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TECNICAS

REACCION EN CADENA
DE LA POLIMERASA.

Técnica de
diagndstico
molecular mas
ampliamente
utilizada.

Se basa en el principio de
complementariedad bases del
ADN y en la participacién de
la enzima polimerasa que
permite la extension del
fragmento a amplificar,
agregando nucleétidos en
secuencia complementaria al
ADN molde por medio de un
proceso ciclico que
comprende tres pasos:
desnaturalizacion, hibridacion
y extension.

2-3 hson
necesarias
para
completar
una PCR.

Menos
desarrollada
que la PCR.

MOLECULARE

El descubrimiento de la PCR, la clonacidn, la secuenciacion y la tecnologia de
deteccion por fluorescencia, asi como la accesibilidad a una gran cantidad de
informacién en la web ayudé al desarrollo de nuevas herramientas
moleculares, cuyo uso ha aumentado enormemente la habilidad para
detectar y cuantificar bacterias patogenas en agua y alimentos, entre estas,

muchas bacterias emergentes.

AMPLIFICACION
BASADA EN LA
SECUENCIA DE

ACIDOS NUCLEICOS.

4 )

Se requirié mas de 5x103
células, y la reaccion
tampoco diferencié el ARN
del ADN, reduciendo asi la
ventaja principal del
NASBA para la deteccion
de células vivas solamente.

La sensibilidad del ensayo
NASBA a tiempo real fue
pobre, durante la deteccién
de Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis en
muestras de leche

artificialmente inoculadas.

Utilizado para la
caracterizacion de
Salmonella, Listeria y
) otros patdgenos de

transmision alimentaria.

ELECTROFORESIS
EN GEL DE CAMPO
PULSADO.

\

Manera de separar moléculas
grandes de DNA. En este método, el
DNA viaja a través de un gel de
agarosa concentrado, bajo la
influencia de dos campos eléctricos.
Los dos angulos de los campos
eléctricos se encuentran cerca de la
perpendicularidad, no son
uniformes en la intensidad de

campo y cambian de manera

La PFGE también ha sido
extensamente utilizada a
nivel mundial para la
vigilancia e investigacion
de los brotes de E. coli.

BIOSENSORES.

Estos sensores se han desarrollado
utilizando ADN, técnicas
inmunoldgicas y péptidos de fagos.

4 )

Los biosensores dpticos
que utilizan una sefial
fluorescente son con

frecuencia los mas
comunes. Sin embargo,
los biosensores que
utilizan transductores
distintos a los dpticos
se han desarrollado
para la deteccion
especifica de
Salmonella. Utilizaron
bacteriofagos
especificos para
Salmonella

typhimurium.

( En este biosensor, la captura de las \

bacterias por parte de bacteriéfagos
adsorbidos a un transductor piezoeléctrico
dio lugar a un cambio de frecuencia en la
resonancia, la cual fue medida con un
dispositivo de onda acustica utilizaron un
anticuerpo enlazado a la superficie de un
cristal de cuarzo recubierto con oro, con un

\ electrodo de oro como biosensor. )




MICROARREGLOS.

ﬂ)s microarreglos consisten eﬁ

un gran nimero de sondas
inmovilizadas sobre una
superficie soélida. Tras los pasos
de hibridacion y lavado, el
4cido nucleico enlazado a las
sondas genera un patrén de
fluorescencia que es entonces
registrado y analizado

\ utilizando un escaner. J

TECNICAS

MOLECULARES.

( El descubrimiento de la PCR, la clonacidn, la \

secuenciacion y la tecnologia de deteccion por
fluorescencia, asi como la accesibilidad a una gran
cantidad de informacién en la web ayudé al
desarrollo de nuevas herramientas moleculares,
cuyo uso ha aumentado enormemente la

\_

habilidad para detectar y cuantificar bacterias
patdgenas en agua y alimentos, entre estas,

muchas bacterias emergentes. )

por microarreglos se ha
partir de cultivos, tras la
genes blanco. En el caso

particular de este dltimo

en muestras de leche
completa pasteurizada

enfoque.

-

(La identificacion molecular\

demostrado para E. coli. A

amplificacion por PCR de los

microorganismo, la deteccion
e identificacion fue realizada

adulterada, utilizando este

(Con estas nuevas tecnologias, Ios\

genomas pueden ser
completamente secuenciados en
semanas, en lugar de afios,
debido a que esta metodologia
no requiere bibliotecas de ADN,
ni clones, solo el &cido nucleico
aislado.

PIROSECUENCIACION 454:
UNA NUEVA HERRAMIENTA
PARA LA DETECCION DE
PATOGENOS EN ALIMENTOS
Y MEDIOAMBIENTE.

g J

J

Ventajas.

L

de deteccidn, especificidad y se

/ La identificacion de los patégenos de transmision alimentaria \
mediante métodos moleculares se ha vuelto cada vez mas
popular en aspectos de calidad y seguridad, y en la produccion
de alimentos, debido a que estas técnicas suelen ofrecer
muchas ventajas. La PCR, una de las técnicas mas utilizadas en
la deteccidn e identificacion de bacterias causantes de ETA, es
fiel exponente de tales alcances; presenta rapidez, buen limite

nsibilidad.

/

Limitaciones.

Estas técnicas también son relativamente
complicadas; necesitan experticia y utilizan
productos quimicos peligrosos, por lo que

el analisis rutinario de muchas muestras

resulta poco practico.

( Esta secuenciacién ha ampliado el \

repertorio de los genomas bacterianos
secuenciados, incluyendo multiples
cepas patdgenas, y ha ayudado a
identificar los agentes potenciales,
bacterianos, protozoarios o virales,
asociados con enfermedades de
etiologia desconocida, las cuales
constituyen una tercera parte de las
enfermedades transmitidas por los

\ alimentos en los Estados Unidos. /
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