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OPINION DEL TUTOR

El presente trabajo investigativo ha sido elaborado con el proposito de comparar el método
convencional 1SO 6579-2002 con PCR Tiempo Real como prueba de Tamizaje para la
deteccién de Salmonella spp en carne molida, CNDR-MINSA, Noviembre a Diciembre
2014.

Esta investigacion por lo tanto es un reconocimiento al esfuerzo humano y un logro en el
avance para el departamento de Agua y Alimento CNDR-MINSA y la Universidad

Nacional Autdnoma de Nicaragua. UNAN-Managua.

Como tutor apruebo esta investigacion para que sea defendida por sus autores con el tema

monogréfico.

“Analisis de la comparacion del método estandar ISO 6579-2002 con PCR Tiempo Real
como prueba de Tamizaje para la deteccion de Salmonella spp en carne molida, CNDR-
MINSA, Noviembre Diciembre 2014”.

AUTORES:
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Lic. Bioanalisis Clinico UNAN-Managua
TUTOR
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RESUMEN

Salmonella es un género de bacterias que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae,
actualmente contempla cerca de 2700 serovares. Son bacilos Gram negativos, aerobios
facultativos, mdviles con flagelos, productores de é&cido sulfdrico (H2S). Su habitat
fundamental es el tracto intestinal de personas y animales. Es transmitida a través de
alimentos, agua y por via fecal oral siendo la carne molida uno de los principales vehiculos
de transmision debido al incumplimiento de las Normas Técnicas Obligatorias (NTON-
0307808), las cuales agrupan una serie de medidas de higiene, condiciones de transporte e

infraestructura del expendio.

Es por tal razén que se hizo necesario el desarrollo de esta investigacion donde el objetivo
principal fue el Anélisis de la comparacion del método convencional ISO 6579-2002 con
PCR Tiempo Real como prueba de Tamizaje para la deteccion de Salmonella spp en carne
molida, CNDR-MINSA, Noviembre Diciembre 2014

Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal, no probabilistico por conveniencia.
De 39 tramos distribuidores de carne se recolecto un total de 25 muestras de carne molida
que correspondieron a los 5 lotes en estudio. De las cuales se obtuvo 100% de positividad
por ambos métodos, lo que demostrd la alta sensibilidad de la PCR Tiempo Real como
prueba de tamizaje para la deteccidn de este agente patdgeno.

Por otra parte deben ser consideradas como principal paso a seguir el cumplimiento de
medidas higiénicas por los distribuidores en el procesamiento, transporte y manipulacion ya
que de ello depende en gran manera la contaminacion del producto. Asi como la vigilancia
constante por parte del MINSA para garantizar su cumplimiento y la utilizacion de la PCR
Tiempo Rea ya que por los resultados obtenidos en el estudio confirma ser una valiosa
prueba de tamizaje con igual sensibilidad que el método convencional en la busqueda de
Salmonella spp.
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1. INTRODUCCION

Los alimentos son productos no estériles y pueden ser contaminados en cualquier etapa del
proceso por bacterias y sus toxinas siendo un riesgo para la salud del consumidor. Las ETA
son términos que se aplican a todas las enfermedades que se adquieren por medio del
consumo de dichos alimentos contaminados entre estos se encuentra la carne de res con una
composicion quimica compleja y variable dependiendo de una serie de valores intrinsecos y
extrinsecos, el conocimiento de su composicion y la manera en que estos componentes se
vean afectados por condiciones de manipulacion, procesamiento y almacenamiento
determinara finalmente su valor nutricional, durabilidad y grado de aceptacion del
consumidor. (Norma Internacional 1SO 6579-2002) La vigilancia contra Salmonella spp en
todas las etapas de la cadena de procesamiento de alimentos, constituye un elemento

importante en la investigacion de la epidemiologia de la Salmonelosis.

El género Salmonella esta constituido por un grupo de microorganismos con una mayor
diversidad bioquimica y seroldgica. Pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos
Gram negativos, anaerobios facultativos, no formadores de esporas, fermentan glucosa,
oxidasa negativa y reducen nitratos a nitritos.(Mejia, 2003). Este género esta constituido
por 2 especies: Salmonella entérica y Salmonella bongori. A su vez se dividen en mas de
2700 serovariedades entre los cuales los mas representativos son S. enteritidis y
Typhimurium, definido en funcién de diferentes asociaciones de factores antigénicos

somaticos O y flagelares H.

La infeccion causada por esta bacteria es conocida como Salmonelosis se puede manifestar
como dos procesos patoldgicos diferentes: Fiebre tifoidea o Gastroenteritis. Los huéspedes
naturales de la Salmonella spp. Incluyen seres humanos, animales de granja, domésticos y
silvestres.(Méndez, Badillo, Ortiz Parra, & Faccini, 2010)

Segun la OMS Salmonella spp es uno 7 principales patdgenos que pueden encontrarse en
los alimentos ubicandose asi como el principal microorganismo bacteriano implicado en un
46,9% dentro del espectro de las ETA.(AGUILAR A, 2011)

~1~
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Existe gran variedad de métodos diagnosticos que pueden realizarse para la determinacion
de Salmonella spp. Como la establecida por la Norma ISO 6579 2002 y la Técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en Tiempo Real. Segun la mayor parte de
estudios, el cultivo microbiolégico es la prueba Gold estandar para el aislamiento de
Salmonella spp, en alimento. Este consta de 3 etapas sucesivas las cuales son:
Enriquecimiento no selectivo, Enriquecimiento selectivo y aislamiento por medios solidos
selectivos y diferenciales. Posteriormente se lleva acabo el estudio de las caracteristicas
bioguimicas de las colonias sospechosas en los medios adecuados para su identificacion y
analisis.(OMS, 2007)

El avance en la biotecnologia también ha permitido el desarrollo de diversos metodos
alternativos, los cuales proporcionan ventajas en cuanto a eficiencia, sensibilidad y
disminucion del tiempo de deteccion. Estos métodos rapidos, por estar basados en la
determinacion de acidos nucleicos, tienen la potencialidad de ser muy especificos. Tal es el
caso de la Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa Tiempo Real (real time PCR);
que tiene la ventaja de llevar a cabo simultdneamente los procesos de amplificacion y
deteccion en el mismo vial y determinar la cantidad de ADN sintetizado en cada momento

de la reaccion.(Rubio, Martinez, & Hernandez, 2013)

En Nicaragua, el CNDR-MINSA ha implementado nuevas tecnologias como la biologia
molecular para el diagndsticode agentes patdgenos para el ser humano. Desde los afios 90
La PCR convencional se ha aplicado en el area de parasitologia con ayuda del PNUD, el
banco mundial y la OMS en el programa especial de investigaciones y ensefianza sobre
enfermedades tropicales TDR. En el afio 2008 con la cooperacion de la Unién Europea se
aplica PCR Tiempo Real la cual modifico el diagnostico emitido por dicha &rea ofreciendo

ventajas y facilidades.
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I, ANTECEDENTES
El Proyecto “WHO Global Salm-Surv” fue creado en el afio 2000 por la OMS para el
estudio, deteccién de brotes y control de enfermedades alimentarias de 142 paises. Durante
el afio 2006, se conocieron los resultados obtenidos en el marco del mencionado Proyecto,
entre los que se muestra una estimacién de dos millones de personas al afio fallecidas por
causa de enfermedades diarreicas atribuidas a alimentos contaminados entre los cuales se

encuentran las carnes rojas.(OMS, 2007)

En México se realiz6 una exploracion por parte de la revista “México Ciencia” la cual
divulgé un articulo con el tema Deteccion de Listeria monocytogenes, Salmonella y
Yersinia enterocolitica en carne de res en puntos de venta en México por método de PCR.
Para este estudio se obtuvieron 90 muestras de carne de res: 30 muestras procedentes del
norte, 20 del centro y 40 del sur. De éstas, el 50 % fueron nacionales y el otro 50% fueron
importadas. El resultado obtenido para carnes nacionales fué de: 27.78 % para L.
monocytogenes, 8.89 % para Salmonella y 28.89 % para Y. enterocolitica. Por otra parte las
carnes importadas resultaron negativas para los patdgenos en los tres estados en
estudio.(Rubio, Martinez, & Hernandez, 2013)

EL articulo publicado por la Revista INFECTIO de la asociacion colombiana de
infectologia en 2008 afirma haber realizado una investigacion con fin en determinar
Salmonella spp por PCR tiempo real y método convencional en canales de bovino de una
planta certificada y en alimentos de la via publica en el que se analizaron 311 muestras, 256
de la via publica y 55 de una planta de beneficio animal. Aislandose Salmonella spp en
16,1% de las muestras, PCR-Tiempo Real (PCR-RT) con un 68% positivos y el método
convencional con un 48%. Los alimentos expendidos en la via publica que presentaron
mayor contaminacién por Salmonella spp. Fueron: chorizos con 28,1% por PCR-TR y
12,3% por el método convencional; cerdo con 23,1% por PCR-TR y 15,4% por el método
convencional, carne molida con 9,3% por PCR-TR y 15,6% por el método convencional.
En canales de bovinos la presencia de Salmonella spp. Fue de 1,8%.(Yéanez, Méttar, &
Durango, 2008)
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Segun un articulo informativo publicado por un boletin de intoxicaciones alimentarias en el
afio 2012 un brote de Salmonella en Bloomington, Illinois enfermo a 12 personas, algunas
de las cuales presentaron malestares después de comer en McDonald’s, seglin el
Departamento de Salud del Condado de McLean (MCHD) durante su investigacion, los
funcionarios de salud no encontraron contaminacion en los alimentos o las superficies
ambientales, pero fueron capaces de determinar a partir de las entrevistas que el origen del
brote podria haber venido de un empleado o empleados que trabajaron sus turnos mientras
estaban enfermos.(Gillespie, 2012)

En los Estados Unidos en el afio 2013 las autoridades federales de salud reportaron que al
menos 16 personas en cinco estados Michigan, Arizona, Illinois, lowa y Wisconsin se
habian enfermado por comer carne molida contaminada con Salmonella. Cerca de la mitad
de estas personas tuvieron que ser hospitalizadas, pero ninguna murio6. Siete de las personas
afectadas comieron Kibbeh un platillo de carne molida cruda en un restaurante sin nombre
en Detroit. De acuerdo con el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), el
brote esta relacionado con el reciente retiro de mas de 1,000 libras de carne molida de Gab
Halal Foods y Jouni Meats, ambas con sede en Michigan.(Mercola, 2013)

Por otra parte este es el primer trabajo de campo realizado en el Departamento de Agua y
Alimento en el CNDR-MINSA en lo que se refiere al aislamiento y deteccion de
Salmonella spp en carne molida por técnicas de biologia molecular y convencional. Otro
estudio similar encontrado fue el de Comparacion de la PCR Tiempo Real y convencional
ISO 6579-2002 para piezas de pollo crudo en el afio 2013 realizado por estudiantes de la
UNAN-MANAGUA en el mismo departamento. El que aporto informacién acerca de la
inocuidad del pollo con respecto a Salmonella spp.
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1.JUSTIFICACION

Los productos carnicos son el segundo alimento de mayor demanda en los mercados
capitalinos dado a su elevado contenido nutricional. Segun los informes y registros del
MINSA estos forman parte de los productos méas vinculados a Enfermedades Transmitidas
por Alimentos en Nicaragua, ademas afirman que los sitios que originan las mismas son:

Los hogares, los comedores populares (fritangas) y las escuelas.(Gutiérrez, 2009)

Salmonella spp, por tanto es uno de los principales agentes que causa intoxicacion
alimentaria en los seres humanos por lo que fue necesaria una investigacion detallada en las
carnes molidas ya que este alimento tiene mayor posibilidad de contaminacién cruzada, por
sus caracteristicas propias de limpieza y desinfeccion incorrecta ademas de ser un producto

de mucha manipulacion.

Por tal motivo se efectud este estudio, con el objetivo de comparar el método de
aislamiento  (1SO-6579-2002) con el PCR Tiempo Real (Prueba alternativa) para le
deteccién de Salmonella spp en carne molida, mejorando la calidad en el diagnéstico del
CNDR- MINSA.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Estaran las carnes molidas comercializadas en el Mercado Ivan Montenegro de Managua

contaminadas con Salmonella spp?

¢Sera la PCR tiempo Real una prueba de tamizaje alternativa en comparacion al método

convencional 6579-2002 para la deteccion de Salmonella spp en carne molida?
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V. OBJETIVOS

Objetivo general

Comparar el método convencional 1ISO 6579-2002 con PCR Tiempo Real como prueba de
tamizaje para la deteccion de Salmonella spp en carnes molidas durante el periodo
Noviembre y Diciembre del afio 2014.

Objetivos especificos

. Aislar e Identificar la
presencia de Salmonella spp en carnes molidas del Mercado Ivan Montenegro de Managua
por los dos métodos utilizado.

. Determinar cual de los
dos métodos de extraccion de ADN bacteriano utilizado es mas efectivo para la deteccion
de Salmonella spp en carne molida a partir del pre-enriquecimiento en Agua Peptonada
Bufferada y enriquecimiento en caldo Rappaport Vassiliadis.

. Analizar las diferencias
entre pardmetros estadisticos (Sensibilidad y Valor Predictivo Positivo), factores de costo
directos de material y tiempo en la utilizacion del método estandar y el PCR Tiempo Real

para la determinacion de Salmonella spp en carnico.
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VI. MARCO TEORICO

6.1 Generalidades

6.1.2 Caracteristicas

Salmonella es un género de bacterias que pertenecen a la familia enterobacteriaceae,
actualmente contempla cerca de 2700 serovares. Son bacilos gramnegativos de 0,7-1,5 x 2-
5 um de tamafio, aerobios facultativos, méviles con flagelos peritricos con excepcion de la
serovariedad Gallinarum-Pollorum, no desarrollan capsula excepto la especie S, typhi,
producen &cido sulfurico (H2S).Su habitat fundamental es el tracto intestinal de personas y
animales.(Ministerio de salud, 2011)

Las pruebas bioguimicas para la deteccion de Salmonella spp muestra que fermentan la
glucosa, no fermentan lactosa ni la sacarosa, son anaerobias facultativas, no producen indol
y suelen producir sulfuro de hidrégeno. Son bacterias de crecimiento rapido, crecen en
medios diferenciales como MacConkey y en los altamente selectivos como Agar XLD,
Sulfito Bismuto y Hektoen entérico en lo que alimento se refiere, asi como en medios
altamente inhibidores como Selenito. Poseen propiedades invasivas como exotoxicas Yy
endotdxicas. La principal forma de transmision es a través de los alimentos. De las formas
clinicas, las mas comunes son la fiebre tifoidea y paratifoidea producidas por Salmonella
Typhi y Paratyphy A. De las asociadas a infeccion del torrente sanguineo uno de los
serotipos mas comunes es Salmonella Choleraesuis. Sin embargo, la forma clinica méas
frecuente es la diarrea asociada a mas de 1,500 serotipos. Estos procesos requieren manejo
terapéutico distinto por tener morbi-mortalidad distinta.(L6pez Cruz, y otros, 2004)

6.1.3 Taxonomia

El género Salmonella fué nombrada Daniel Elmer Salmon, un patdélogo veterinario
norteamericano. Mientras Theobald Smith descubriéla bacteria de tipo real ("Salmonella
Typhimurium" Choleraesuis var) en 1885, el Dr. Salmon fué el administrador del programa

~8~
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de investigacion del USDA, y por lo tanto el organismo es nombrado en su honor.(New
medical., 2014)

Clasicamente se distinguian tres (nicas especies patdgenas primarias: S. typhy, S.
choleraesuis y S. enteritidis

El tratamiento taxondmico actual de Salmonella ha simplificado el espectro y reagrupado
asi todas las cepas (patdgenas o no) en dos Unicas especies: S. enterica y S. bongori.
Subdivididas en subespecies y serovares. Para evitar confusiones, S. enteritica serovar
typhiadn se identifica como S. typhi. Esta se caracteriza por su antigeno flagelar (H),
antigeno O (LPS - lipopolisacarido) y un antigeno polisacarido capsular de virulencia
(Vi).Esta altima (antes subespecie V) no es patogena para el ser humano. Diferenciables
entre si por caracteristicas metabdlicas tales como la hidrolisis del ONPG, el crecimiento en
presencia de KCN. Ademas que Salmonella entérica subespecie entérica agrupa a la
mayoria de las bacterias de este género que se asocian con animales de sangre caliente y
con el hombre, mientras que las demas subespecies y también S. bongori son habitantes del
ambiente y se asocian con animales de sangre fria.(Depto. Bacteriologia y Virologia, 2002)

6.1.4 Nomenclatura

Debido a la diversidad de los serovares identificados, la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) han propuesto una clasificacion basada en las combinaciones de los antigenos que
posee somatico (O), flagelar (H) y capsular (K), este sistema se conoce como el Kauffman-
White.

Los serovares de Salmonella entérica son normalmente escritos por su nombre corto, el
cual incluye el nombre del serovar, por ejemplo: Salmonella entérica serovar Typhimurium
se denota como S. Typhimurium. Adicionalmente, los subtipos son utiles para conocer la
distribucién geografica de este microorganismo y estos se realizan mediante fagos
especificos. Esta clasificacion se escribe con numeros de fagotipo (PT) o fagotipo
definitivo (DT). Los dos términos son intercambiables en la literatura y pueden usarse

indistintamente.(Ministerio de proteccion social. INS, 2011)
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Los antigenos somaticos son termoestables y su especificidad radica en el componente
polisacarido de la endotoxina, complejo proteina-lipopolisacarido. Los antigenos O se
clasifican en mayores y menores; los mayores son los que definen un grupo antigénico. Asi,
el factor antigénico 0:4 caracteriza el antiguo grupo B, hoy llamado O: 4, mientras que los

antigenos menores tienen menor valor discriminativo.

Los antigenos capsulares o de envoltura sélo lo presentan algunos serotipos de Salmonella
(Typhi y Dublin).

Los antigenos flagelares son proteicos y termolabiles. Algunos serovares sélo producen un
Unico tipo de antigeno H, siendo en consecuencia, monofésicos. Sin embargo otros
serotipos pueden producir alternativamente dos tipos de antigenos H, por lo que se

denominan bifasicos.

Mediante el uso de reacciones antigeno anticuerpo se determina la formula antigénica de
una cepa y, a partir de dicha formula, se la clasifica en serovar o serotipo siguiendo el
esquema propuesto originalmente por Kauffman y White (que agrupa todas las
serovariedades conocidas, mas de dos mil setecientos).(Depto. Bacteriologia y Virologia,
2002)

6.1.5 Caracteristicas de crecimiento, sobrevivencia e inactivacion

Crecimiento
Temperatura
Salmonella puede crecer entre 7-49°C, su crecimiento se ve reducido a < 15°C. Al evaluar
la temperatura de este microorganismo, sefialan que puede crecer a 5.9 °C, sin embargo,
estos datos no son concluyentes porque dependen del serovar y el medio de cultivo donde

se inocula.
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pH

Salmonella crece a un pH que varia entre 4-9, la tolerancia al acido depende del tipo y
tamafio del acido al cual se expone el microorganismo, y por factores como la temperatura
y sustancias como los nitritos. Ello explica que Salmonella se multiplique facilmente dentro
de los organismos animales, asi como en alimentos frescos tales como carne, pescado,

huevos, lacteos, etc.(Ministerio de proteccién social. INS, 2011)

Condiciones atmosféricas

El crecimiento bajo atmosferas de nitrogeno es ligeramente menor a las condiciones
aerobicas. Puede crecer de 8-11°C con concentraciones de 20-50% de CO2, su crecimiento
se ve retardado cuando hay un 80% de CO2 en el aire.

Actividad de agua (aw)
Salmonella puede multiplicarse en aw que van desde 0.94 hasta 0.995 y puede persistir en

alimentos con aw inferiores a 0.94 como chocolate, nueces y mantequilla de mani.

Tabla 1. Condiciones de crecimiento de Salmonella spp.

Caracteristicas Maxima Minimo Optimas
Temperatura 49,5°C 5,9 °C su crecimiento  35-37°C
se ve reducido a
<15°C
pH 9.5 3.8 6.5-7.5
Actividad de agua (aw) 0.95 0.995

Se han encontrado algunos serovares capaces de multiplicarse a 54°C y crecer 5,9°C en medios de

cultivo.
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Sobrevivencia

Se sabe que Salmonella crece bien en alimentos (especialmente si tiene un alto contenido
de proteina como el pollo, huevo y carnes), asi como en superficies de la industria de
alimentos. La habilidad de Salmonella para sobrevivir en la cadena agroalimentaria se debe
en parte a su capacidad para responder efectivamente a los cambios medioambientales.

Temperatura

Puede sobrevivir por largos periodos a temperatura de refrigeracion, especialmente en
alimentos que tengan grasa, estudios sefialan que pueden sobrevivir por encima de 5°C.
Algunos alimentos especialmente las carnes parecen tener un efecto protector para

Salmonella durante procesos de congelacion, asociados a su contenido de grasa.

Concentracion de sal
Generalmente es sensible a altas concentraciones de sal (9%), aungque puede crecer en

productos que tengan 3% de cloruro de sodio.(Ministerio de proteccion social. INS, 2011)
pH
Es importante sefialar en funcién de la serovariedad S. Typhimurium es las mas resistente

hasta ahora reportada.

Tabla 2.Rangos de pH donde puede crecer Salmonella en funcion del tipo de é&cido

empleado
Tipo de pH pH minimo
Acido clorhidrico 4.05
Acido citrico 4.05
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Acido tartarico
Acido glucénico
Acido fumarico
Acido malico
Acido lactico
Acido succinico
Acido glutarico
Acido adipico
Acido pimélico
Acido acético
Acido propio6nico

Inactivacion

Temperatura

La muerte de la Salmonella puede presentarse en los procesos de congelacion, pero puede
permanecer viable durante este proceso, por lo que debe tenerse en cuenta que la

congelacion no garantiza su muerte.

Valor D

El valor D para Salmonella a 60°C es de 2-6 minutos (dependiendo del alimento) y a 70°C
es de un minuto, el cual se altera por el contenido de grasa existente en el alimento.

Algunos serovares son mas resistentes, por ejemplo, S. senftenberg.

Cloruro de sodio

Concentraciones superiores a 9% de cloruro de sodio resultan bactericidas para Salmonella.
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Actividad de agua

El nidmero de Salmonella disminuye a medida que disminuye el aw de los alimentos.
Valores bajos de aw parecen tener un efecto protector sobre Salmonella.(Ministerio de
proteccion social. INS, 2011)

pH

Salmonella no crece en pH inferiores a 4.0

Conservantes

Salmonella inhibe su crecimiento en presencia de 0.1% de &cido acético a pH 5,1. Los
nitritos pueden ser eficaces para destruir a Salmonella siempre que su pH del alimento sea
acido.(OMS, 2007)

Radiacion
Estudios con S. Typhimurium en carne inoculados con 107 células del microorganismo e

irradiadas con 5 kG y, demostraron que esta dosis es capaz de inactivar 10%

6.1.6 Patogenicidad

Salmonella spp es un microorganismo ampliamente distribuido en el mundo, pero la
capacidad de que cause algun dafio depende de varios factores entre los cuales esta el
tamafio del indculo, factores de virulencia expresados por la cepa, hospedero involucrado y
estado inmunolégico del paciente.(Figueroa Ochoa & Verudugo Rodriguez, 2005).

El tamafio del in6culo de Salmonella requerido para causar enfermedad sintomatica en
adultos sanos no estd bien establecido. En general, se necesita una inoculacion
relativamente grande, entre 10°y 10° organismos.(Romero Caballero & Herrera Benavente,
2002). Al ser ingerida dicha cantidad pasan al estbmago, donde un pH bajo inhibe su

multiplicacion. Cuando el pH géstrico se torna mas alcalino por el uso de antidcidos orales,
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hay un incremento en la susceptibilidad a la infeccidn intestinal. Los organismos que llegan
al intestino delgado se topan con dos respuestas adicionales de defensa del huésped: la
rapidez del transito intestinal y la flora bacteriana normal. Un tréansito intestinal normal
disminuye el tiempo de contacto del organismo con la mucosa, y cuando la motilidad
disminuye por factores anatdmicos o por medicamentos, puede haber un incremento

potencial de invasion por Salmonella.

La flora microbiana normal del intestino delgado compite por los requerimientos de
crecimientos con los patdgenos, mantiene el pH luminal bajo mediante la produccién de
acidos grasos de cadenas cortas y produce sustancias antibacterianas, tales como la
colicinas. Esto es cierto por la observacion de que la administracion de antibidticos de
amplio espectro pueden exacerbar sintomas gastrointestinales o pueden lograr el estado de
portador convaleciente. Los organismos que vencen estos mecanismos de defensa locales
en el tracto gastrointestinal se adhieren a la mucosa y producen uno de los dos patrones de

patogénesis: patron secretor (diarrea liquida o acuosa), patrén invasor.

Salmonella es productora de diarrea aguda acuosa la mayoria de los serotipo de salmonella
no tifoidea son consideradas cepas productoras de diarrea y causan gastroenteritis aguda sin
invasion. Algunas se pueden multiplicar en el intestino delgado sin provocar ningln
sintoma. Otras invaden la mucosa y producen enterotoxinas que ocasionan una diarrea de
tipo secretor.. Salmonella pasa a través de la capa de células epiteliales hacia la l[d&mina
propia, donde provoca edema de la mucosa e inflamacion.(Dr. Romero, 2007)

Patron invasor Salmonella typhi es el serotipo de Salmonella invasiva mas conocida. Los
serotipos de Salmonella no tifoidea que tipicamente son invasivos mas conocidos. Los Ay

B, Salmonella choleraesuis, Salmonella duplin y Salmonella oranienburg. Estos
organismos causan una enfermedad clinica llamada fiebre entérica, fiebre tifoidea o fiebre
paratifoidea. Los efectos patogénicos son mas extensos y usualmente mas severos que lo
producidos por los serotipos productores de diarrea.. En la lamina propia la respuesta
predominante es la activacion de células mononucleares y algunos microorganismos son

fagocitados y transportados a los foliculos linfoides intestinales locales (placas de ayer), a
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los nédulos linfaticos regionales, al conducto torécico y a la circulacion sistémica. De esta
manera ocurre la diseminacion por via hematdgena y las células reticulo endoteliales del
bazo y el higado son infectadas.

Factores de Patogenicidad

Salmonella spp. Posee cuatro mecanismos para producir dafio: los antigenos de superficie,

la capacidad invasiva, la endotoxina de pared y la produccion de enterotoxinas.

Los antigenos de superficie incluyen el antigeno VI, asociado a las cepas con mas
virulencia, que necesitan menor dosis infectantes para producir el padecimiento se le llama

de esta manera al antigeno para indicar virulencia, es un factor antifagocitario.

Los antigeno O se consideran adhesinas que coadyuvan a la adherencia de la bacteria a las
celulas de los tejidos. De esta forma funcionan las fimbrias de las cepas que tienen estas

estructuras.

La capacidad invasiva es una caracteristica que tienen algunas cepas, que les permite
penetrar con mayor facilidad a las células y atravesar los epitelios para instalarse en la
estructura de la submucosa y en los ganglios linfaticos. EI mecanismo que favorece esta

actividad no es bien conocido.

La endotoxina de pared es un polisacarido que se encuentra en la mayor parte de los
miembros de esta familia. Produce necrosis focal en el sitio en el que se encuentra
colonizando la bacteria, lo cual explica las ulcera que se reproducen en el intestino delgado.
La produccion de enterotoxinas por algunas cepas se manifiesta por cuadro diarreico. Son

consideradas similares a las enterotoxinas termolabiles de la E. coli enterotoxogenica.(Dr.
Romero, 2007)
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6.1.7 Inmunidad

Después de ser ingeridas y de pasar a través del estbmago, las Salmonellas son capaces de
invadir y de replicarse en las células M (micropliegues) que se localizan en las placas de
Peyer de la region terminal del intestino delgado. Tipicamente estas células transportan
antigenos de cuerpos extrafios hasta los macr6fagos subyacentes para su eliminacion. Dos
sistemas separados de secrecién de tipo 1l intervienen en la invasion inicial de la mucosa
intestinal (isla de patogenicidad 1 de Salmonella [SPI-1]) y la enfermedad sistémica
posterior (SPI-2).

La unidn a las células M estd mediada por las fimbrias especificas de especie. El sistema de
secrecion SPI-1 introduce después las proteinas de invasion secretadas por las bacterias
(Sips 0 Ssps) en las células M, lo que da lugar a una reorganizacion de la actina de las
células del organismo anfitribn con la consiguiente formacién de ondulaciones en la
membrana. Las membranas onduladas rodean y engullen a las Salmonellas, lo que permite
su replicacion intracelular en el fagosoma con ulterior destruccion de la célula anfitriona y

extension a células epiteliales adyacentes y al tejido linfoide.

La respuesta inflamatoria limita la infeccion al aparato digestivo, interviene en la liberacién

de prostaglandinas y estimula la secrecion activa de AMPc y liquidos.

Las especies de Salmonella se protegen también de los acidos del estbmago y del pH &cido
del fagosoma mediante un gen de respuesta de tolerancia a los acidos (ATR). La catalasa y
la superoxido dismutasa son otros factores que protegen a las bacterias frente a la
destruccion intracelular.(Chien Wu, 2012)

6.1.8 Enfermedades y Formas clinicas

Salmonella es un patégeno asociado a enfermedades que afectan a un amplio rango de
vertebrados. Algunas de ellas son patdgenos estrictamente de humanos (Salmonella
serotipo Typhi, serotipo Paratyphi A, B o C). Sin embargo la mayoria de los serotipos no

estan adaptados a un huésped especifico. Generalmente la infeccion se adquiere por la
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ingesta de agua o alimentos contaminados, tras lo cual se pueden dar tres posibilidades: la
eliminacion del microorganismo, la aparicién del estado portador asintomatico, o el

desarrollo de la enfermedad con alguno de las diferentes formas clinicas.

Las formas clinicas de la infeccion pueden agruparse en cinco sindromes clinicos:
infecciones asintomaticas agudas, gastroenteritis aguda, bacteriemia con o sin supuraciones
locales, fiebre tifoidea, y estado de portador cronico asintomatico. Los sintomas clinicos y
los hallazgos clinicos de laboratorio de estos sintomas se sobreponen y pueden ser causado
por cualquier serotipo de Salmonella, sin embargo, los primeros tres sindromes son
generalmente causado por Salmonella no tifoidea y los dos Gltimos por Salmonella typhi.
Los pacientes de cualquier grupo de edad pueden desarrollar alguno de los sindromes
clinicos.(Murray & Rosenthal K., 2009)

Infecciones asintomaticas agudas.

La ingestion de un numero pequefio de Salmonella puede producir a una infeccién
asintomatica. Los organismos son excretados por varios dias y posteriormente eliminados
por completo. Los lactantes y nifios con infeccion asintomatica son detectados por
coprocultivo rutinario, colectado en estudios clinicos o investigaciones de brotes, la
incidencia mundial de la infeccién asintomatica es desconocida pero puede ser mayor que

la de otros sindromes clinicos.(Dr. Romero, 2007)

Gastroenteritis aguda.

Es una padecimiento que se adquiere por la ingesta de diferentes alimentos contaminados
son diferentes cepas de Salmonella entérica, como Salmonella Typhimurium aunque
muchos otros agentes etioldgicos pueden producir este cuadro clinico, las manifestaciones
se inician a las 24 o 48 hrs., con diarrea severa, ruidos hidroaéreos, colicos de diferente

intensidad, nauseas y en ocasiones vomitos.

Salmonella se localiza exclusivamente en el intestino y tiene un mecanismo patogénico de
tipo enteroinvasivo. Esto se debe a que Salmonella tiene la capacidad de colonizar la pared

intestinal, dando lugar a desprendimiento de la mucosa y en ocasiones produce pequefias
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ulceras que pueden sangrar, lo que se manifiesta por un color mas oscuro de las materias

fecales semiliquidas o liquidas.

A menudo se refiere a este sindrome como “intoxicacion por alimentos”. Esto puede ocurrir
esporadicamente o0 en brotes que tienen su origen en aguas o alimentos contaminados.
Después de un periodo de incubacién de 6 a 48 horas empiezan los sintomas iniciales:
nauseas, vomitos y cdélicos abdominales. Esto es seguido por diarrea de intensidad
moderada y que generalmente no presenta sangre. Los individuos con condiciones
gastrointestinales especiales, como enfermedad inflamatoria del intestino, pueden presentar

evacuaciones profusas acuosas y/o sanguinolentas.

En la forma aguda de la enfermedad se puede demostrar la afectacion colonica. Los
sintomas pueden persistir entre dos dias y una semana antes de la resolucion

espontanea.(Méndez, Badillo, Ortiz Parra, & Faccini, 2010)

Este padecimiento es autolimitante, después de tres o cuatro dias el paciente empieza a
mejorar, y en solo pocos casos la diarrea se prolonga por mas de una semana. Debido a que
el padecimiento es asintomatico, el tratamiento debe estar encaminado a restituir liquidos y

a equilibrar los electrolitos.(Dr. Romero, 2007)

Los casos letales son excepcionales pero pueden ocurrir, sobre todo en pacientes ancianos
ingresados en residencias geriatricas y en inmunodeprimidos. Tras la resolucion del cuadro
los pacientes pueden portar y eliminar Salmonella spp. Por las heces durante 4-5 semanas e
incluso durante mas tiempo, sobre todo si fueron tratados con antibioterapia.(Murray &
Rosenthal K., 2009)

Bacteriemia con o sin supuraciones locales.
Algunas de las cepas de Salmonella invaden y se diseminan, causando bacteriemia aguda o

intermitente. La infeccion se puede localizar en cualquier sitio anatomico del huésped a

manera de complicacion.(Dr. Romero, 2007)
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Septicemia

Todas las especies de Salmonella pueden dar lugar a bacteriemia, aunque las infecciones
por Salmonella typhi y S. Paratyphi A son las que con mayor frecuencia la producen.

El riesgo de bacteriemia por Salmonella es mas alto en pacientes pediatricos, geriatricos y
en pacientes inmunodeprimidos (infectados por VIH, drepanocitosis e inmunodeficiencia
congenita). La presentacion clinica de la bacteriemia por Salmonella es idéntica a la de
otras bacteriemias por gramnegativos, aunque pueden aparecer infecciones supurativas
localizadas (osteomielitis, endocarditis y artritis), hasta en el 10% de los pacientes.(Murray
& Rosenthal K., 2009)

Son cuadro clinico de alta gravedad, la invasion al torrente circulatorio y la colonizacion
del tejido hematicos hace desde un foco establecido en el intestino. El cuadro se inicia de
forma brusca. Es frecuente que este padecimiento se complique con una coagulacion
intravascular diseminada causada por: lesion del endotelio que activa el actor XII de
coagulacion, lesion tisular que libera actores tromboplasticos que activan el sistema
extrinseco de la coagulacién, destruccion de eritrocitos y plaquetas que cuyos fosfolipidos
activan los factores intrinseco y extrinsecos de coagulacion, este cuadro se manifiesta en

hemorragias, petequias y hematomas.

Fiebre tifoidea
Se adquiere por la ingesta de alimentos contaminados por Salmonella typhi con indculos de
1x10° se tiene muy altas probabilidades de contraer la enfermedad.(Dr. Romero, 2007)

Una forma leve de esta enfermedad, la fiebre paratifoidea, se produce por S. Paratyphi A,
Salmonella schottmuelleri (anteriormente conocida como S Paratyphi B) y Salmonella
hirschleldi (anteriormente conocida como S Paratyphi C). Al contrario de lo que ocurre en
otras infecciones por Salmonella, las bacterias responsables de la fiebre entérica pasan a
través de las células que tapizan el intestino y son engullidas por los macréfagos. Se replica
después de ser transportadas al higado, el bazo y la medula dsea. Entre los diez y catorce
dias después de la ingestion de los bacilos, los pacientes presentan fiebre que va en

aumento progresivamente, con sintomas inespecificos como cefalea, mialgias, malestar
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general y anorexia. Estos sintomas duran al menos una semana y son seguidos por sintomas
gastrointestinales. Este ciclo se corresponde en una fase bacteriemia inicial que se sigue de
la colonizacion de la vesicula biliar y posteriormente de la re infeccion del intestino. La
fiebre entérica es una enfermedad clinica grave, que se debe sospechar en pacientes febriles
que hayan viajado recientemente a paises en via de desarrollo en los que la enfermedad es

endémica.

La transmision se produce por via fecal-oral y el hombre es el Unico reservorio. Las
manifestaciones clinicas aparecen después de un periodo de incubacidn que varia entre 7 y
28 dias, pudiendo aparecer diarrea o estrefiimiento, fiebre prolongada y en agujas, dolor
abdominal, dolor de cabeza y abatimiento.(Jurado, Arenas, Doblas, Rivero, & Torre, 2010)

6.1.9 Epidemiologia e Incidencia

Salmonella se encuentra en practicamente todos los animales como gallinas, reptiles, vacas,
roedores, animales domésticos, aves, como comensal y patdgeno en el tracto
gastrointestinal de humanos. Ciertos serotipos como Salmonella typhi y Salmonella
Paratyphi, estan muy adaptadas al hombre y no causan enfermedades en otros huéspedes.
Algunas cepas de Salmonella estdn adaptadas a los animales, pero cuando infectan a los

humanos pueden causar enfermedad grave.

Salmonella es una de las principales causas de enfermedades gastroentericas en la mayoria
de los paises. Se estima que Salmonella entérica es responsable de alrededor de 1 millén de

casos de enterocolitis y de 400 muertes al afio en Estados Unidos.

La Fiebre Tifoidea, la mas grave de las Salmonellosis, continda siendo un problema mayor
en muchos paises en vias de desarrollo. Si bien resulta dificil conocer su real impacto, la
OMS estima que, anualmente se registran diecisiete millones de casos anuales, con unas

seiscientas mil muertes.

Desde 1995, afio en que se implementé el programa V.E.T.A (Vigilancia de las

Enfermedades Transmitidas por los Alimentos), se ha constatado un aumento en el nimero
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de brotes denunciados; el Departamento de Vigilancia Epidemiol6gica del Ministerio de
Salud Publica estudié cinco brotes en el afio 1995 y cuarenta y un brotes en el afio 1999,
constatandose en dicho lapso un Predominio de brotes de origen bacteriano, siendo
Salmonella spp. El agente més frecuentemente aislado.

Ademés de lo anotado, probablemente exista aumento real en los brotes, reflejado en el
incremento del serotipo Enteritidis, responsable en los Gltimos afios, de la mayoria de
aquéllos. Este serovar ha desplazado a Salmonella Typhimurium como causa mas frecuente
de infeccion esporddica o de brotes de enfermedad de origen alimentario.(Depto.
Bacteriologia y Virologia, 2002)

6.1.10 Fuentes de infeccion

Humanos

Las heces de personas infectadas pueden contener un gran namero de Salmonella y puede
excretarlo hasta por 3 meses. De acuerdo al serovar implicado, el 1% de los adultos
infectados y el 5% de los nifios menores de 5 afios pueden excretar el microorganismo por
mas de un afio. La excrecidon de Salmonella Typhimurium en pacientes después de haber

sufrido salmonelosis puede durar hasta 110 dias.

Animal

Salmonella estd presente en el intestino de pajaros, reptiles, tortugas, insectos
(ocasionalmente), pollos, pavos, cerdo y puede infectar a los humanos por consumo de
alimentos contaminados o contacto directo. El pollo y las reses son reconocidos como los
principales reservorios de Salmonella. Muchas infecciones en animales pasan
asintomaticas. Los animales pueden infectarse al recibir concentrados contaminados con

Salmonella.

Alimentos
La carne de pollo y otros tipos de carne (res, pavo) provenientes de animales infectados son
un importante vehiculo de Salmonellosis, otros alimentos de origen animal como los

huevos también son vehiculo de transmisién. Recientemente, se ha asociado a alimentos
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como frutas y vegetales como melones, mangos, tomates, espinacas, lechugas y semillas
germinadas.

Medio ambiente

La Salmonella proveniente de las heces de animales puede permanecer en pastos y aguas,
contaminando de esta manera otros animales, los insectos puede ser un vehiculo de
contaminacién al posarse sobre las heces contaminadas y llevarlas a maltiples lugares. Este
ciclo favorece la diseminacion de Salmonella, llegando de esta manera al

hombre.(Ministerio de proteccion social. INS, 2011)

6.1.11 Rutas de transmision
Salmonella puede ser transmitida principalmente a los humanos por dos vias: Contacto
directo e indirecto.

Directo
Por el consumo de alimentos contaminados. Se estima que el 90-95% de los casos de

Salmonelosis estan asociados al consumo de alimentos contaminados.

Indirecto
Al proceder del agua, del piso y de las mas variadas especies de animales (roedores, moscas
Y pajaros actian como huéspedes reservorios los cuales no enferman).(Ministerio de

proteccion social. INS, 2011)

Ciclo de transmision de Salmonella spp.

Como el reservorio de Salmonella spp. (Excepto S. typhi y S. Paratyphi) son los animales,
todos los alimentos de origen animal pueden ser fuente de infeccion para las personas,

ademas de las aguas contaminadas y los vegetales regados con éstas.

El ciclo de transmision de Salmonella spp. Es una cadena que finalmente contamina a las
personas. Las vias de transmisién son multiples, entre las cuales la mas importante se

refiere a los alimentos de origen animal. En las plantas faenadoras de aves, bovinos y
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cerdos, existe el peligro de contaminar la carne de estos animales con Salmonella spp, en
las distintas secciones de la planta (recepcion, sacrificio, evisceracion, envasado), por

contaminacion cruzada.

Los animales a su vez son portadores de Salmonella spp, debido a factores tales como el
consumo de pastos regados con aguas contaminadas por este microorganismo; las aves y
animales silvestres pueden a través de sus heces contaminar los alimentos de uso animal,
como lo son los concentrados de harina, los cuales pasan a ser importantes vehiculos de

transmision de la bacteria a los animales domeésticos de consumo humano.

Por otra parte, las personas portadoras de Salmonella spp, pueden transmitir la bacteria a
otras personas al manipular los alimentos de manera inadecuada. Las personas también
pueden adquirir la infeccion por contacto directo con los animales de compafiia.

Otra fuente importante en la transmision de Salmonella spp. Lo constituyen las aguas de

cursos naturales, al ser contaminadas por aguas servidas, desechos de plantas faenadoras y
otros.(Insunza & Soto, 1998)
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6.2 Métodos para la deteccion de Salmonella spp

La deteccion de Salmonella spp en alimentos es de gran importancia para evitar la
contaminacién en animales o seres humanos. Existen métodos moleculares como el PCR en
Tiempo Real, también otros basados mediante normas ISO 6579-2002, estos son
denominados como métodos de referencia, y la mayoria de estos se basa en las

caracteristicas bioquimicas del microorganismo.

6.2.1 Métodos de deteccion tradicionales

Hoy en dia existen numerosas metodologias para el aislamiento y caracterizacién de
Salmonella spp. a partir de alimentos, entre las que se pueden citar: APHA (2001), ISO
6785:2001 (IDF 93: 2001), 1SO 6579 (2002), BAM-FDA (2011), USDA-FSIS MLG 4.05
(2011). Estos métodos tradicionales estan basadas en pasos de pre-enriquecimiento en
medio liquido no selectivo un enriquecimiento en medios liquidos selectivo, el aislamiento
diferencial sobre medios so6lidos, confirmacion bioguimica de las colonias sospechosas vy
la confirmacién seroldgica de colonias sospechosas. No cabe duda que estas metodologias
son extremadamente confiables y es por ello que son consideradas Gold Standard. Sin
embargo, los métodos tradicionales de deteccién de Salmonella spp en alimentos son
lentos, laboriosos, requieren de mucho personal y necesitan un periodo de desarrollo de
varios dias.(Leotta & Dallos, 2013).

6.2.2Método internacional estdndar 1SO 6579-2002

En el anélisis para el aislamiento e identificacion de la bacteria Salmonella, se pueden
mencionar habitualmente tres etapas fundamentales: pre-enriquecimiento en medio liquido
no selectivo, enriquecimiento en medios liquidos selectivos, aislamiento diferencial sobre

medios selectivos.
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Pre-enriquecimiento en medio liquido no selectivo:

En esta etapa se logra la revivificacion de las Salmonellas lesionadas se incrementa su
vitalidad y se adquieren las condiciones fisioldgicas para un perfecto desarrollo, el medio
de eleccion es el Agua Peptonada ya que mantiene un PH constante y asi favorece el
desarrollo de la Salmonella.

Enriguecimiento en medios liquidos Selectivos:
En esta etapa de enriquecimiento selectivo, se estimula y favorece el crecimiento de la

salmonella y restringe la proliferacién de la flora competitiva.

En este estudio nosotros utilizamos el medio selectivo Caldo Rappaport-Vassiliadis, el
medio estad compuesto por triptona que es una fuente de carbono y nitrodgeno para el
crecimiento del microorganismo. Ademas el verde de malaquita inhibe el crecimiento de la
flora competitiva, pero no el de Salmonella, los fosfatos monopotasico y dipotasico
mantienen inalterable el valor del pH durante el almacenamiento del medio. La
concentracion de cloruro de magnesio es Optima para lograr un buen enriquecimiento de
caldo y favorecer el desarrollo de salmonella. La recuperacion de dicha bacteria en el
medio Rappaport Vassiliadis se obtiene a 42°C

Aislamiento diferencial sobre medios solidos selectivos
En esta etapa es donde ain mas se restringe el crecimiento de la flora competitiva y se
estimula el de la Salmonella por otra parte la composicion de los distintos medios permite

el crecimiento de colonias con aspecto caracteristicos cada uno de ellas.

Agar xilosa lisina Desoxicolato (XLD)

Medio selectivo y de diferenciacion. Contiene extracto de levadura como fuente de
nutrientes y vitaminas. Utiliza el Desoxicolato de sodio como agente selectivo y por
consiguiente, inhibe los microorganismos Gram positivos. La Xilosa se incorpora en el
medio dado que la fermentan préacticamente todos los entéricos, excepto Shigella, y esta
propiedad hace posible la diferenciacion de dicha especie. La Lisina se incluye para

permitir la diferenciacion del grupo Salmonella.
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Agar Hektoen entérico

Este es un medio ideal para el aislamiento selectivo de Salmonella a partir de alimentos. El
medio de cultivo contiene sales biliares que inhiben el desarrollo de la flora acompariante, y
dos sistemas indicadores azul de bromotimol y fucsina acida como indicadores de la
fermentacién de carbohidratos, citrato de hierro como un indicador de la formacion de H.S
a partir del tiosulfato. EI medio de cultivo, permite una buena diferenciacién de las colonias
e inhibe el desarrollo de algunos coliformes y otras bacterias no fermentadoras de lactosa,
facilitando asi la identificacién de Salmonella.

Agar Bismuto Sulfito

La peptona, el extracto de carne y la dextrosa proporcionan los nutrientes necesarios para el
crecimiento de los microorganismos. El sulfato ferroso actia como indicador en la
produccién de sulfuro de hidrogeno que se manifiesta en el centro de la colonia por un
precipitado negro y un halo negro grisaceo con brillo metélico por la reduccion de los iones
bismuto en presencia del sulfuro de hidrégeno. El sulfito de bismuto y el verde brillante

inhiben considerablemente el crecimiento de bacterias contaminantes.

Medios de cultivo diferenciales

Pruebas bioquimicas
La utilizacién de los medios de cultivo de deteccion para una deteccion final se basa, en
evidenciar la presencia o ausencia de diferentes enzimas, que dirigen el metabolismo

bacteriano a lo largo de diversas vias.

Agar hierro tres azucares o triple aztcares y hierro (TSI)

Fundamento:

Este medio se utiliza para determinar la capacidad de los bacilos gramnegativos para
fermentar lactosa, sacarosa y glucosa, asi como para determinar su capacidad de producir
H2S (&cido sulfhidrico). ElI medio contiene dos camaras de reaccion, en la parte inclinada

se fermenta la sacarosa y la lactosa y en la parte profunda se fermenta la glucosa. Se puede
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fermentar los 3 carbohidratos 0 uno de ellos depende de la bacteria que se estudie
Salmonella spp es una bacteria lactosa negativa por lo que de esta reaccion se obtendra un
resultado alcalina/acido (K/A), por lo general Salmonella tiene la enzima tiosulfatasa, que
reacciona con el tiosulfato de Na como una fuente de azufre para la produccion del sulfuro
de hidroégeno. Para que esto ocurra debe haber un pH é&cido, lo cual se consigue con la
fermentacion de la glucosa. El primer paso es la fermentacion de la glucosa, uno de cuyos
productos terminales es el acido férmico. Salmonella spp tiene la enzima deshidrogenasa
formica, el acido formico es descompuesto en CO2 y H2.

Lisina hierro agar (LI1A)

Fundamento

Es un medio para detectar enzimas que descarboxilan o desaminan la lisina en bacilos
gramnegativos. Adicionalmente detecta enzimas que producen sulfuro de hidrogeno y gas
proveniente de la glucosa.

Prueba de descarboxilacion de la Lisina:

Si la bacteria posee la enzima descarboxilasa, la descarboxilacion de la lisina produce
cadaverina, un producto terminal alcalino que acentua el color violeta del medio. Un
requerimiento previo de la descarboxilacién es un pH é&cido, el cual se logra con la
fermentacion de la glucosa. Esta reaccion se lleva a cabo en anaerobiosis, por lo que se
observa en la parte profunda del medio. La desaminasa de la lisina actta solo en ambiente

de aerobiosis por lo que se vera en la parte inclinada.

La desaminacion de la lisina termina en productos cetoacidos que en combinacion con el
Fe+, (proveniente del citrato de amonio férrico) hacen que la molécula combinada se
observe de color rojo intenso. El indicador de pH no interviene en este caso. Por esta razdn,
la lectura de esta reaccion no se abrevia con los simbolos de &cido (A) sino como R (rojo).
No existen enterobacterias que posean las dos enzimas (descarboxilasa y desaminasa de la
lisina) por lo que soOlo se tiene que observar, 0 una de ambas reacciones o la ausencia de

ambas.
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Cuando no hay desaminasa ni descarboxilasa, en la parte inclinada se observard una
alcalinizacion del medio por crecimiento y muerte bacteriana, la cual hara que esta parte se
observe de color violeta (K) y en la parte profunda, acidificacion por los productos
terminales de la fermentacion de la glucosa. En este caso, la parte profunda se observara de
color amarillo (A). Salmonella sppposee la enzima lisina-descarboxilasa dando como
resultado la reaccién parpuray fondo parpura, (K/K) con produccion de H2S y gas.

Movilidad, Indol, Ornitina (MI10O)

Fundamento

Es un medio que se utiliza para determinar la presencia de flagelos, asi como las enzimas
descarboxilasa de ornitina y triptofanasa. Por lo tanto, sirve para determinar la movilidad,
descarboxilacién de la ornitina y produccion de indol.

Movilidad

Algunas bacterias poseen flagelos y otras carecen de ellos. Las bacterias mdviles como
Salmonella spp. Producirdn un enturbiamiento homogéneo del medio debido a la
distribucion aleatoria de los microorganismos. Este medio ayuda a diferenciar las moviles

de las no moviles.

Produccion de Indol

Si la bacteria posee la enzima triptofanasa, el aminodcido triptéfano serd degradado en
varios productos entre los cuales esté el indol, el cual se hace visible al agregarle el reactivo
de Kovac (p-dimetilaminobenzaldehido) o Erlich con un color rosado intenso. En el caso de
Salmonella spp no hay presencia de la enzima y ausencia del indol, el reactivo se ve

transparente.
Descarboxilacién de la Ornitina:
Detecta la presencia de la enzima descarboxilasa de la ornitina, que de estar presente

desdobla la ornitina en putrescina, un producto con pH alcalino, lo que hace intensificar el

color violeta del medio.
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Hidrolisis de Urea

Detecta la presencia de la enzima ureasa. Cuando la bacteria tiene la enzima, la urea es
desdoblada a amonio y CO.. El amonio alcaliniza el medio haciendo virar el indicador al
rosado intenso, Salmonella spp. No tiene la capacidad de hidrolizar la urea, por lo tanto la

prueba es negativa, siendo esta prueba importante para su identificacion.

Aglutinacion por antisuero polivalente Poli A-1 & VI:

Los ensayos seroldgicos se basan en el hecho de que los anticuerpos presentes en suero, que
se producen en respuesta a la exposicion a los antigenos de las bacterias, aglutinan las
suspensiones bacterianas que contienen antigenos homaélogos. El antisuero proporciona
s6lo una identificacion serolégica. Una identificacion completa de un organismo se puede

realizar solo si se utiliza ademas un ensayo bioquimico

Meétodos de deteccion molecular

La invencion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) por K. Mullis y sus
colaboradores en 1985 ha revolucionado la biologia molecular y la medicina molecular
(Saiki et al., 1985). La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica in vitro utilizada
para amplificar enzimaticamente una region determinada de ADN situada entre dos
regiones de ADN cuya secuencia se conoce. Mientras que antes solo podian obtenerse
cantidades minimas de un gen especifico, ahora incluso un Gnico ejemplar de un gen puede
amplificarse con la PCR hasta un millon de ejemplares en tan solo unas pocas
horas.(Somma & Querci, 2010)

Base tedrica

El proceso que tiene lugar durante la PCR se puede resumir de la siguiente forma: partiendo
de un DNA molde, una enzima polimerasa incorpora nucledtidos complementarios a partir
de la zona de doble cadena originada por la union de los cebadores al molde. Ahora bien,
¢como tiene lugar esta reaccion? Como veremos a continuacion los cambios de temperatura
constituyen la base para que se completen los pasos necesarios. El proceso se lleva a cabo

en tres fases: desnaturalizacion, hibridacién y elongacion
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En primer lugar es necesario que el DNA se desnaturalice, es decir, que las dos cadenas de
DNA se separen. Esta primera fase se conoce como desnaturalizacion y se lleva a cabo

elevando la temperatura a alrededor de 94°C.

El siguiente paso consiste en un descenso de la temperatura para permitir que los cebadores
se unan por complementariedad al DNA molde. Esta segunda fase se conoce como

hibridacion. Temperaturas habituales en esta fase oscilan entre 35 y 60°C

Por dltimo, en la fase de elongacién o extensién, la enzima polimerasa incorpora
nucledtidos complementarios a partir del extremo 3’ libre de la region en que han hibridado
los cebadores. La temperatura a la que se lleva a cabo esta fase depende de la enzima
polimerasa empleada; si se utiliza Taq polimerasa la temperatura de elongacion suele ser de
72°C.

En ciclo el primer ciclo de PCR Uunicamente se ha obtenido una copia de un pequefio
fragmento del DNA molde. En este primer ciclo, los fragmentos generados no tienen el
mismo tamafio: la copia de cada una de las cadenas se inicia, a partir del extremo 3’, en el
punto en el que el cebador hibrida con el DNA molde y termina en el momento en el que la
enzima polimerasa no es capaz de afiadir mas nucleétidos (es decir, que la nueva cadena

formada no tiene un tamafio definido).(Pérez, 2010)

6.2.3 PCR Convencional

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR (siglas de su nombre en inglés Polymerase
Chain Reaction) permite generar una gran cantidad de copias de un fragmento de DNA
(&cido desoxirribonulceico). El requisito fundamental para poder llevar a cabo la reaccion
es disponer de fragmentos cortos de DNA de cadena sencilla complementarios a los
extremos del fragmento a amplificar. Estos fragmentos serviran como cebadores para que
una enzima polimerasa sea capaz de incorporar nucleétidos complementarios a la cadena
molde. Una vez completada la reaccion la cantidad fragmento amplificado se puede
visualizar mediante técnicas sencillas de separacion de fragmentos de ADN.(Pérez, 2010)
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6.2.4 PCR Tiempo Real.

En la PCR tiempo real los procesos de amplificacion y deteccion se producen de manera
simultanea si necesidad de realizar ninguna accion adicional, como elaboracion de tinciones
y visualizacion de geles, ademas mediante la deteccion de fluorescencia se puede medir
durante la amplificacion, la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la
emision de fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de ADN
formado, esto permite evaluar y registrar en todo momento la cinética de la reaccién de

amplificacion.

La PCR puede dividirse en tres fases: la de crecimiento lineal, la fase de crecimiento
exponencial y la de finalizacion (plateau). La fluorescencia elevada se produce durante la
fase de crecimiento exponencial temprana y el ciclo de PCR en el que se produce es
denominado CT (curve threshold) o CP (Crossing Point). Este valor esté relacionado con el
namero de copias blanco que posea la muestra que se esta evaluando, la cual permite que a

través de la PCR se realice la cuantificacion con un alta especificidad y sensibilidad.

Para llevar a cabo la PCR Tiempo Real los termocicladores incorporan un lector de
fluorescencia que simultaneamente a la reaccion indica a la pantalla la fluorescencia
emitida por cada muestra elevada, de lo que permite saber en el momento real en que

empieza la amplificacion.

Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados en la PCR a Tiempo Real pueden
ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas especificas marcadas con fluorocromos
disefiadas.

La fluorescencia emitida se debe a la accion de agentes intercalantes o marcadores de unién
de ADN vy sondas especificas marcadas con fluorocromos. Los primeros son compuestos
que se insertan entre las bases de una molécula de ADN, interrumpiendo la alineacion vy el
emparejamiento de las bases de las cadenas complementarias (por ejemplo colorante de
acridina, bromuro de etidio, SYBER Green). La emision de la fluorescencia se da cuando
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se une a ADN de cadena doble, de tal manera que cuanta mayor cantidad de producto
genera la reaccion de PCR, mayor cantidad de fluorescencia sera emitida.

Los agentes intercalantes han sido ampliamente usados, pero tienen la desventaja de unirse
a todo tipo de ADN de doble cadena incluyendo dimeros (si los hay), o a productos
inespecificos (si los hay), pueden generar resultados falsos positivos al momento de realizar
la identificacion de un gen o segmento especifico de ADN, de la misma forma, con este
tipo de fluorocromos no se pude usar PCR multiplex ya que no diferencia entre un
amplicon y otro, esto implica que cuando se usa SYBER Green, se debe tener condiciones
de PCR optimas y disefios de primer de exactos que eviten la formacion de dimeros, es
recomendable iniciar la sintesis de ADN a temperatura elevadas lo cual disminuye la
formacidn de inespecifidades, para ello se usan las sondas Taqg polimersa modificadas, que
se activan a altas temperaturas, 0 anticuerpos que evitan la accion de la polimerasa a

temperaturas inferiores de 97°C.

Los agentes intercalantes no permiten la identificacion de los polimorfismos en la secuencia

de la amplificacion, es decir son ensayos de deteccion independientes a la secuencia.

Los ensayos en los que se analiza secuencias especificas mediante PCR en Tiempo Real
usan sondas marcadas con fluorocromos y estas pueden ser simples de hibridacién o

hidrolisis.

Sondas simples: Corresponden al tipo mas sencillo de sonda disefiada para la deteccién de
mutaciones y polimorfismo de nucle6tido simple (SNP). Se usan sondas marcadas con un
fluorocromos en el extremo 3” 0 5’, que se hibridan especificamente a la secuencia que
contiene SNP de interés. Fluorescencia es mayor en aquellas muestras en que la sonda de
hibridacion, lo que permite identificar normales, homocigotos o heterocigotos para SNP

particular.
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El analisis de SPN se realiza monitorizando el comportamiento de la curva, de melting de
los hibridos sonda blanco a un incremento en la temperatura asi cuando el apareamiento es

perfecto, las temperaturas son mayores y ante la presencia de un SPN disminuye.

Sondas de hibridacién: varias sondas de secuencias especificas se usa el principio de
transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET) que estd basado en la
transferencia de energia de una molécula fluorescente adyacente, las cuales constituyen el
donador y el aceptor. Estas pueden ser utilizadas segin los métodos de 3 o 4
oligonucledtidos.

El método de 4 oligonucledtidos consiste en dos pares de primers y dos sondas con
secuencias especificas que estan unidos de manera adyacente una a la otra.La 3" una
formacion de cabeza-cola la sonda upstream esta marcado con un fluorocromo aceptor en el
extremo 3’ y la sonda downstream posee un fluorocromo aceptor en el extremo 3’ y en el
extremo 5’°, asi estos extremos sufren un incremento en la transferencia de energia de
energia de resonancia fluorescente (FRET) cuando se usan estas para el analisis de dosis
genética, la cuantificacion se realiza efectuando evaluando la cantidad de fluorescencia
emitida, la cual es directamente proporcional la cantidad de blanco de ADN generado
durante PCR en el analisis de SNP se analizan curvas de Melting MA que un mal
apareamiento simple entre las sondas de hibridacion y el blanco, dado para la presencia de
polimorfismo disminuye la temperatura melting la cual es facilmente detectada en las
curvas correspondientes. Se observan dos fluorocromos con diferente emision de

fluorescencia y esto se logra cuando el donador y aceptor se encuentran muy cercas.

Las Sondas de hidrolisis emiten fluorescencia cuando la actividad exonuclear 3’-5’ de la
taq polimerasa las separa del blanco, esos ensayos han sido convencionalmente llamados
“Tag man™ o ensayos de nucleosas 5’ estas sondas simples contiene un reportero y un
qguencher de fluorescencia, durante la PCR, la actividad nucleosa 5’ de la polimerasa
elimina la sonda, separando el reportero del quencher, momento en el que se da la emision

de la fluoresceina.
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Los productos del PCR que se acumulan son detectado directamente midiendo, la
intensidad de la fluorescencia dado que esta solo se produce si la sonda se hibrida, una
ausencia de sefial indicaria que la region complementaria a la sonda disefiada no esta en el

blanco de amplificacion.

Cuantificacién mediante PCR en Tiempo Real es una de las aplicaciones mas importante de
la PCR en tiempo real es la cuantificacion de la dosis genética que permite la evaluacion de
lesiones y amplificaciones de sus genes especificos y la cuantificacion de expresién
genética.

La cuantificacion por PCR en Tiempo Real se ha realizado de manera absoluta o relativa.

Cuantificacién absoluta: usa estandares de concentracion conocida han sido diluidos de tal
manera gque se generan curvas estandares, estas curvas producen relaciones lineales entre
CT o CP y aplicando la ecuacién de la recta, el uso de este método asume que la eficacia de

amplificacion es la misma para todas las muestras.

Cuantificacion relativa: durante la cuantificacion relativa los cambios en la expresion del
gen o genes de interés que estan siendo evaluados son medidos tomando como la base la
expresion de un control externo o una muestra de referencia llamada calibrador.se han
descrito diversos protocolos al aplicar en la cuantificacion relativa, como el método de
curva o estandar, método comparativo delta (Ct) modelo pafaffi.

Ventajas del PCR Tiempo Real

La principal ventaja del PCR tiempo real son la rapidez y la sensibilidad, debido a que
obvia procesos adicionales de deteccion. El uso de sistemas cerrados disminuye el riesgo de
contaminacién. Los sistemas de PCR tiempo real permite cuantificar la concentracion
inicial del ADN presente en las muestras con mayor sensibilidad en relacion con los

procesos de PCR convencional.
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En cuantificacion de expresion genética el PCR en Tiempo Real permite dar resultados
entre 1000 y 1, 000,000 veces mas sensibles que los ensayos de proteccion con ADNasas,
es 1,000 veces mas sensibles que la hibridacion dotblot reversa y puede detectar una copia
simple de un trascrito. Adicionalmente esta metodologia puede detectar diferencias en la

expresion genética en orden del 23%.

Las desventajas de utilizar PCR tiempo real son el costo de reactivos para su elaboracion y
la necesidad de disefios experimentados mas estrictos ante la gran sensibilidad que ofrece la

técnica.(Fonseca Mendoza & Mateus Arbelaez, 2010)
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VII. DISENO METODOLOGICO

Area de estudio: Mercado Ivan Montenegro, ubicado en el departamento de Managua

Tipo de estudio: Descriptivo de Corte Transversal.

Se realizé un estudio de tipo descriptivo de corte trasversal con el propdsito de analizar la
comparaciéon del método convencional 1SO 6579-2002 con PCR Tiempo Real como prueba
de Tamizaje para la deteccion de Salmonella spp en carne molida, CNDR-MINSA,
Noviembre-Diciembre 2014.

Universo: Lo constituyeron los 39 tramos distribuidores de carne del Mercado Ivan
Montenegro. Cada tramo represento un lote, cada lote represento 5 muestras de 1 Libra de
carne molida de dicho tramo.

Muestra:La muestra estuvo conformado por 5 lotes que corresponden al 12.8% del
universo. Cada lote representa 5 muestras de 1 Libra de carne molida de dicho tramo.
Siendo un total de 25 muestras que se analizaran para el analisis de la comparacion de
Salmonella spp con una proporcion esperada de 5%, un nivel de confianza de 0.95%.

Tipo de muestreo: No probabilistico por conveniencia. Utilizando una n=5 segun la
Norma técnica obligatoria Nicaragiense NTON 03-080-08.

Criterios de inclusion:

1. Carne molida artesanal
2. Que los productos sean distribuidos en el mercado en estudio.
3. Que no sean productos empacados
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Técnicas e instrumentos

Para la obtencion de la muestra nos dirigimos al mercado en estudio, se procedié a
seleccionar los tramos que consideramos potencialmente susceptibles por su ubicacién,
condiciones higiénicas e infraestructura. Se adquirié las muestras de carne molida por

compra y solicitamos su debido pesaje.

Con el objetivo de recopilar datos utilizamos una ficha de recoleccién de datos la cual fue
llenada con informacién acerca de procedencia, mercado distribuidor, aspectos de la

muestra entre otras

Las muestras fueron procesadas en el departamento de Aguas y Alimentos del CNDR-
MINSA donde se realizO para las muestras sospechosas el método convencional de
aislamiento 6579-2002 y la PCR Tiempo Real con sus dos variantes de investigacion a
partir de APB y Caldo Rappaport Vassiliadis.

Los equipos utilizados fueron: Balanza analitica, Campana de seguridad tipo | labconco
Model 6433, Thermo incubadora scientific model 3221, balanza Metter Toledo, centrifuga
5424 — Eppedenfort, Thermomixer confort — Eppedenfort. , Stomacher 400 circulator,

StepOne Plus Applied Biosystems.

Limitaciones de estudio
En nuestro estudio una de las mayores limitaciones definitivamente fue el tiempo, motivo

por el cual se nos fue imposible analizar mayor cantidad de muestras

Anélisis de la informacion

Se realiz6 una comparacion entre el método convencional y el método PCR en Tiempo
Real como prueba de tamizaje , los estudios estadisticos fueron calculado por medio del
software Epidat 3.5.1 tomando en cuenta parametros tales como: Sensibilidad y Valor
Predictivo Positivo.
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Redaccién de la informacion

El analisis estadistico se utilizd en base estadistica descriptiva y tablas de contingencia.
Para la elaboracion del documento y realizacion de la tablas empleamos se utilizaron los
programas Microsoft office Word, Microsoft office Excel y Microsoft office PowerPoint

para elaborar la presentacion de la defensa.

Consideraciones éticas

Para realizar nuestro estudio en el area de Aguas y alimentos nos dirigimos al Dr. Angel
Balmaceda director del CNDR-MINSA con una carta y protocolo que mostraba el tema y
objetivos de nuestro estudio, puesto que necesitdbamos su autorizacion para poder ingresar

al centro y hacer uso de dicha area.
Con el permiso concedido acudimos donde la Msc. Carmen Lanuza Jefa del departamento
de Aguas y Alimentos de igual manera, con una carta y el protocolo del estudio con el fin

de que nos brindara su permiso para el procesamiento en esta area de las muestras en

estudio.
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Procedimiento de:
7.1 Aislamiento de Salmonella spp segun 1SO 6579 — 2002

Pre-enriquecimiento no selectivo
e Pesar 25 gr de la muestra en una bolsa Stomacher
e Adicionar 225 ml de APB (Agua peptonada bufferada)

e Incubara 37°+1° C por 18 £ 2 horas.

Enriquecimiento selectivo
Agitar la bolsa con el medio de pre-enriquecimiento (APB) y transferir 0.1 ml a un tubo
que contenga 10 ml de Rappaport- Vassiliadis e incubar a 41.5 + 1°C por 24 £ 3h.

Aislamiento

Mezclar y agitar el tubo de Rappaport Vassiliadis y transferir con una asa de 3 mm un
inoculo a los medios selectivos de enriquecimiento XLD (Xilosa, Lisina, Desoxicolato), HE
(Hektoen Entérico) y SB (Sulfito Bismuto) incubar a 37° £ 1°C por 24 + 3h.

Luego del tiempo establecido examinar dichas placas en busca de colonias caracteristicas
de Salmonella spp con forme al medio utilizado

Colonias crecidas en:

XLD (Xilosa, Lisina, Desoxicolato): Estas colonias se observan de color rojo con centros
negros debido a un cambio de pH por fermentacién de xilosa y descarboxilacion de la lisina
Agar HE (Hektoen Entérico): Estas colonias son verdes azuladas con o sin centro negro.
SB(Sulfito Bismuto): Las colonias crecidas en Agar SB con SH2 positiva muestran un
centro negro rodeado por un borde claro y de igual manera bordeado por un precipitado

negro con brillo metalico por la reduccién de iones de bismuto que se transforman en

bismuto metalico a veces las colonias son marones grises o verdes.
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Pruebas bioquimicas
Seleccionar 3 colonias tipicas de Salmonella spp. De las placas de Agar he inocular en las

siguientes pruebas bioquimicas:

TSI (Agar triple azucar hierro): Tomar suavemente una porcion del centro de la colonia con
asa bacterioldgica recta y estéril e inocular por picadura y estria con un movimiento en

forma de S en la superficie del medio. Incubar a 36 + 2 °C a 24 £ 3h.

Reaccion:

. Rojo/ amarillo

. Acida (amarillo) en el fondo

o Con produccion de H2S (ennegrecimiento del medio) y gas

(burbujas de aire)

LI1A (Agar lisina hierro): EI medio debe ser inoculado con la misma UFC que se sembré en
TSI, realizar tres punciones sin tocar el fondo del tubo de tal forma que se hagan los
vértices de un triangulo imaginario y estriar en la superficie con un movimiento en forma
de S. Incubara36+2°Ca24+3h

Reaccion:

. Violeta/violeta

o Produccion de SH2 (ennegrecimiento del medio)
o Poca produccién de gas

Hidrélisis de la Urea: Con un asa recta estriar la superficie del medio con un movimiento
en forma S a medida que retire el asa del tubo.
Reaccion:

° Color sin cambio
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MIO (Movilidad, Indol y Ornitina) el asa recta debe introducirse hasta la mitad del medio
de esta manera se deposita la muestra correctamente.

Reaccion:

. Movilidad: positiva, turbidez difusa en el medio.

o Indol: negativo, ausencia del anillo rojo en la superficie del medio
al adicionar el

. Ornitina: positiva, viraje de color.

Aglutinacion por antisuero polivalente Poli A-1 & VI

A partir de resultados caracteristicos para Salmonella sppde las pruebas bioquimicas
realizar serotipificacion a partir de caracterizacion de loa antigenos sométicos O en lamina:

. Sobre una lamina poner una gota de solucion salina al 2%

. Con un palillo, tomar un indculo de la cepa, mezclar
homogenizando bien y cuidadosamente.

o Mover o rotar la lamina manualmente y en forma circular un
minuto.

J Observar la presencia o ausencia de aglutinacion.

Resultados: Si no hay aglutinacion realizar la aglutinacién con antisuero polivalente.

Si hay formacion de grumos, se debe verificar la bioquimica de la cepa.
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7.2 Extraccion del ADN Bacteriano

a. InstaGene™ Matrix

1. Seleccionar dos tubos de microcentrifuga y dispensaren cada uno
de ellos 1 ml del pre — enriquecimiento en APB, enriquecimiento en Rappaport
Vassiliadis respectivamente.

2. Centrifugar durante 5 minutos a 12,000 rpm.

3. Descartar el sobrenadante. Afadir 200 puL de InstaGeneTM Matrix
al sedimento e incubar durante 10 minutos, con una velocidad moderada de 1400 rpm.

4, Mezclar con un vortex durante 10 segundos.

5. Incubar el tubo a temperatura de100 ° C durante 10 minutos.

6. Dejar atemperar.

7. Centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos.

8. Extraer el sobrenadante a un vial limpio, debidamente marcado y

almacenar el sobrenadante a -20 ° C para la realizacion del PCR
b. NaOH- Tris/HCI
1. Seleccionar dos tubos de microcentrifuga y dispensar en cada uno

de ellos 1 ml del
pre — enriquecimiento en APB, enriquecimiento en Rappaport Vassiliadis.

2. Centrifugar la muestra durante 5 minutos a 1200 rpm.
3. Desechar el sobrenadante.
4, Afadir 100 pl de NaOH 25 mmol, dejar reposar por 10 min.
5. Incubar a temperatura de 99 °C por 10 minutos.
6. Centrifugar 5 minutos a 1200 rpm
7. Agregar 100 ul tris/hcl 80 mmol y mezclar.
—_ 43 —_
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8. Centrifugar a 1200 rpm por 3 min

9. Extraer el sobrenadante y almacenar a temperatura de -20° C.
7.3 PCR en Tiempo Real

El PCR en Tiempo Real se realiz6 siguiendo las recomendaciones de los autores con unas
pequefias variantes, se uso el equipo StepOne Plus de Applied Biosystems con un volumen
total (mezcla de reaccion) de 10 pl. Los parametros de termociclado fueron 5 minutos a 95
°C, seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95° C y 1 minuto a 90 °C, la sonda ttr-5 fueron
leidas por el canal FAM (530 nm), el control interno fue leido en el canal VIC (554 nm),
debido a que el laboratorio no cuenta con la capacidad para crear un fragmento de ADN
artificial que sirva como control interno se us6 un control interno TagMan® Exogenous
Internal Positive Control Reagents VIC Probe de la casa comercial Applied Biosystems.
(New medical., 2014)

Tabla 3. Reactivos para la deteccion de gen ttr-5

Reactivo Concentracion

TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (2x) (Applied 1X
Biosystems)

10XExo IPC Mix (Applied Biosystems) 1X
50XExo IPC DNA (Applied Biosystems) 1X
Primer ttr-6 (forward) 0.4 uM
CTCACCAGGAGATTACAACATGG
Primer ttr-4 (REVERSE) 0.4 uM
AGCTCAGACCAAAAGTGACCATC
Sonda (ttr-5) 025 M
FAM-CACCGACGGCGAGACCGACTTT
DarkQuencher

—_~ 44 —_~
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VIIl. OPERACIONALIZACION DE VARIABLE

Variable Subvariable Indicador Valores Criterios
Crecimiento
caracteristico

de UFC
XLD Colonias color rojo con
centro negro No hubo crecimiento
bacteriano
Crecimiento
Aislamiento de Colonias marrones o caracteristico
Salmonella spp S_ulfito negras en ocasiones con de UFC
Bismuto
brillo metalico No hubo crecimiento
bacteriano
Crecimiento
caracteristico
Hektoen Colonias verde azuladas de UFC
No hubo crecimiento
bacteriano
i Parte inclinada: AIAG

Método Fermentacion de Lactosa

Convencional y Sacarosa/

para el Parte Profqr)da:

aislamiento de Fermentacion de

Glucosa*

Salmonella Parte inclinada: No hay K/K

spp. 1SO- fermentacion de Lactosa

6579-2002. ni Sacarosa/

Pruebas Parte Profunda:
Bioquimicas TSI No hay fermentacion de
Glucosa
Parte inclinada: No hay A/KG+
fermentacion de Lactosa
ni Sacarosa/
Parte Profunda:
Fermentacion de Glucosa
con produccion de gas y
sulfuro de hidrogeno*
Parte inclinada: No hay K/Kg
desaminacion de la
Lisina/
Parte Profunda:
Descarboxilacion de la
Lisina Positiva mas poco
LIA gas
Parte inclinada: No hay K/A
desaminacion de la
Lisina/
Parte Profunda:
—_ 45 —_
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No hay descarboxilacion
de la Lisina ni gas y H,S
Parte inclinada:
Desaminacion de la
Lisina positiva /

Parte Profunda:

No hay descarboxilacion
de la Lisina Se produjo
poco gas y H.S

R/IAg+

UREA Urea Negativa No hay viraje de color
Urea Positiva viraje de color
Movilidad Turbidez Positiva
No hay turbidez
Negativa
MIO Indol (Agregar gotas de Positivo (anillo rosado)
Kovac) Negativo (Transparente)
Ornitina Positivo (No vira de color,
Negativo (Intensifica el
color violeta)
Prueba Poli A-1 &V | Aglutinacién Positivo
sseroldgica No hay aglutinacién Negativo
Método de
extraccion Curva de amplificacion Positivo
™
InstaGene E ., eficiente ARN mayor 0.1
Matrix xtraccion y
amplificacion
de un
Ti PCR eF\? | Método de fragmento de
IEMpO Rea extraccion con ADN
Hidroxido de | especifico de
Sodio Salmonella No amplificacion
Spp
Negativo
Verdaderos Positivos
Parametros Sensibilidad Verdaderos Positivos /Verdaderos Positivos
P Salmonella + Falsos Negativos
estadisticos op gativ
VPP Verdaderos Positivos
Valor predictivo positivo | /Verdaderos Positivos
+Falsos Positivos
<48 horas Mayor tiempo
Tiempo De 48 horas a 5 dias Menor tiempo
Horas > 5 dias
Bias
Factores
Medios de cultivo Alto
Costo Costos Reactivos Bajo
directos de Equipos
material
$
~ 46 ~
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IX. RESULTADOSY DISCUSON

Salmonella spp es uno de los patdgenos mas significativos causantes de brotes y
enfermedades transmitidas por alimentos entre estos se encuentran las carnes molidas. Es
por tal razon que nos propusimos el objetivo de compararSalmonella spp en esta matriz por

métodos convencionales y moleculares.

Se estudiaron 25 muestras de carne molida (5 lotes) las que resultaron 100% positivas por
ambos métodos (Ver Tabla1). El aislamiento de Salmonella spp fue segun la norma ISO-6579-
2002. La deteccion se efectué por PCR-Tiempo Real Sondas TagMan para Salmonella,
todo esto a partir de los caldos APB (Agua Peptonada Bufferada) y Rappaport Vassiliadis
para determinar si ambos son igualmente Sensible para detectar la presencia del genoma

bacteriano de Salmonella spp. (Ver Grafico 1).

Tabla 1. Aislamiento y deteccidn de Salmonella spp en carnes molidas

Técnica Medios y métodos de Totalde Totalde  Total de
extraccion muestras muestras muestras
positivas negativas analizadas
por
método
Metodo de XLD 16 9
asilamiento SB 25 0 25
ISO HK 10 15
6579-2002
IntaGene APB 21 4
PCR NaOH APB 17 8
Tiempo Real IntaGene Rappaport 25 0 25
Vassiliadis
NaOH Rappaport Vassiliadis 24 1

Fuente: Resultados de laboratorio

Para el aislamiento de Salmonella spp de las 25 muestras de carne molida. Se implementé
un control de calidad que nos garantizo, la correcta identificacién de Salmonella spp en los
agares utilizados: Salmonella Typhimurium ATCC 14028 como control positivo y
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Staphylococcus aureusATCC 25923 como control negativo. Se aplicd el método
ecométrico a los medios para calcular la productividad y selectividad resultando
satisfactorios. EI medio solido selectivo Sulfito Bismuto resulto ser en el que se aislé 100%
de las Salmonellas spp investigadas, seguido por XLD y Hektoen. A todas las cepas
sospechosas se les aplico las pruebas bioquimicas estipuladas por la 1SO-6579-2002 y
confirmadas con la serologia por aglutinacion con antisuero polivalente Poli A-1 & VI

resultando positivas en 100% por ambas pruebas antes mencionadas.

En la deteccion del microorganismo se utilizo de igual manera un control positivo Tag man
Exogenous Internal de la casa comercial y un control negativo (agua). El método en general
resulto ser satisfactorio, pero InstaGene a partir del caldo Rappaport obtuvo un mayor
porcentaje de cepas aisladas. La baja sensibilidad de la PCR en Tiempo Realen APB,
quizas fue debido a los inhibidores propios del medio como son las sales biliares y a la
contaminacién por arrastre de productos no especificos recordandonos que este no es un
medio selectivo. Lo contrario al caldo de enriquecimiento selectivo Rappaport-Vassiliadis
que potencializa el crecimiento de Salmonella spp al aportar nutrientes y evitar que la
bacteria se estrese ademas de inhibir el crecimiento de microorganismos que la fastidien y

se conviertan en interferentes al momento de la lectura.

De acuerdo con las Normas Técnicas Obligatorias Nicaragtienses los producto carnico no
deben tener presencia de Salmonella spp por lo que basados en los resultados dela presente
investigacion consideramos que este producto no es apto para el consumo. Esta
contaminacién podria deberse al alto grado de manipulacion de la carne molida y a las
malas condiciones en el expendio, uso del transporte y alteracién de la cadena de frio
utilizado por los distribuidores. Causas que si bien es cierto no forma parte de los objetivos
del estudio no podriamos dejar pasar desapercibidos.

Al comparar los resultados obtenidos del método convencional con los realizados por
Yanez E et al., 2008. Coérdoba, Colombia, en la que aisla un 15.6% (5/32) de Salmonella
spp de las muestras investigadas y Hernandez S et al., 2007. México con un 11%.

Observamos la diferencia en lo que se refiere al aislamiento y nos hace remarcar la
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importancia de generar productos inocuos aumentando las posibilidades de comercializar
con un mejor margen de certeza sobre la calidad sanitaria, lo que se traduciria en un mayor
grado de confianza por parte de los consumidores hacia el producto que adquieren,

mejorando el impacto socioeconémico de los nicaragiienses en gastos para salud.

Tabla 2. Porcentaje de eficacia de los métodos de extraccién de ADN bacteriano. A partir
del caldo de enriquecimiento no Selectivo APB y Caldo de enriquecimiento Selectivo
Rappaport Vassiliadis.

Meétodo de extraccion Sensibilidad Valor predictivo positivo
InstaGene™ Matrix-APB 84% 100%
NaOH- Tris/HCI-APB 68% 100%
InstaGene™ Matrix 100% 100%
Rappaport
NaOH- Tris/HCI 96% 100%
Rappaport

Fuente: Resultados de laboratorio

En relacién a la extraccion. Se utilizaron dos caldos donde se aplicd dos tipos de
extraccion, esto debido que desedbamos conocer cual de los métodos de extraccién era el
mas conveniente para obtener mejores resultados al momento de la lectura por PCR

Tiempo Real y obtener resultados en menor tiempo.

IntanGene Matrix-APB obtuvo un 84% e IntanGene Matrix-Rappaport Vassiliadis obtuvo
un 100% de Sensibilidad en comparacion con NaOH-APB que obtuvo un 68% y NaOH-
Rappaport Vassiliadis 96%, el valor predictivo de los cuatro métodos fue de 100%. Lo que
nos demuestra que el caldo Rappaport Vassiliadis sigue siendo el caldo ideal para la
recuperacion delADN de Salmonellas spp,no presentando inhibidores en la extraccion.
Resultando por tanto el intanGene Matrix el método de extraccion ideal para la deteccién
de Salmonella spp por la PCR Tiempo Real. Tabla 2
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Referente a la ausencia de pardmetros como la Especificidad y Valor Predictivo Negativo
no se lograron calcular debido a los hallazgos encontrados en los resultados expuestos
anteriormente ya que no se obtuvieron muestras negativas. Por tanto cuando se usaron las

tablas de contingencias 2x2 se pudo observar la falta de los datos Negativos.

En la actualidad se considera que el método convencional de aislamiento es la técnica Gold
estandar para la deteccion de Salmonella spp. En el estudio investigativo de M. Johnson'y P
Brzoskaet,al en 2010, Uso de la PCR en Tiempo Real para la deteccion de patdgenos
aseguran que el PCR tiempo real es mucho mas sensible que el método por asilamiento lo
que al comparar con los resultados de nuestro estudio encontramos que difieren en gran
manera ya que ambos métodos demostraron igual sensibilidad, considerandose asi tanto al
PCR Tiempo Real como al método por aislamiento pruebas valiosas e igualmente sensibles

para el tamizaje de esta bacteria.

El ensayos de PCR en Tiempo Real desarrollado por Josefsen et al, 2007 para la deteccion
de Salmonella spp en 12 horas en muestras de carne, se incluyeron 8 horas de
preenrriquecimiento, seguida de una extraccion automéatica de ADN y amplificacion de
esta. Evaluaron diferentes alternativas de medios nutritivos como el Agua Peptonada, caldo
BHI y Tripticasa de Soya, estudidndose el efecto de agentes que promuevan el crecimiento
como el piruvato de sodio, la yema de huevo y el efecto de agentes selectivos como la
Novobiocina, verde brillante etc., no encontrandose diferencias significativas en ninguno de
los ensayos aplicados. Siendo diferente a lo encontrado en nuestra investigacion en lo que

se refiere al uso de caldos de enriquecimiento.
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Gréfico 1. Positividad de muestras de carne molida durante su anlisis por PCR-TR
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Fuente: Resultados de laboratorio

. Tabla 3. Diferencias
entre parametros estadisticos (Sensibilidad y Valor Predictivos Positivo), factores de costo
y tiempo en la utilizacion del método estandar y el PCR Tiempo Real para la determinacion

de Salmonella spp en carnico.

Método Totalde Total de Sensibilidad Valor Costo  Tiempo de
muestras negativas predictivo Total realizacién
positivas positivo $

Estandar 1ISO 25 0 100% 100% 3.04 5+ 1dia
6579

PCR Tiempo 25 0 100% 100% 16.45 48 £3hrs
Real

Fuente: Resultados de laboratorio

En la Tabla 3. Se muestran los valores de sensibilidad, valor predictivo positivo, costo y

tiempo de realizacion pertenecientes al estudio de 25 muestras de carne molida referentes a
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los 5 lotes analizados por método estdndar y molecular para la determinacion de
Salmonella spp. Resultando un 100% para Sensibilidad y Valor Predictivo Positivo.

El valor monetario es otro factor que hace mas viable la utilizacion de PCR Tiempo Real
aun cuando la compra del equipo y materiales implica mayor cantidad de dinero si se
realiza una valoracion del total de costos en comparacion al método convencional resulta
ser mas modesto tomando en cuenta las posibilidades de un re aislamiento y repeticion de
pruebas con el proposito de confirmacion. (Ver tabla 3)

El Tiempo cdmo se sabe es una de los parametros importante en el departamento de Agua y
Alimento debido a la respuesta que se tiene que dar a los conflictos alimenticios asi como
también a la empresa privada ya que de estos resultados depende muchas veces la
exportacion de nuestros productos a otros paises debido a libre trata de comercio. Por lo
gue se hace indispensable dar respuesta inmediata a todos los alimentos que entran al a la
direccion de Regulacion de Alimento del Conchita Palacios. La PCR en Tiempo Real
ofrece resultados en un tiempo mucho mas breve que los ensayos de cultivo que se toman a
veces 5 dias, aumentando asi el nimero de muestras analizadas y el aprovechamiento del

tiempo en esta area.
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X. CONCLUSION

En este estudio se analizaron un total de 25 muestras de carne molida por medio de los
métodos estandar internacional 1SO 6579:2002 y PCR Tiempo Real obteniendo un 100%

de positividad para el aislamiento y la deteccién de Salmonella spp.

En la utilizacién de los métodos de extraccion. El InstaGene Matrix resulto ser el ideal para
la extraccion del ADN bacteriano de Salmonella spp para su posterior deteccion por la PCR
Tiempo Real, presentando un 100% (25 muestras positivas) de Sensibilidad a partir del
caldo Rappaport Vassiliadis en comparacion con el Hidréxido de sodio que obtuvo un 96%

(24 muestras positivas) de Sensibilidad.
La Técnica de PCR Tiempo Real obtuvo los mismos valores de Sensibilidad y Valor
Predictivo Positivo con un 100%. Lo que demuestra que la PCR-Tiempo Real es una

valiosa prueba alternativa en el tamizaje para la deteccion de Salmonella spp, en carnicos.

Ademaés de disminuir el tiempos de diagndstico.
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XI.RECOMENDACIONES

Al departamento de agua y alimentos del CNDR

Utilizar la técnica molecular de PCR en Tiempo Real como prueba de tamizaje para la
deteccion de Salmonella spp, en Carnicos.

MINSA
Implementar programas eficientes de vigilancia de Salmonella spp, realizando
supervisiones constantes a los expendios en relacién al cumplimiento de las Normas

Técnicas Obligatorias Nicaragtienses

Realizar estudios consecutivos para detectar Salmonella spp, en carne molida en los

diferentes mercados del pais, para conocer su prevalencia

A los comerciantes

Poner en préactica las medidas higiénicas sanitarias necesarias en los expendios para la

reduccion del riego de contaminacion.
A los distribuidores
Cumplir con medidas higiénicas en la manipulacion y procesamiento de las carnes para

evitar contaminacion cruzada con dicho microorganismo de interés evitando asi la

infeccion en el consumidor.
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A/A.
ADN
APB
ATR.
CDC

CNDR

CT.

ETA
FRET.
HE
H2S
1SO.

K/A
K/IK
LIA
MAG
MCHD

MIFIC
MINSA
NaOH.
ONPG
OMS.
PCR

SB
SNP

SPP
TSI

XLD
VETA

XI11. ABREVIATURAS

Acido-Acido

Acido Desoxirribonucleico

Agua Peptonada Bufferada
Respuesta de Tolerancia a los acidos
Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades

Centro Nacional de Diagndstico y
Referencia

Umbral del ciclo (Threshold cycle)

Enfermedades transmitidas por alimentos
Energia de resonancia fluorescente
Hektoen Entérico

Acido Sulfhidrico

International Organization for
Standardization

Organizacion internacional de
normalizacion

Alcalino- Acido

Alcalino-Alcalino

Lisina hierro agar

Ministerio Agropecuario

Departamento de Salud del Condado de
McLean

Ministerio de fomento, industria y comercio
Ministerio de salud

Hidroxido de sodio
Orto-nitrofenilgalactopiranosido
Organizacion mundial de la salud
Polymerase Chain Reaction

Reaccion en cadena de la polimerasa.
Sulfito bismuto

Polimorfismo de nucleétido simple

Sin especie

Hierro tres azucares

Triple azucares y hierro

Xilosa Lisina Desoxicolato

Vigilancia de enfermedades transmitidas
por alimentos
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XIV. CONCEPTOS BASICOS

Biotecnologia
Tecnologia aplicada a los procesos bioldgicos

Bacteriemia

Es la presencia de bacterias en la sangre.

Enterotoxinas
Son el producto del metabolismo de ciertas cepas o bacilos que poseen un grado de toxico

para el organismo humano.

Exacerbar

Agravo o avivar una enfermedad o molestia

Fosfolipidos
Son un tipo de lipidos compuestos por una molécula de glicerol, a la que se unen

dos acidos grasos (1,2-diacilglicerol) y un grupo fosfato.

Inoculacion

Es ubicar algo que crecera y se reproducira, y cominmente se utiliza esta cabo respecto a
la introduccién de suero sanguineo, una vacuna o una sustancia antigeno dentro del cuerpo
de un humano o de un animal, especialmente para producir inmunidad a una enfermedad

especifica
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http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADpido
http://es.wikipedia.org/wiki/Glicerol
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_graso
http://es.wikipedia.org/wiki/Acilglicerol
http://es.wikipedia.org/wiki/Suero_sangu%C3%ADneo
http://es.wikipedia.org/wiki/Vacuna
http://es.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Inmunidad

Lipopolisacérido
Son polimeros complejos con restos de acidos grasos como parte lipéfilay cadenas

caracteristicas de oligosacaridos y polisacaridos

Lote
Cada una de las partes en las que se divide un todo para distribucion con determinado fin.

Pirégenos:
Sustancia o0 agente que provoca la elevacion de la temperatura corporal y la fiebre.

Tamizaje:
Es utilizado para indicar una estrategia aplicada sobre una poblacién para detectar una

enfermedad en individuos sin signos o sintomas de esa enfermedad.

Tramo

Espacio subdividido

Taxonomia:

Ciencia que trata de la clasificacion, generalmente cientifica; se aplica, en especial, dentro
de la biologia para la ordenacion jerarquizada y sistematica de los grupos de animales y de

vegetales.

Termolabiles:
Que se altera facilmente con la accion del calor
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XV.ANEXOS
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA

UNAN. MANAGUA

INSTITUTO POLITECNICO DE LA SALUD
DR. LUIS FELIPE MONCADA

FICHA PARA RECOLECCION DE DATOS

Andlisis de la comparacion del método estandar 1ISO 6579-2002 con PCR Tiempo Real
como prueba de Tamizaje para la deteccion de Salmonella spp en carne molida, CNDR-
MINS, Noviembre-Diciembre 2014

Datos generales:

Sitio de muestreo:

Tramo:

Lote:

Cantidad de muestras por lote:
Peso por muestra:

Producto:

Presentacion:

Aspecto:

Modo de exposicion:
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Ciclo de contaminacion por Salmonella

> Anmimales crudos ——— .
Aguas — , ~ Procesado

Fs

cadaveres
A -

> Animales vivos”

piensos ™~ ‘ ‘

Portadores _
Infeccion Humanos

. Alimentos

humana ~~ preparados

Fig. 1 Ciclo de Vida
Toxiinfecciones bacterianas |: Salmonelosis
Diplomado de Nutricidn
Dr. Egea J
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Compocision de medios

Xilosa Lisina y Desoxicolato Sulfito Bismuto
Composicién Cantidad EOI‘:DOSICIOI‘I Carll';ldad
Extracto de 39 eptona g
EvERILE) Extracto de 39
Xilosa 3,759 levadura .
L-lisina 5 Cloruro sodico 59
" L o Sales biliares 99
Desoxicolato sédico 2,509 S 12
Lactosa 7,50 Lacz:-[lrosa 1 29
Sacarosa 7,509 ac? (_)sa g
s Salicina 29
Cloruro sédico 59 . (.
Tiosulfato sodico 6,809 Citrato férrico 1,50
; o ’ amonico
Citrato ferrico 0,809 Tiosulfato sodico 59
amonico . :
Rojo fenol 0,08g Fuchina acida _ 0,109
Azul de bromotimol 0,064
Agar 150 Agar 14g
Agua destilada 1.000ml .
g Agua destilada 1,000ml

Hektoen Entérico

Composicion Cantidad
Peptona 10g
Extracto de carne 59
Glucosa 59
Sulfato de hierro 0,309
Fosfato disodico 49
Sulfato de bismuto 89
Verde brillante 0,025¢g
Agar 20g
Agua destilada 1,000ml
—~ 63 —~
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Aislamiento

XLD (Xilosa Lisina Desoxicolato)

~64 ~

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

SB (Sulfito Bismuto)
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(HE) Hektoen Entérico

Shid

Criterios establecidos por la NTON 03-880-08 para productos carnicos

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

8.0 Grupo de Alimento: Carnes y productos carnicos. Esta categoria incluye todos los tipos de productos carnicos, de aves de
corral y caza, en piezas y cortados o picados, frescos y procesados, carnes congeladas, incluyendo empanizados y rebosados y
carnes enlatadas

8.1 Subgrupo del Alimento: Productos carnicos crudos diferentes al pollo

Pardmetro Categoria Tipo de riesgo  Limite maximo
permitido
Escherichia coli O157:H7/25g 10 Ausencia

(carne molida, picada y tortas
para hamburguesas)

Salmonella ssp 25 g 10 A Ausencia

Escherichia coli 5 10 UFC/g

Identificacion en Pruebas Bioquimicas

Caracteristicas bioquimicas del genero Salmonella spp.

Prueba Resultado
Glucosa "
Lactosa -
Sacarosa -
Lisina descarboxilasa +
Ornitina descarboxilasa +
Indol -
H2S +
VP -
Rojo metilo +
Urea -
Motilidad +
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PCR Tiempo real

Extraccion de ADN

Buffer de lisis InstaGene Matrix Reactivos de uso para extraccion
NAOH
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Fase de la PCR RT

Figura 2:
PCR en tiempo real.
Ferramola, M. 2011

5’Nuclease Oligoprobe (Tagman)

Emits ® ®
Fluorescence o &

ﬁ \Fluol'q:lmu Quencher

Primer
5 —
F s
Target DNA
5 3
Figura: 3

Deteccion de bacterias en alimentos mediante
técnicas macromoleculares.
Contreras Garrido, A. (2012)

~ oy —
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Resultados obtenidos

Muestra APB/IntaGen APB/Naoh Rap/ Rap/Naoh Aislamiento
M IntaGen M
5227 N P P P +
5228 P P P P +
5229 P N P P +
5230 P N P N +
5231 P P P P +
5500 P P P P +
5501 P P P P +
5502 P N P P +
5503 P N P P +
5504 P N P P +
5585 P P P P +
5586 P P P P +
5587 P P P P +
5588 N P P P +
5589 P P P P +
5590 P P P P +
5591 P P P P +
5592 P P P P +
5593 P P P P +
5594 P P P P +
5596 P P P P +
5597 P N P P +
5598 N N P P +
5599 N P P P +
5600 P N P P +

Resultados de sensibilidad y valor predictivo positivo en métodos de extraccion de
ADN a partir de APB Y Rappaport Vassiliadis

Método de extraccion S VPP

APB-I matrix 84% 100%

APB-NAOH 68% 100%

Rappaport-1.matrix 100% 100%

Rappaport-NAOH 96% 100%
—~ 70 —~
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Equipos utilizados

ThermoMixer C Centrifuge 5424
Para uso de viales con 1.5 ml Eppendorf
maximo

Biosystems
Step One Plus
PCRT system —Real Time
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Stomacher 400 Calculator seward Bafio Maria Thermo electron

Model 3221 corporation model 2864

Incubadora Thermoscientific 3221 Campana de Biosiguridadlabconco

Model6433

~72 ~
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Balanza metler Toledo ML1502E
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Comparacion del aislamiento con el PCR en tiempo Real usando el método de extraccion

InstaGene a partir del medio de preenrriquecimiento APB.

Aislamiento
Valores Positivos Negativos
PCR Tiempo Positivos 21
Real Negativos 4
Total 25

Sensibilidad: 84%

Valor predictivo positivo: 100%

Comparacion del aislamiento con el PCR en tiempo Real usando el método de extraccion

InstaGene a partir del medio de preenrriquecimiento selectivo Rappaport Vassiliadis.

Aislamiento
Valores Positivos Negativos
PCR Tiempo Positivos 25 0
Real Negativos 0 0
Total 25 0

Sensibilidad: 100%

Valor predictivo positivo: 100%
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Comparacion del aislamiento con el PCR en tiempo Real usando el método de extraccion
NaOH partir del medio de preenrriquecimiento APB Sensibilidad: 68%.

Aislamiento
Valores Positivos Negativos
PCR Tiempo  psitivos 17 0
Real
Negativos 8 0
Total 25 0

Sensibilidad: 68%

Valor predictivo positivo: 100%

Total

25

25

Comparacion del aislamiento con el PCR en tiempo Real usando el método de extraccion

NaOHa partir del medio de preenrriquecimiento selectivo Rappaport Vassiliadis.

Aislamiento Total
PCR Ti Valores Positivos Negativos
iempo .
Real Positivos 24 0 25
Negativos 1 0 0
Total 25 0 25
Sensibilidad: 96%
Valor predictivo positivo: 100%
—_~ 75 —_~
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Epidat 3.1

Archiva Edicen /oo Utlidades Ayuds

'Da!osyleswadus_‘
Tamafio poblacional ki
Proparcidn esperada (%) 5000

Hivel de canfianza (%)

(¥ Tamafio de muestra

 Precisién

[ w0
Precisiin absota (3 [ ¢
Minimo 1000
Maximo Im
ncremerto [ 1000

Efecto de disefio

10

Tamafio poblacional:
Proporcidn esperada:
Nivel de confianza:

Efecto de disefio:

39

Precizifn (%) Tamafio de muestra

1.000
20.000

38
5
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Tabla de costos

Costo de método estandar por muestra.

Medios Costo por gramos  Cantidad de Costo por
gramos por L prueba $
APB 1.7 22.5 0.04
RP 2.24 27.2 0.6
XLD 2 55 2.2
SB 3.02 75 4.53
HE 4.03 79 6.36
TSI 2.07 65 0.39
LIA 1.79 29 0.15
UREA 2.87 15 0.34
TSA 2.89 40 2.312
MIO 3.85 31 0.358
Sub total 14,96
Polivalente Costo por un mL 1.49
827
Total 16.45

Costo de PCR TR por muestra

Descripcion Costo $ Por Prueba
TagMan Fast universal PCR master Mix (2x) 0.13
Sonda (ttr-5) 1.18
FAM-CACCGACGGCGAGACCGACTTT
DarkQuencher
IntanGene Matrix 0.234
TagMan internal positive 0.20
Primers 1.9
Total: 3.04

—_~ 77 —_~
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