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Introduccién

El género Salmonella estd integrado de bacilos Gram
negativos perteneciente a la familia Enterobacteria-
ceae, a este género pertenecen algunos patdgenos
zoondticos que representan una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo;
puede colonizar animales, humanos, plantas, y tam-
bién se encuentra en el medio ambiente [1]. Se han
identificado mas de 2500 serotipos diferentes en dos
especies, Salmonella bongori y Salmonella entérica, a
esta dltima, le sobresalen dos serotipos, Salmonella
enterica serotipo Enteriditis y Salmonella enterica se-
rotipo Typhimurium. Estos dos serotipos se encuen-
tran con frecuencia en alimentos contaminados, es-
pecialmente en la carne [2], y se consideran los dos
serotipos mds importantes de Salmonella transmitida

de animales a seres humanos en la mayor parte del
mundo, ya que son causantes de la enfermedad llama-
da salmonelosis, ocasionando gastroenteritis [3]. Esta
enfermedad suele ser autolimitada y se caracteriza
por fiebre, dolor abdominal, vomito y diarrea; ninos
menores de 5 aflos, ancianos y personas inmunocom-
prometidas corren el riesgo de una infeccion sistémi-
ca del patogeno [4].

Es importante realizar un buen control en la conta-
minacion microbiana de los alimentos, para disminuir
las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA'S),
para esto se necesitan métodos de deteccion rapidos y
sensibles, realizando un seguimiento eficaz de los mi-
croorganismos patdgenos, especificamente la Salmone-
lla [5].
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En la actualidad existen métodos para la identifica-
cion de microorganismos, conocidos como métodos
tradicionales, como la inmunologica y los perfiles bio-
quimicos, pero son lentos y laboriosos, lo que repercu-
te negativamente en su aplicacion. Para contrarrestar
estos problemas, se han empleado métodos molecula-
res, donde se destaca la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR), recibiendo el mayor interés debido a su
precision, sensibilidad y rapidez [1,2,6].

Una nueva herramienta de tipo molecular rapida y
sensible es la PCR por conveccion (CPCR); la técnica
emplea el uso de tres placas de calentamiento para des-
naturalizacion, hibridacion y extension el cual genera
conveccién en los tubos de PcR y al no requerir rampas
de temperaturas hace que el tiempo de reaccién se re-
duzca drasticamente [5].

Para complementar 1a rapidez y sensibilidad de la
CPCR, se han desarrollado recientemente, dispositivos
de ensayo de flujo lateral de 4cidos nucleicos (NALF)
[6], que permite una deteccion indirecta de los produc-
tos de pcr amplificados mediante el uso de anticuerpos
contra etiquetas de oligonucleotidos especificos, como
la carboxifluoresceina (Fam), la digoxigenina (DIG) y
la biotina [7].

El objetivo de este estudio es estandarizar un méto-
do rapido y sensible para la deteccion in situ de Salmo-
nella spp., mediante la combinacion de cpcr y el inmu-
Nnoensayo NALF.

Metodologia

Condiciones del cultivo.

La cepa utilizada en este estudio fue Salmonella enteri-
ca ATCC 14028, la cual se encontraba criopreservada
a -70 °C. La activacién de la cepa se realizd6 median-
te estria por agotamiento en agar tripticasa de soya
(Tsa) (Cat. 236950, BD®) y se incub6 a 35-37 °C por
24 h. Se seleccion6 una colonia aislada para inocular
10 mL de caldo tripticasa de soya (TsB) (Cat. 211825,
BD®) y se incub6 a 35-37 °C por 24 h.

Extraccién del ADN gendmico.

La extraccion del ADN gendmico de la cepa control
de Salmonella enterica ATCC 14028, se realizd por
medio de un extractor portatil de 4cidos nucleicos
Palm Tron™ E1, (Ahram BIOSYSTEM™, y se siguio
la metodologia del fabricante, que consiste en mez-

clar 200 uL de buffer Quick DE con 20 uL de la cepa
incubada en TSB a 35°C por 24 h; consecutivamente
se tomaron 5 pL de la mezcla anterior y se coloc6 en
el tubo DE PALM PCR™ con 20 uL de reactivo DE, se
centrifug6 por 1 minuto a 8500 rpm en una centrifuga
Ahram™ RX1, BIOSYSTEM, se colocaron los tubos
en el equipo Palm Tron™ E1 por 6 minutos y se cen-
trifugd a 8500 rpm por 1 minuto, tomando 5 uL del
sobrenadante para la PCR; el resto de la extraccion se
mantuvo en almacenamiento a -20°C.

Se determiné la concentracion y pureza del ADN
utilizando un espectrofotometro NanoDrop 2000c
(Thermo Scientific™); se evalud la integridad me-
diante un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro
de etidio al 0.33 mg/mL y se document? el resultado
con el sistema Minibis Pro DNR (sistemas Bio-Ima-
ging™); la especificidad de los oligonucleétidos se
evalud de la misma manera con electroforesis en gel
de agarosa.

Condiciones de la reaccién cPCR.

La cpcr se realizd en un volumen de 20 ul, conte-
niendo 4 pL de 5X PalmTaq™ Express Mastex mix
(suplementada con 2.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP’s,
y 0.8 U Taq Polimerasa) (Ahram Biosystems™, Part
No. RK2010) y 1 uL de cada oligonucle6tido (10 uM
cada uno) marcados con biotina y fluoresceina, res-
pectivamente [5] (Tabla 1). Se utiliz6 1 uL (20 ng)
de ADN genomico como templado. La CPCR se realizo
en un termociclador portatil operado por bateria y
de conveccion térmica PALM PCR (Mod. G3, Ahram
Biosystem™). La velocidad utilizada fue turbo 3 (T3)
con una temperatura de alineamiento de 58°C y 35
ciclos (11 minutos). El ensayo se realizo por triplica-
do.

Especificidad y sensibilidad de cPCR.

La especificidad de los oligonucleétidos empleados
en la identificaciéon de Salmonella spp., se evalu6 en
nueve diferentes muestras de ADN genomico de las si-
guientes cepas: Salmonella ATCC 14028, Listeria inno-
cua ATCC 33091, Listeria ivanovii ATCC 19119, E. coli
0157:H7-CIBNOR (cepa H28-1), E. coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Listeria mono-
cytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus ATCC
29213 y agua grado molecular como control negativo.
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Oligonucleétidos utilizados en el ensayo cPCR.

SPP-FAM f
SPP-FAM r

Biosg-CACGTCGGGCAATTCGT

Ta: Temperatura de alineamiento. pb: pares de bases

La sensibilidad del ensayo se determin6é median-
te el promedio del tamafo del genoma en pares de
bases, usando 5 cepas de Salmonella (ATCC 14028,
ATCC 35640, ATCC BAA1715, ATCC BAA1585,
ATCC BAA1582) obtenidas del portal de genomas
ATCC https://genomes.atcc.org/. El promedio fue
utilizado para determinar el ntimero de copias de
ADN presentes en 1 ul (20 ng/ul) con ayuda de la
calculadora cientifica del programa “Science Primer”
https://scienceprimer.com/copy-number-calcula-
tor-for-realtime-pcr.

Se realizaron diluciones seriadas partiendo de 10°
hasta 10°. A cada dilucion se le realizo un CPCRr, con el
fin de identificar el nimero minimo de copias que el
termociclador portatil PALM PCR (Mod. G3, Ahram
Biosystem™) puede amplificar. Los productos de
CPCR fueron analizados con una electroforesis en gel
de agarosa, y simultineamente se utilizo el inmu-
noensayo NALF (Nucleic Acid Lateral Flow) (Ahram
Boisystems™). Este proceso se realizo por triplicado
para tener validez estadistica.

Resultados y discusién

La cPcr se estandarizé con los oligonucle6tidos espe-
cificos (Tabla 1) para la deteccion de Salmonella spp.,
asi mismo en las reacciones de especificidad solo se
amplifico en la cepa control de Salmonella spp obte-
niendo un amplicon de 241 pb. El resto de las cepas
analizadas no mostraron un amplicon (Figura 1A),
también se corrobor6 con los bioensayos NALF, obser-
vandose claramente lineas rojas, pero no se desarrollo
ninguna linea de color detectable en las otras alicuo-
tas de ADN genOmico utilizadas como se muestra en la
Figura 1B, trabajos similares de Kim y colaboradores
[8] demostraron que un ensayo adecuado para su uso
in situ, debe ser lo suficientemente rapido, sensible,
y no requerir un equipo complejo, tal es el caso del

6-FAM-CGCTTTCCCTTTCCAGTACGC

56.2

241 Salmonella spp.
56.3 PP

PALM PCR (Mod. G3, Ahram Biosystem™) usado en
esta investigacion, ademas de una revelacion de resul-
tados utilizando los bioensayos NALF, debido a su facil
transportacion y manejo.

Se determind la sensibilidad para la cpcr, mez-
clando el ADN gendmico diluido de 3.753x10° has-
ta 3.753x10° nimero de copias, a una velocidad T3
con una temperatura de alineamiento de 58°C y 35
ciclos equivalente a 11 minutos; donde se aprecia
una amplificacion del ApN hasta 3.753 x 103 en el
gel de agarosa al 1%, como se muestra en la Figura
2A. Sin embargo, al momento de revelarlo con los
bioensayos NALF, se observo una linea roja tenue en
3.753x10?% (Figura 2B), confirmando la sensibilidad
de estos Inmunoensayos. Estudios similares realiza-
dos por Kim[8], demostraron una sensibilidad del
equipo menor, amplificando un nivel de copia de
100, usando la cepa Salmonella spp. ATCC 14028,
con velocidad de T1, 30 ciclos en un tiempo de 21
minutos.

Conclusién

En este estudio se estandarizo la deteccion de Salmo-
nella spp., por el método de cpcr a una velocidad de
11 minutos, con una sensibilidad de deteccion de 375
copias de ADN gendémico, complementado con la de-
teccion rapida (5 minutos) por medio de bioensayos
NALF, la cual es una herramienta molecular que pue-
de ser aplicada en industrias alimentarias, por su facil
manejo, rapidez y sensibilidad del método.
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Figura 1. Especificidad de los oligonucleétidos para Salmonella spp.

M: marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Cat. G571A, PROMEGA); Carril 1. ADN Salmonella ATCC 14028; Carril 2. Listeria innocua
ATCC 33091; Carril 3. Listeria ivanovii ATCC 19119; Carril 4. Escherichia coli 0157:H7 (cepa H281); Carril 5. Escherichia coli ATCC 25922; Carril
6. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; Carril 7. Listeria monocytogenes ATCC 7644; Carril 8. Staphylococcus aureus ATCC 29213; Carril 9. Sin
templado (agua ultra pura); Control: Control interno del inmunoensayo NALF.
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Figura 2. Deteccién de Salmonella ATCC 14028 mediante cPCR y el ensayo NALF1.
Los amplicones de ADN se analizaron mediante A) electroforesis en gel de agarosa y B) Ensayo NALF. MM: marcador de peso molecular 1kb
DNA Ladder (Cat. G571A, PROMEGA); ST. Sin templado (agua ultra pura); Control: Control interno del inmunoensayo NALF.
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