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INTRODUCCION

Estudios realizados a nivel comunitario sobre la prevalencia de la Salmonella en las manadas de pollos de
engorde, las manadas de pavos y las canales de pollos de engorde, muestran que ésta sigue siendo elevada en
la UE. Asimismo, segin datos publicados por la EFSA, aproximadamente el 80% de los casos de
salmonelosis humana son causados por la Salmonella enteritidis y 1a Salmonella typhimurium.

La carne de aves de corral sigue siendo una importante fuente de salmonelosis humana. Ante esta situacion,
la CE ha establecido un criterio microbioldgico especifico para la Salmonella enteritidis y la Salmonella
typhimurium, que permitiria alcanzar un equilibrio entre la reduccion de la salmonelosis humana atribuida al
consumo de carne de aves de corral y las consecuencias econémicas de la aplicacion de dicho criterio.
Dichos criterios se recogen en el Reglamento UE 1086/2011 de la Comision de 27 de octubre de 2011 por el
que se modifican el anexo II del Reglamento (CE) no 2160/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo y el
anexo I del Reglamento (CE) no 2073/2005 de la Comision en lo que concierne a la Salmonella en la carne
fresca de aves de corral.

El Reglamento 1086/2011 establece:

El anexo I del Reglamento (CE) no 2073/2005, relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a los
productos alimenticios, queda modificado como sigue:

1) En el capitulo 1, se afiade la entrada 1.28 siguiente y las notas a pie de pagina 20 y 21 correspondientes:
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(20) Este criterio se aplicara a la carne fresca de manadas de aves reproductoras de Gallus gallus, gallinas
onedoras, pollos de engorde y manadas de pavos de reproduccion y
Ee engorde.

21) Por lo que respecta a la Salmonella typhimurium, sélo se incluye la 1,4,[5],12:i:-.

2) En el capitulo 2, la entrada 2.1.5 se sustituye por el texto siguiente y se afiade la correspondiente nota a pie
de pagina 10:
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(10) Si se detecta Salmonella spp., se hara un serotipado de las cepas aisladas para la Salmonella
)phimurium y la Salmonella enteritidis con el fin de verificar el cumplimiento del criterio microbioldgico
stablecido en la entrada 1.28 del capitulo 1.
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Segun las tablas anteriores sobre los criterios microbiologicos aplicables a carne fresca de aves de corral y
canes de pollos y pavos, el método de deteccion de referencia para la deteccion de Salmonella es 1a Norma
EN/ISO 6579.
El andlisis de Salmonella siguiendo la norma anteriormente citada comprende las fases de:

e Pre enriquecimiento.

e Enriquecimiento selectivo.

e Aislamiento en placa.

e Confirmacion bioquimica y serologica.
Para las industrias procesadoras avicolas significa que si la muestra es positiva para Salmonella, ademas de
perder aproximadamente cuatro dias de vida til comercial, el lote afectado debera queda en “espera” hasta
que se realice el serotipado por el esquema de Kaufman - White para confirmar que no contiene Salmonella
enteritidis o typhimurium, con lo que la industria pierde otros dos dias mas por lo que si el producto pudiese
liberarse este apenas tendria vida 1til comercial para comercializarse en fresco. En el caso contrario de que el
lote estuviese contaminado con alguno de los dos serotipos, entonces el lote tendria que destinare a
destruccion o a tratamiento térmico para poder eliminar la Salmonella.
Por todo lo anteriormente descrito las industrias procesadoras avicolas necesitan implementar dentro de sus
programas de control de Salmonella en la plantas procesadoras, técnicas rapidas que supongan la deteccién
del patdgeno lo antes posible, para poder decidir el destino de los lotes afectados y tomar las acciones
adecuadas en el menor tiempo posible.

TECNICAS BASADAS EN BIOLOGIiA MOLECULAR

Las técnicas de Biologia Molecular ocupan un papel cada vez mas importante en lo referido al diagndstico, a
todos los niveles, desde la Sanidad Humana en la comenzaron a utilizarse hace ya algunos afios, hasta la
Sanidad Animal y alimentos, en la que cada vez son mas utilizadas como herramientas de diagnostico. Entre
las mas utilizadas se encuentran la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR y todas sus variantes.

Por su rapidez, sencillez y elevada sensibilidad y especificidad, la PCR es una de las técnicas mas populares,
hasta el punto de constituir un pilar central dentro de la mayoria de los protocolos en las pruebas de
diagnéstico molecular conocidas. La PCR es una técnica que utiliza fundamentalmente tres propiedades;
por un lado, dos intrinsecas a los acidos nucleicos como son la complementariedad de bases y la
desnaturalizacion/renaturalizacion de las cadenas de los acidos nucleicos por efecto de la temperatura
(temperatura de fusion o Tm) y por otro, la capacidad polimerizante de las enzimas termoestables J
denominadas polimerasas capaces de sintetizar acidos nucleicos en presencia de sus mondmeros especificos,
es decir nucleotidos. La técnica de amplificacion mediante un suceso ciclico que consta de tres fases I
(desnaturalizacion, hibridacidn y elongacion), puede amplificar especificamente y con elevada sensibilidad
secuencias cortas del acido nucleico de interés. La técnica de amplificacion génica por si sola o acoplada a
otras ya mencionadas (ELISA, secuenciacion automatica, restriccion enzimatica), permite disefiar ensayos
diagnésticos fiables, rapidos y de facil interpretacion, con el objetivo de identificar la presencia del patogeno
y si es posible, su posterior caracterizacion.

3M Sistema de Deteccion Molecular

Recientemente 3M ha lanzado un nuevo sistema de deteccion molecular para la deteccion de patégenos en
alimentos en ambientes de la industria alimentaria.

Este nuevo sistema combina “La amplificacion isotérmica de ADN y deteccion de bioluminiscencia”.

El Sistema de Deteccién Molecular de 3M™ utiliza primers multiples para reconocer las distintas regiones
del genoma y el ADN polimerasa BST para la amplificacion continua y rapida del material genético. Los
Iones pirofosfato (IPP), un subproducto de la reaccion de amplificacion de ADN blanco, y APS, se convierte
enzimaticamente en ATP por la ATP-sulfurilasa. ATP reacciona con luciferasa para producir luz que se
detecta que indica la presencia de ADN del organismo objetivo. Tanto la amplificacién y deteccién se
producen simultineamente y continuamente durante la fase exponencial proporcionar resultados en tiempo
real y un tiempo a corto plazo.




Bioluminescence Detection

Thermostable luciferase uses
Adenosine Tri Phosphate (ATP)
1o generate light which is detected,

Isothermal DNA Amplification
Multiple primers recognize distinct
regions of the genome and DNA
polymerase to provide efficient,
rapid and continuous ampffication
of target DNA

indicating target DNA

Las diferencias principales de este sistema de Deteccion Molecular con la PCR en tiempo real pueden

resumirse en la siguiente tabla:

| 3M amplificacién isotérmica de ADN

PCR (Polymerase Reacciéon en

Cadena)
Enzima Bst DNA Polimerasa Taq DNA Polimerasa
Desnaturalizacion | Desplazamiento de la cadena Calor
del ADN
Temperatura de | Isotérmica (60C) ciclos de calentamiento y enfriamiento
reaccion repetidos de la reaccion para la
desnaturalizacion del ADN (94 ° C) y
ADN enzimatica replicacion (55 ° C,
\ luego 72 ° C)
Amplificacion Continuo Ciclo
Deteccion Luz Bioluminescente Luz Fluorescente

El sistema ademas como la PCR en tiempo real permite la deteccion simultanea de diferentes patégenos:

Listeria spp.

Salmonella spp. (validado AOAC).

®
e Listeria monocytogenes.
e F coli O157:H7 (validado AOAC).

En el caso de la deteccion de Salmonella en canales y carne de ave el protocolo validado AOAC para este

tipo de matrices se detalla a continuacion:

TRRRRRRRRERRREDRERET




TEPLIbEbpLd

R R R R E R R TR TR TR TAE IS A AN AR VAR TR PER VAN VAR GHS VI UG NS VRS U B U UG NN UG A VR U O VN T V3R N N VN N O N VR VN U O

Aifiadir a 25 g de muestra 225 ml de medio primario (APT) v
atemperado a T* ambiente. Homogeneizar la muestra en un
Stomacher durante 30 segundos a velocidad normal. Incubar la r]

e |
muestra 18-24 horasa 37+ 1 °C. v ——J
|

Una vez incubada la muestra transferir 20 pl a un tubo de lisis.

Calentar 15 minutos a 100 + 1 °C. Enfriar 10 minutos en el
bloque congelado previamente y que se suministra con el equipo.
Deijar reposar la muestra 5 minutos.

Transferir 20 pl de lisado a los tubos de reaccion con los reactivos
(pellet liofilizado), suministrados con el kit.

Cargar los tubos de reaccion en la gradilla, cargar las muestras en
el equipo y comenzar el analisis. Tiempo total de analisis 75
minutos.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

El software que se suministra con el equipo se encarga de monitorizar y registra en continuo los valores de
Bioluminiscencia en continuo (tiempo real), de manera que las muestras positivas normalmente se detectaran
entre los primeros 15-45 minutos.

En el grafico siguiente se muestra un ejemplo grafico donde se puede apreciar una muestra de Salmonella
positiva que ha comenzado a amplificar a los 15 minutos.




Exponential amplification
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Ademas si quisiéramos obtener un informe de resultados de las muestras analizadas el software,
automaticamente después de haber finalizado los analisis crea un informe de ejecucion con graficos
habilitados.
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En conclusion el sistema de Deteccion Molecular es:
PRECISO

e Muiltiples primers dirigidos a las distintas regiones del genoma que resulta en la amplificacion mas
eficiente.

e La Bst ADN polimerasa es menos susceptible a las sustancias inhibidoras que se encuentran en
muestras de alimentos que otras polimerasas.

e La deteccion ocurre durante la fase exponencial de amplificacion y mejorar la especificidad .




e Deteccion bioluminiscencia tiene una mejor relacion sefial-ruido de fluorescencia y no es afectado
por la interferencia de fluoréforos que pueden estar presentes en algunos alimentos (ej. colorantes
alimentarios, acriflavina en medios de enriquecimiento.)

RAPIDO Y SIMPLE

e La hebra continua ADN proceso de desplazamiento permite una amplificacion eficiente y rapida del
ADN.

e La bioluminiscencia proporciona deteccion en tiempo real de la amplificacion del ADN y la
amplificacion y deteccion simultanea permite la deteccion de resultados positivos antes del final de
la carrera.

e La ADN polimerasa es robusta y tolerante a la baja calidad del ADN que permite una sencilla
preparacion de la muestra y el ensayo de un conjunto con menos pasos.

e La bioluminiscencia no se ve afectada por la interferencia de otros fluor6foros haciendo que el
proceso sea mas robusto y permitiendo que el mismo procedimiento a seguir para todos los ensayos.

COSTO EFECTIVO

e Amplificacion de ADN isotérmica se realiza a una temperatura constante, eliminando la necesidad
de instrumentacion complicada.

e Deteccion bioluminiscencia elimina la necesidad de fluoroforos.
Instrumento robusto con minimos requisitos de mantenimiento.
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