ademas de utilizar diferentes muestras. Por ejemplo, en
“‘Rapid detection of Salmonella enterica in food samples by a novel approach with
combination of sample concentration and direct PCR”. (Vinayaka et al., 2019).
Realizan PCR en tiempo real que permite la cuantificacion como la deteccion a la

vez, ya que se utiliza un marcador fluorescente que permite cuantificar el producto
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de PCR. Todo esto para detectar Salmonella en ensalada de verduras mixtas, huevo
de gallina y carne de cerdo picada sin la necesidad de un cultivo anterior a la PCR.
En otros articulos, llevan a cabo la PCR multiple en tiempo real, que consiste en
amplificar mas de una secuencia diana, se utiliza para cada secuencia unos
cebadores y una sonda especificos (ya que es en tiempo real). Esta técnica permite
realizar una PCR mdultiple para identificar diferentes patégenos en una misma
reaccion, por ejemplo en “Development of a multiplex real-time PCR for
simultaneous detection of Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, and
Staphylococcus aureus in food samples”. (Wei et al., 2019). Llevan a cabo el
desarrollo una PCR multiple en tiempo real para identificar Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Yy Staphylococcus aureus utilizando tomates cherry, leche y carne
picada de cerdo en lata como muestras de alimentos. La técnica de PCR muiltiple en
tiempo real se describe en varios articulos, por lo que es una técnica que estos
ltimos afos se esta desarrollando bastante.

En otros articulos llevan a cabo simplemente el desarrollo de una PCR simple para
detectar un patdégeno en especifico.

El desarrollo de los diferentes tipos de PCR tiene en comun que todos presentan

unos resultados con una alta especificidad y sensibilidad.

Tabla 6. Comparacion de los diferentes tipos de PCR que mas se usan para la deteccion e

identificacién de patdgenos en alimentos. (Elaboracion propia).

PCR simple PCR multiple PCR en tiempo real
-Deteccién de un | -Detecciéon mdultiple de | -Puede ser simple o
patdgeno. varios patégenos en una | multiple.
-Necesidad de realizar | sola reaccion. -Permite la cuantificacion
electroforesis -Necesidad de realizar | y deteccion a la vez.
electroforesis. -Elimina la necesidad de
realizar electroforesis.
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Tipos de PCR desarrolladas en los ultimos afos.

B PCRsimple = PCRmultiple = PCRen tiempo real

Figura 8. Gréfico que refleja los diferentes tipos de PCR desarrollados en los dltimos afios, se aprecia

gue con diferencia el méas estudiado y desarrollado es la PCR mudltiple. (Elaboracién propia).

Tipos de patogenos a identificar por PCR.

W Listeria monocytogenes m Salmonella mE coli

m Bacillus cereus m Staphylococcus aureus M Vibrio

Figura 9. Gréfico que refleja los patdégenos interesados para detectar e identificar por PCR en los
diferentes articulos. Se aprecia que los patdgenos mas interesados son Listeria monocytogenes y

Salmonella. (Elaboracion propia).
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4.2.2. Técnicas de hibridacion.

La hibridacion es una técnica que permite detectar fragmentos de ADN o ARN que
son complementarios a fragmentos de secuencia conocida (sondas). Las sondas se
encuentran marcadas y mediante la hibridacion se consigue detectar el fragmento de
acido nucleico que se desee, de modo que se debe obtener una sonda especifica y
complementaria al fragmento de interés, que suelen ser secuencias de ARN
ribosdbmico o genes diana. Existen diferentes tipos de hibridacion como hibridacion in

situ, dot-blot, microarrays, etc.

Por ejemplo, en “Selective enumeration of viable Enterobacteriaceae and
Pseudomonas spp. in milk within 7 h by multicolor fluorescence in situ hybridization
following microcolony formation. Journal of bioscience and bioengineering”.
(Yamaguchi et al, 2012). Realizaron la deteccion de enterobacterias y
Pseudomonas spp. en leche mediante hibridacion in situ utilizando sondas marcadas
por fluorescencia, una sonda para la detecciébn de enterobacterias y otra para la
deteccién de Pseudomonas spp. La solucion de hibridacion la pasaron a un papel
de filtro con una solucién de contratincion para poder realizar un recuento de las
bacterias mediante un microscopio de epifluorescencia. Esta técnica tiene una gran
precision y fiabilidad, ademas de ser mas rapida que los métodos convencionales.

Otro tipo de hibridacién que ha avanzado estos ultimos afios y que se utiliza para la
deteccion e identificacion de patégenos en alimentos es la hibridacion en
microordenaciones (microarrays), la cual consiste en una hibridacién a gran escala
formada por una gran cantidad de sondas inmovilizadas en un soporte soélido, de
modo que se puede llevar a cabo un desarrollo de una técnica de hibridacién de
microordenaciones para la deteccion universal de distintos patdégenos de alimento
como llevan a cabo en “Development of a gold nanoparticle-based universal
oligonucleotide microarray for multiplex and low-cost detection of foodborne
pathogens” (Wang et al., 2017). Se utilizan una gran cantidad de sondas marcadas
con nanoparticulas de oro en vez de fluoréforos para la deteccion de 8 patdgenos
transmitidos por alimentos, Shigella spp., Campylobacter jejuni, Bacillus cereus,
Escherichia coli 0O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica,
Staphylococcus aureus y Vibrio parahaemolyticus, permitiendo la detecciéon multiple

con una gran especificidad y sensibilidad.
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Tabla 7. Comparacion entre hibridacién in situ e hibridacion mediante microordenaciones.

(Elaboracion propia).

Hibridacion in situ Microarrays

-Hibridacion in situ a partir de células o -Hibridacion en soporte sdlido.
tejidos. -Uso de sondas a gran escala.
-Uso de sondas a pequeiia escala. -Deteccion multiple de distintos
-Deteccion de uno o varios patdgenos. patdgenos o especies.

-Observacién de los microorganismos in | -Permite solo la deteccion.

situ. -No distingue entre células vivas o
-Permite la deteccion y cuantificacion de | muertas.

los microorganismos -Visualizacion mediante un escéaner.
-Visualizacion al microscopio

epifluorescente.

4.2.3. Otras técnicas moleculares.

La amplificacion y posterior secuenciacion de secuencias diana, ARN ribosémico o
del genoma completo (WGS), permite la identificacion de los patégenos de interés,
gracias a la amplia base de datos que existe actualmente. Tal secuencia es
comparada con las secuencias depositadas en la base de datos gracias a los
programas bioinformaticos existentes. En un estudio, (Moura et al., 2017) llevan a
cabo la secuenciacion del genoma completo a partir de distintas muestras
procedentes directamente de humanos, de distintos alimentos y de entornos
relacionados con los alimentos utilizando distintas tecnologias de secuenciacién
para identificar distintas cepas de Listeria monocytogenes y muestras de alimentos
contaminados, lo que esto también permite la investigacion sobre los distintos brotes

producidos por los patégenos.

La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) es otra técnica que permite la
caracterizacion molecular de los patégenos en el que se lleva a cabo una
electroforesis en gel de agarosa utilizando dos campos eléctricos, se usan enzimas
de restriccion que cortan el ADN facilitando la interpretacion y comparacion de los

resultados. En el articulo (Favier et al., 2013) llevan a cabo la electroforesis en gel
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de campo impulsado partiendo de muestras de carne de pollo, huevos y salchichas

de cerdo para poder llevar a cabo la caracterizacion de las distintas cepas de

Salmonella permitiendo un mayor conocimiento sobre la epidemiologia sobre el

patégeno obteniendo resultados de distintas cepas para Salmonella.

Las ventajas y desventajas que presentan todas las técnicas moleculares descritas

anteriormente se reflejan en la siguiente tabla:

Tabla 8. Resumen de las ventajas y desventajas que presentan las técnicas moleculares.

(Elaboracion propia).

Técnicas Ventajas Desventajas

PCR -Alta especificidad y -Necesidad de conocer
sensibilidad. secuencias diana especificas.
-Gran rapidez y sencillez. -Disefio de cebadores especificos
-ldentificacion de forma -Alto coste.
cualitativa y cuantitativa. -Posibilidad de posible
-Posibilidad de deteccion contaminacion.
multiple en una misma -Alguna vez requiere
reaccion (PCR mudltiple). enriquecimiento y purificacion del
-Identificacion rapida de ADN.
microorganismos de -Es necesario realizar
crecimiento lento o no electroforesis (excepto PCR en
cultivables (Ejemplo: virus). tiempo real).

Hibridacion -Alta especificidad y -Necesidad de desarrollar sondas

sensibilidad.

-Rapidez y sencillez
-Posibilidad de observar los
microorganismos in situ.
-Deteccion multiple de distintos
patogenos (Microarrays).
-Identificacion rapida de
microorganismos de
crecimiento lento o no

cultivables

especificas y marcarlas.
-Alto coste.
-Visualizacion mediante aparatos

especificos.
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Secuenciacion | -Muy alta especificidad, -Necesidad de informacién en la
sensibilidad y rapidez. base de datos y existencia de
-Conocimiento de la secuencia | programas bioinformaticos.

de cada microorganismo. -Tecnologia especializada.
-Caracterizacion molecular. -Alto coste.

-ldentificacion de cada tipo de
patogeno.

-Otorga informacion

epidemiologica.

Electroforesis | -Identificacion y -Alto coste.

en gel de caracterizacion molecular de -Técnica laboriosa.
campo distintos microorganismos.

impulsado -Otorga informacion

epidemiologica.

4.3. Otras técnicas

Existen diversas técnicas de deteccion e identificacion que no se atribuyen ni a
métodos convencionales ni métodos moleculares, como puede ser la fagoterapia o
MALDI-TOF.
La fagoterapia consiste en el uso de bacteri6fagos que son virus que infectan y
matan bacterias permitiendo la deteccion de patégenos y otorgando un control sobre
la seguridad de los alimentos. En diversos estudios llevan a cabo el uso de
bacteriéfagos especificos para detectar un patégeno en concreto, por ejemplo, en un
estudio (Denyes et al., 2017) llevan a cabo el uso de un bacteriéfago especifico para
detectar Salmonella a partir de muestras de pollo. El bacteriéfago usado (fago S16)
fue modificado genéticamente, en el que se le afiadid6 una sonda especifica
permitiendo detectar rapidamente Salmonella.
MALDI-TOF o espectrometria de masas es una técnica en el que los
microorganismos se exponen a un rayo laser permitiendo la separacion de las
proteinas segun su masa permitiendo su caracterizacion, deteccion e identificacion.
En un articulo, (Manukumar y Umesha, 2017), llevan a cabo la técnica MALDI-TOF
para detectar Staphylococcus aureus a partir de diferentes muestras de alimentos,
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tras realizar esta técnica los resultados son estudiados mediante un programa
bioinformético, con el que se consigue identificar el patdégeno gracias a la existencia

de las bases de datos.

Como todas las técnicas, estas también presentan sus respectivas ventajas y
desventajas reflejadas en la siguiente tabla:

Tabla 9. Ventajas y desventajas que presentan las técnicas de fagoterapia y MALDI-TOF.

(Elaboracion propia)

Técnicas Ventajas Desventajas
Fagoterapia -Alta especificidad y -Posible resistencia de las
sensibilidad. bacterias.
-Biocontrol sobre los -Posible falsos positivos por
alimentos. reactividad cruzada.
-Barato y sencillo. -Solo es util a bacterias.
MALDTI-TOF | -Alto rendimiento para la -Alto coste.
deteccion de patdégenos. -Necesidad de material
-Rapidez y precision para especializado y de programas
otorgar resultados. bioinforméaticos.
-Conocimiento de proteinas
especificas para cada patégeno o
existencia en la base de datos.
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5. DISCUSION

Actualmente, las enfermedades ETA son un problema mundial serio, no solamente
sanitario, también econdmico y social debido al aumento de infecciones por
patbgenos que se transmiten por alimentos y la gran pérdida que supone de estos.
Por eso, es muy importante desarrollar unas técnicas de deteccion e identificacion y
unos controles de calidad de los alimentos con gran fiabilidad, rapidez y sencillez
para conseguir una deteccion rapida, impidiendo el aumento de los brotes y de
enfermedades.

En este estudio, se demuestra que todos los métodos microbiologicos son
importantes, las técnicas convencionales nos permiten caracterizar macroscopica y
microscopicamente los patégenos, ademas de otorgar también informacién
bioguimica y metabdlica. Los métodos moleculares nos otorgan una informacién
sobre el genoma y una caracterizacion molecular de los distintos microorganismos,
ademas de que permite la deteccidbn de microorganismos no cultivables o de
crecimiento lento. Es importante no abandonar el uso de ningdn tipo de técnicas ya
que pueden ser muy utiles en cualquier momento de estudio, en muchas ocasiones
la combinacion de las técnicas convencionales con las moleculares han tenido una
gran efectividad para la deteccién y cuantificacion de los patdégenos (Herrera Pérez,
2013).

Los métodos de cultivo es el convencional mas utilizado, existen multitud de medios
selectivos para detectar cualquier patdgeno en especifico, actualmente esta técnica
sigue siendo muy utilizada, sin embargo, existen microorganismos dificiles de
cultivar o no cultivables, como los virus, lo cual limita esta técnica. Otra técnica
convencional a destacar son los métodos inmunolégicos que presentan una gran
especificidad y selectividad, gracias a la creacion de anticuerpos especificos, pero
requieren de gran cantidad de tiempo y presentan un alto coste.

La PCR, en concreto la PCR mudltiple en tiempo real es uno de los métodos
moleculares mas utilizados para detectar patdgenos en alimentos, esta técnica
permite la detecciéon multiple de diversos patdgenos, y a la vez, su cuantificacion,
ademas es una técnica mas rapida con una mayor efectividad y selectividad, pero
con un alto coste. De las demas técnicas moleculares cabe destacar la

secuenciacion, la cual se encuentra en auge, secuenciaciones masivas de los
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microorganismos nos permite detecciones e identificaciones mas tempranas,
ademas de mucha informacién epidemioldgica sobre los distintos brotes.

Otras técnicas como la fagoterapia pueden suponer en un futuro no muy lejano la
deteccién de bacterias con una gran especificidad y sensibilidad, pero aun queda
mucho por investigar.

Como reto futuro se deben mejorar muchos aspectos en investigacion de técnicas,
como el desarrollo de métodos faciles de llevar a cabo, con bajo coste, con una
gran rapidez y especificidad y con capacidad de alcance a todos los laboratorios.
También se debe conseguir una preparacién de muestras con una mayor velocidad
e intentar encontrar los alimentos contaminados con una mayor rapidez y seguridad,
ademas de estar en alerta y preparados para las posibles apariciones de nuevos
patdogenos que pueden poner en peligro la salud publica, la sociedad también debe
de estar concienciada sobre el gran problema que suponen las enfermedades ETA.
Por otro lado, también se debe mejorar la investigacion de los patégenos, su

patogénesis, forma de transmision, virulencia, etc. (Bhardwaj et al., 2021).

6. CONCLUSIONES

e Las enfermedades transmitidas por alimentos suponen un gran problema
mundial y es necesario desarrollar metodologias de deteccion e identificacion
temprana y eficaz para impedir o reducir las infecciones por los distintos

patégenos.

e Las técnicas convencionales se centran mas en el fenotipo del patégeno, y
permiten la caracterizacion macroscopica, microscopica y bioquimica de este,
ademas de permitir estudiarlos de forma cuantitativa como cualitativa con
resultados con gran fiabilidad y también de presentar una facilidad de desarrollo
e interpretacion y un bajo coste, sin embargo estos métodos necesitan de un
gran tiempo de estudio, con una gran cantidad de pasos y con la necesidad de
confirmacion por otras técnicas en algunos casos, afiadiendo que existen

microorganismos dificiles de cultivar o no cultivables.
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Las técnicas moleculares se centran mas en el genotipo del patégeno,
permitiendo conocer su caracterizacion molecular, estos métodos son mucho
maés rapidos que los convencionales, presentan una mayor sensibilidad y
especificidad, permite la deteccion cuantitativa como cualitativa y también
permite la deteccion e identificacion de microorganismos no cultivables o
dificiles de cultivar. No obstante, presentan desventajas como un alto coste, la
necesidad de equipos especiales e informacion de las bases de datos y con la
obligacién en muchos casos de enriquecimiento de los patdgenos. Las técnicas
moleculares junto con avances en biotecnologia y biomedicina son el futuro

para una rapida y deteccion temprana de los microorganismos patdgenos.

Se debe invertir y estudiar mas en investigacion sobre esta area para mejorar la
seguridad de los alimentos, evitar grandes pérdidas de estos y también para

mejorar la salud publica.

La sociedad debe de estar informada sobre este ambito y no tomarlo como un
problema a la ligera y tener conocimientos sobre seguridad de los alimentos en

casa.
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