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PCR EN TIEMPO REAL COMO HERRAMIENTA DE

VERIFICACION DE LA PRESENCIA DE Sa/monella

spp. EN UN SISTEMA HACCP IMPLEMENTADO EN
CARNICOS

REAL TIME PCR AS A TOOL FOR VERIFICATION OF
THE PRESENCE OF Salmonella spp. IN A HACCP
SYSTEM IMPLEMENTED IN MEAT PRODUCTS

RESUMEN

Salmonella spp. en alimentos continua siendo un peligro
microbiol6gico, que debe ser controlado en las plantas
de produccion de alimentos. Este estudio evalud la
presencia de Salmonella spp. en productos carnicos
de una planta con certificacion HACCP, usando PCR en
tiempo real, como herramienta de verificacion del
sistema. Las muestras, se analizaron por microbiologia
tradicional y PCR TR. Los analisis microbiol6gicos, se
realizaron siguiendo la metodologia descrita por el
INVIMA con identificacion por APl 20E. Se analizaron
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67 muestras, 50 de producto terminado y 17 de materia
prima. Con la metodologia tradicional, se recuperaron
115 cepas sospechosas que fueron identificadas
principalmente como Citrobacter spp., Hafnia alvei y
Proteus spp. Se detecto presencia de Salmonella spp.
en cuatro muestras de materia prima, en los
correspondientes productos terminados no se encontr6
esta bacteria. PCR TR fue positivo para la presencia de
Salmonella spp. en tres de las muestras mencionadas
anteriormente. El crecimiento de microorganismos
interferentes en los medios selectivos usados por el
método tradicional, revela la baja selectividad de los
mismos afectando la recuperacion de Salmonella spp.
y generar incertidumbre en los resultados. Finalmente,
se puede concluir que la ausencia de Salmonella spp.
en el producto terminado indica que el sistema HACCP
implementado es efectivo y que PCR TR es una excelente
alternativa como herramienta de verificacion de los
sistemas de calidad, ya que ademas de generar
resultados rapidos tiene un coeficiente de correlacién
alto (0,86) con el método tradicional conocido como
prueba Gold Estandar.

Palabras clave: Salmonella spp., HACCP, PCR en tiempo
real (PCR TR), productos céarnicos.
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SUMMARY

Salmonella spp. in food products remain microbiological
hazards that must be controlled at the production plants.
In this study the presence of Salmonella spp. in meat
products from a plant with a certified HACCP system
was evaluated, using real time PCR as a verification tool.
Samples were analyzed by classic microbiology
techniques and real time PCR. For the traditional method
the INVIMA procedure was followed and APl 20E was
used in the identification process. 67 samples were
analyzed, 50 corresponding to final product and 17 to
raw material. 115 suspicious strains were isolated by the
traditional method, which were mainly identified as
Citrobacter spp., Hafnia alvei and Proteus spp. The
presence of Salmonella spp. in four samples of raw
material was also detected by this method, no
Salmonella spp were found in final product. Real time
PCR was positive for the presence of Salmonella spp. in
three of the former samples. The growth of other
microorganisms different from Salmonella spp. in the
selective media, revealed low selectivity and low recovery
of the microorganism. Finally it can be concluded that
the absence of Salmonella spp. indicates that the
implemented HACCP system is effective and that real
time PCR is an excellent alternative as a verification tool
for food safety systems. This because it generates fast
results and also has a 0.86 correlation coefficient with
the traditional method known as Gold Standard test.

Key words: Salmonella spp., HACCP real time PCR,
meat products.

INTRODUCCION

Como HACCP se conocen las siglas (en inglés) del
Sistema de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de
Control. Este sistema es un enfoque sistematico para
identificar peligros y estimar los riesgos que pueden
afectar la inocuidad de un alimento, a fin de establecer
las medidas para controlarlos (Jericho et al. 2000).

Por tratarse de un sistema que hace énfasis en la
prevencion de los riesgos para la salud de las personas,
asegurando inocuidad en los alimentos, su enfoque esta
dirigido a controlar esos riesgos en todos los eslabones
de la cadena alimentaria, desde la produccion primaria
hasta el consumo (Bauman, 1990).

El sistema es utilizado y reconocido actualmente en el
ambito internacional para asegurar la inocuidad de los
alimentos y ha sido propuesto por la Comisién conjunta
FAO/OMS del Codex Alimentarius a los paises miembros,
entre ellos Colombia, para su adopcion. De igual manera
Colombia, como pais miembro de la Organizacion
Mundial del Comercio, debe cumplir con las medidas
sanitarias que rigen esta Organizacion, razén por la cual
debe revisar y ajustar la legislacién sanitaria de
conformidad con la demanda del mercado internacional.
Para esto resulta imprescindible que la elaboracion o el
procesamiento de alimentos se basa en un analisis
cientifico, internacionalmente aceptado, respaldado por
métodos satisfactorios de analisis de riesgos (Fernandez
& Quinones, 2003).

El propésito de los sistemas HACCP en los procesos de
produccién es controlar los peligros y minimizar los
riesgos como amenaza para la salud de los consumidores
de productos. Mantener un sistema HACCP efectivo
depende de contar con actividades regularmente
programadas de verificacién (Jericho et al. 2000).

La verificacion ha sido definida como el uso de
informacién suplementaria para verificar si la aplicacion
del sistema esta logrando sus objetivos. Respecto a los
peligros microbiolégicos, el Comité de Consejeria
Nacional de Canada reconoce que las pruebas y los
muestreos microbiol6gicos son de gran importancia para
verificar que un sisterna HACCP esta bajo control (Jericho
et al. 2000).

Los beneficios de HACCP se traducen, por ejemplo, para
quien produce, elabora, comercia o transporta alimentos,
en una reduccion de reclamos, devoluciones, reprocesos
y rechazos. Para la inspeccién oficial resulta en una
necesidad de inspecciones menos frecuentes y de ahorro
de recursos y finalmente al consumidor representa la
posibilidad de disponer de un alimento inocuo (National
Advisory Committee on Microbiological Criteria for
Foods, 1994). Adicionalmente, el sistetmna HACCP es de
gran importancia en la prevencion de las enfermedades
transmitidas por alimentos, aspecto que resulta de
particular interés para los paises en desarrollo como el
nuestro (Comision de Analisis, Evaluacion y Capacitacion
del Sistema de Andlisis de Riesgos y Puntos Criticos de
Control (HACCP), 1996).

La planta de donde se tomaron las muestras para este
trabajo de investigacion cuenta con su sistema HACCP

i —
[T



Articulo Cientifico

Carrero C., M.C.; Vanegas L., M.C.: PCR Tiempo Real y presencia Salmonella

para cada linea de sus productos carnicos. En cada una
de ellas, el principal riesgo es la presencia de Salmonella
spp, patégeno que es probablemente el mas
problemaético, ya que los brotes generados por
Salmonella spp. presente en la carne y en los productos
carnicos sobresalen en las estadisticas de ETAS de
diferentes paises (International Comisién on
Microbiological Specifications for foods ICMSF, 1998).
De manera que una de las formas para verificar el efectivo
funcionamiento de un sistema HACCP es evaluando la
presencia de este patgeno en sus productos, incluyendo
materias primas y especialmente en el producto
terminado.

Salmonella spp. es uno de los principales causantes de
gastroenteritis transmitidas por alimentos y uno de los
mayores problemas de salud publica a nivel mundial
(Rojas, 2005). Salmonella spp. se encuentra en diversas
fuentes pero generalmente se asocia a carne de res, de
pollo, de cerdo entre otras, huevos y leche no
pasteurizada (Sarmiento, 1999). Este enteropatogeno
es la causa principal de enfermedades transmitidas por
alimentos documentada, en la mayoria de los paises
desarrollados. En el ano 2000, 156.165 casos de
salmonelosis en humanos fueron reportados por 17
regiones Europeas, 14 estados en Estados Unidos y
Noruega (Rodriguez, 2004a). En Estados Unidos, en el
dltimo informe del Centro de Control de Enfermedades
CDC, se reportaron 6464 casos de Salmonelosis (Center
for Disease Control and Prevention (CDC), 2004).

En Colombia no se conocen con exactitud los datos
correspondientes a la prevalencia de salmonelosis debido
al subregistro (Rojas, 2005). Los ultimos reportes de
SIVIGILA y el Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos, INVIMA, donde muestran
la incidencia de los diferentes serotipos de Salmonella
spp. hasta el 2004, reportan un total de 73 Salmonella
spp. aisladas, a partir de alimentos en el ano 2004,
principalmente de carnes rojas, carnes de aves y huevo
(Rojas, 2005). El laboratorio de Salud Publica de la
Secretaria Distrital de Salud de Bogota y el laboratorio
de Control de Calidad de Alimentos de la planta de
productos cérnicos, donde se realiz el muestreo de este
trabajo, realizaron un estudio para determinar la
incidencia de Salmonella spp. en alimentos crudos y
cocidos de origen animal. Los laboratorios mencionados
anteriormente analizaron 3901 muestras entre enero de

2003 a diciembre de 2004, aislando un total de 66
(1,69%) Salmonellas, 40 en el 2003 y 26 en el 2004. La
mayor incidencia fue registrada en productos crudos,
principalmente carne de cerdo y de res (Coral et al.
2005). Estos datos revelan la necesidad de contar con
sistemas que aseguren la inocuidad de los productos
para consumo humano, especialmente aquellos de
origen animal.

Para garantizar la calidad microbiol6gica de los alimentos
y verificar el funcionamiento de los sistemas de
aseguramiento de la inocuidad como HACCP es
necesario contar con un método rapido, sensible,
especifico y confiable para detectar patogenos como
Salmonella spp., durante toda la linea de produccion
hasta el producto terminado.

PCR en Tiempo Real (PCR TR) es una técnica que genera
resultados répidos y confiables. El departamento de
Diagnéstico de Laboratorios Roche desarroll6 un Kit que
incluye la extraccion de ADN y la deteccion de
Salmonella spp. en muestras de alimentos en un periodo
aproximado de 20 horas (18h de preenriquecimiento y
2h extraccion de ADN y corrido de la PCR TR). El uso de
este kit seria una buena alternativa para la realizacion de
los controles microbiol6gicos necesarios para garantizar
la produccién de alimentos inocuos, ademas de ser una
herramienta ideal para la verificacion del funcionamiento
de sistemas HACCP en una planta de produccion de
alimentos.

El objetivo principal de este estudio es el de implementar
el uso de PCR TR, como herramienta de verificacion de
la presencia o ausencia de Salmonella spp. en el sistema
HACCP de una planta de productos carnicos. Los
objetivos especificos fueron: 1) Correlacionar la presencia
de Salmonella spp. en materia prima con su respectivo
producto terminado, de manera que se verifique la
efectividad del sistema HACCP implementado, 2)
Comparar los resultados obtenidos por el método de
microbiologia clasica y por PCR TR, en la deteccion de
la presencia de Salmonella spp. y 3) Identificar las
ventajas que ofrece la técnica molecular frente a la
metodologia tradicional como herramienta de
verificacion y control dentro de sistemas de
aseguramiento de la inocuidad como HACCP
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MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Ecologia
Microbiana y de Alimentos (LEMA), Universidad de los
Andes y en el Laboratorio de Biologia Molecular de
Laboratorios Roche.

Recoleccién de muestras: Se recolect6 un total de 67
muestras de productos cérnicos, 50 correspondientes a
producto terminado y 17 correspondieron a materia
prima. El muestreo de producto terminado incluy6
jamones, salchichas, pavos, perniles, pechugas,
longaniza, chorizos y hamburguesas.

Procesamiento de las muestras: Se pesaron 25g de
cada muestra y se adicionaron a 225ml de agua
peptonada al 0,1%. Se incubaron a 37°C por 24h. De
este caldo, se tomaron 2ml para el método de
microbiologia tradicional y 50ul para la técnica molecular.

Metodologia tradicional: Se siguio la metodologia del
Instituto de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos
modificada (INVIMA, 1997).

El enriquecimiento selectivo de las muestras se realizo
en Caldo Rappaport y Tetrationato. Se tom6 1ml del
caldo de preenriquecimiento y se inocul6 en tubos de
10ml de Caldo Rappaport, igualmente se inocul6 1ml
en 10ml de caldo Tetrationato. Las muestras fueron
incubadas a 42°C por 24h. Para el aislamiento en agares
selectivos, las siembras se realizaron en los medios XLD
(xilosa, lisina, desoxicolato), HE (Hektoen) y SS
(Salmonella — Shigella). Finalmente, las muestras
fueron incubadas a 37°C y se realizaron lecturas a las 24
y 48 horas. Las colonias sospechosas de ser Salmonella
spp., colonias lactosa negativo con produccion de
sulfuros, se aislaron nuevamente hasta obtener cultivos
puros. De cada caja que present6 colonias tipicas, se
tomo por lo menos cinco colonias. A partir de los cultivos
puros de las colonias sospechosas, se realizaron pruebas
bioquimicas como urea y Kliger para su identificacion.
Las cepas con resultados urea (-) y Kliger AK/AC + H2S
(alcalino/acido + produccion de sulfuros), se sometieron
a pruebas bioquimicas adicionales como: SIM (Sulfuros
_ Indol - Motilidad), MRVP (Rojo de Metilo - Voges
Proskawer), gelatina, citrato, LIA (Agar Lisina Hierro) y
nitratos. Por altimo, las cepas sospechosas de
corresponder a Salmonella spp. se confirmaron por el
sistema API 20E (Biomeriux®).

Técnica molecular PCR TR: Para la realizacion de la
técnica molecular, se utilizé el kit de extraccion
Salmonella spp. ShortPrep Kit 1 (Roche®), para la
preparacion de los templates de PCR de los cultivos de
preenriquecimiento de Salmonella spp. Para la
deteccién del ADN de Salmonella spp., se uso el kit
LightCycler Salmonella spp. Detection Kit (Roche®) y
se siguieron las instrucciones dadas en cada inserto.

La extraccién del ADN, se realizé usando el kit
Salmonella spp. ShortPrep Kit 1 de Roche®. Del caldo
de preenriquecimiento, se tomaron 50ul que fueron
adicionados al tubo de reaccién con el agente de lisis
listo para usar, se mezclé usando vortex por 2 segundos
(Inserto Salmonella spp. ShortPrep Kit 1 Roche, 2004).
Los tubos con la muestra, se llevaron al bano seco a
95°C por 10min, se dejaron reposar por Imin a
temperatura ambiente, se mezclaron usando vortex y
se llevaron a la centrifuga a 10000rpm por 1min. El
extracto obtenido se usé directamente para la PCR TR
(Inserto Salmonella spp. ShortPrep Kit 1, Roche).

Para la deteccién del ADN de Salmonella, se uso el
LightCycler Salmonella spp. Detection Kit® el cual
requiere amplificacién por PCR. El kit contiene todos
los compuestos requeridos en una mezcla lista para usar
(ready-to-use master mix) para el desarrollo de la PCR.
Cuenta también con control negativo y positivo para el
corrido de la PCR. Primero, se preparé el master mix de
acuerdo a las indicaciones del inserto. Cada capilar
LightCycler® fue adicionado con 15l del master mix,
para el corrido de las muestras se adicionaron S5ul del
ADN extraido al capilar con el master mix. Para el control
negativo, se adicionaron 5ul de agua grado para PCRYy,
para el control positivo 5ul del Template control
Salmonella LightCycler. Los capilares, se llevaron a la
microcentrifuga a 3000rpm por cinco segundos y se
trasladaron al carrusel de muestras del equipo
LightCycler®. Se realiz6 el corrido de las muestras de
acuerdo a la programacion dada, los resultados se
obtuvieron aproximadamente a los 72min de iniciar la
reaccién, en algunos corridos el tiempo fue menor.

Analisis estadistico: El resultado cualitativo obtenido
por cada uno de los métodos en las 67 muestras
trabajadas, se analizo por medio del paquete estadistico
StatsDirect que calcula la diferencia de proporciones y
determina si existe diferencia significativa entre los
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resultados obtenidos en cada uno de los métodos.
También se determind el coeficiente de correlacion entre
las dos técnicas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Método Tradicional con identificacion por el Sistema
API 20E: Del total de muestras (67), se aislaron 115
cepas sospechosas, a las cuales se les realizaron
diferentes pruebas bioquimicas. Finalmente quedaron
44 cepas presuntivas de Salmonella spp.; las 71 cepas
restantes fueron identificadas en orden de mayor a
menor frecuencia de aparicién como: Citrobacter spp.,
Proteus spp. y Pseudomonas spp.

Las 44 cepas presuntivas de Salmonella spp. se
analizaron por el sistemna APl 20E ®. Se identificaron
como Salmonella spp. 15 cepas (34,09%), las cuales
correspondieron a cuatro muestras de materia prima.
Se identificaron 22 cepas como Hafnia alvei,
correspondiendo al 50% de las cepas, convirtiéndolo en
el principal microorganismo interferente; en menor
porcentaje se encontraron tres cepas de E.coli atipico
(6,8%), dos cepas de Pantoea (4,5%), una cepa de
Chryseomonas luteola (2,2%) y una cepa de Shigella
sonnei (2,2%).

Con el enriquecimiento en caldo Rappaport, se evidencio
un alto crecimiento de coliformes, lo que pudo afectar
la recuperacién de Salmonella spp. al generar
competencia. El caldo tetrationato tuvo un efecto mayor
en la inhibicién de la flora acompanante. La combinacion
mas favorable para el crecimiento de las seis cepas de
Salmonella spp. fue caldo tetrationato con aislamiento
en HK. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
en un estudio anterior en pollo crudo realizado en el LEMA,
por Rojas (2005). De acuerdo al procedimiento
anteriormente descrito, se puede concluir que la
metodologia utilizada es larga (aproximadamente siete
dias), con una carga de trabajo alta e inespecifica por la
confusién en la identificacion de bacterias con
caracteristicas bioguimicas similares.

PCR:TR: Para asegurar la confiabilidad de los resultados,
el kit de Detecciéon de Salmonella de Roche, version
dos de 2004, esta adicionado con un control interno
(Cl), que previene de la interpretacién errénea de falsos

negativos debido a la inhibicion de la amplificacion.
Cuando no hay amplificacion del CI, significa que algo
en la muestra inhibié la PCR (Inserto Lightcycler
Salmonella Detection Kit, Roche, version 2 de 2004).

Diez de las muestras presentaron un resultado invalido
al finalizar el corrido de la PCR. El Cl de cada una de las
muestras no mostré amplificacion por tanto la
amplificacién del ADN blanco (Salmonella spp.) fue
inhibida también, posiblemente debido a algo presente
en el alimento, como grasa, acidos, condimentos. Por
esta razon, a estas muestras, se les realizé6 un segundo
corrido, donde el resultado para la presencia de
Salmonella spp. fue negativo en nueve de las diez
muestras. El canal de amplificacion del CI fue revisado
para comprobar que este si presenté amplificacion y
asegurar la confiabilidad del resultado. La muestra
restante fue invalida nuevamente. Se decidi6 hacer una
dilucién del caldo de preenrriquecimiento con la muestra,
tomando 100yl de este e inoculandolos en 1ml de agua
peptonada, esto se llevo a incubar a 37°C por 18h. De
este nuevo preenriquecimiento, se hizo la extraccion del
ADN y se corri6 nuevamente la PCR. Finalmente, la
muestra present6 el crossing point (CP), lo que se asume
como un resultado positivo para la presencia de
Salmonella spp. Muy probablemente alguna sustancia
presente en la muestra estaba inhibiendo su
amplificacion y al diluirla este componente redujo su
presencia, permitiendo la amplificacion.

De las 67 muestras, tres correspondientes a materia
prima fueron positivas para Salmonella spp. lo que
quiere decir que estas muestras mostraron crossing
points (Figura 1). Un crossing point (CP) es el nimero
del ciclo en el que la fluorescencia de la deteccion del
amplicon esta por encima del background de
fluorescencia. Las muestras negativas para la presencia
del blanco no producen un valor de CP (MacKay, 2004,
Roche Molecular Biochemicals, 2000).

Comparacion del Método Tradicional y PCR TR: El
método tradicional detecté presencia de Salmonella
spp. en cuatro muestras de materia prima de las 67
muestras totales y PCR TR lo hizo solo en tres de estas
cuatro muestras. Esto se puede interpretar como un
mejor resultado del método tradicional frente a la técnica
molecular. Sin embargo, estadisticamente no existe
diferencia significativa entre los resultados obtenidos
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Curvas de amplificacién de las muestras, las curvas que presentan elevacion por encima del background de fluorescencia,
son aquellas que tienen CP, por tanto, son muestras positivas para la presencia de Samonella spp. (tres muestras).
Cada corrido de las muestras conté con un control positivo y un control negativo.

Figura 1. Muestras con crossing point 4positivas para Salmonella spp.)

por las dos técnicas evaluadas (P=0,014925).
Estadisticamente los métodos son igualmente confiables.

Al no guardarse contramuestras, el analisis por el método
tradicional no se pudo repetir de manera que no se puede
asegurar que el resultado obtenido para la muestra en
cuestion sea 100% valido, ya que este resultado se podria
asumir como un falso positivo de la metodologia
tradicional, o un falso negativo de la técnica de PCR.

De acuerdo a Shayegani et al. (1978), al usar la
metodologia tradicional con identificacion por el sistema

API 20E, este sistema puede generar identificaciones
erroneas (Palmieri et al. 1988). En otro estudio Godfrey
et al. (1998), reportaron que este sistema fallé en la
obtenciéon de resultados validos; no mostro
reproducibilidad en los resultados, al identificar una
misma cepa en cada una de las repeticiones de la prueba
como Enterobacter aglomerans, Chryseomonas luteola
y Sphingomonas sp.

PCR TR es una técnica mas sensible, especifica y
confiable, sin embargo pueden existir condiciones que
afecten su resultado y producir uno falso negativo. Estas
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condiciones pueden ser: presencia de inhibidores de la
reaccion, sin embargo esta explicacion no aplica para
este caso, ya que el kit empleado para el corrido de la
PCR TR, cuenta con un control interno (IC) de la
reaccién, que descarta la presencia de resultados falsos
negativo (Aymerich et al. 2004). El Control Interno de la
reaccion si mostré amplificacion, por tanto la PCR no
fue inhibida. Baja concentracion del microorganismo,
lo que para este caso tampoco es una explicacion valida,
ya que PCR TR detecta la presencia de Salmonella spp.
en una concentracion de una célula en 25g de muestra
y los medios usados por el protocolo tradicional requieren
una concentracién minima de 104 ufc en 25g de muestra
para detectarla (Rodriguez, 2004a). Finalmente y una
altima explicacién a lo sucedido, sea una posible
mutacién de la bacteria en el gen especifico de
Salmonella spp que el kit detecta. Sin embargo, la
posibilidad de que esto suceda es minima, puesto que
el gen seleccionado para la deteccién es altamente
conservado, de aproximadamente 20 pares de bases y
en caso de mutacion, el cambio en una base no es razon
suficiente para que el gen no sea reconocido y el primer
no se anille. Adicionalmente, no se encuentra bibliografia
donde se reporte este caso.

Finalmente, se debe tener presente que aunque el
analisis por el Método Tradicional de la muestra en
cuestién no se pudo repetir, esta muestra fue analizada
por el protocolo tradicional en el Laboratorio de
Alimentos de la empresa donde se realizo el muestreo y
fue negativa para la presencia de Salmonella spp. El
analisis por PCR TR fue realizado tres veces a esta
muestra y se obtuvo el mismo resultado negativo en
todas sus repeticiones, al igual que no mostré ningun
tipo de inhibicién en la amplificacion/

La busqueda de Salmonella spp. usando el protocolo
tradicional es dispendiosa e inespecifica, ya que
generalmente se presenta confusién en la identificacion
con otras bacterias con caracteristicas fisicas y
bioquimicas similares como Citrobacter, Hafnia alvei y
Proteus. Adicionalmente el sistema APl 20E® puede
generar también identificaciones erréneas (Godfrey et
al. 1998). El método tradicional es ademas una
metodologia larga que tarda cuatro a ocho dias en
generar resultados.

Con PCR TR, las sondas de hibridizacién, combinadas
con primers, proveen un nivel doble de especificidad e

incrementan la seguridad de que un resultado positivo
es debido a la presencia de la secuencia blanco. La
adicion de un control interno que se detecta a una onda
de fluorescencia diferente en la que se detecta el blanco,
permite saber que la obtencién de muestras negativas
no es el resultado de sustancias inhibitorias presentes
en la muestra de ADN, sino que la muestra es
verdaderamente negativa. Otras ventajas que favorecen
su implementacion en laboratorios de analisis de
alimentos son su rapidez (28h), sencillez y el formato en
tubo cerrado que evita contaminaciones post-PCR y
favorece la automatizacion y un alto rendimiento
(Rodriguez, 2004b; MacKay, 2004).

Como conclusién a este analisis, no se puede decir que
una técnica sea mas sensible que la otra o genere
resultados mas confiables. Se requieren estudios
adicionales que manejen un nimero mayor de muestras
y se evalle la sensibilidad de cada método, de manera
que se pueda demostrar si existe diferencia entre las
técnicas, en la obtencién de resultados. Sin embargo,
PCR TR gener6 resultados en 20h incluido el
preenriquecimiento, siendo esto un punto a favor
importante, ya que los Sistemas de Aseguramiento de
la Inocuidad como HACCP, requieren resultados rapidos
y confiables.

Verificacion de la presencia de Salmonella spp. en el
Sistema HACCP estudiado: Los sistemas HACCP
buscan resultados répidos y confiables que les permitan
la toma de acciones correctivas a tiempo si estas son
necesarias o simplemente que puedan liberar el producto
terminado sin necesidad de retenerlo a la espera de los
resultados de su calidad microbiologica. Estadisticamente
no hubo diferencia entre las dos metodologias, lo que
significa que hay correlacion entre ellas y son igualmente
confiables. Por tanto, PCR TR, se presenta como una
excelente herramienta de verificacion de los sistemas
HACCP. La PCR es un método rapido que genera
resultados en 28h y tiene una alta correlacién con la
técnica tradicional conocida como la prueba Gold
Estandar, siendo su coeficiente de correlacion de 0,86.
Adicionalmente es una técnica validada que cuenta con
el sello de certificacion de la AOAC No. 120301.

Las muestras con presencia de Salmonella spp.
detectada por cada uno de los métodos, correspondieron
a materia prima. El analisis de los productos terminados
asociados a esta materia prima fue negativo para la
presencia de Salmonella spp (Tabla 1).
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Tabla 1. Correlacion Materia prima y Producto terminado.

I Grasa MG(Met. Trad)

m;ﬁ'é'&';%'mg"“ PRODUCTO TERMINADO (PT) PRESENCIA DE
el Y CODIGO DE MUESTRA Salmonella spp. en PT
Grasa (Met. Trad - PCRTR) CP 047 Salchicha estandar Negativa
Magra de cerdo CP 047 Salchicha estandar Negativa
(Met. Trad— PCR TR) CP 049 Mortadela
MDM (Met. Trad - PCR TR) CP 048 Salchicha delgada Negativa
CP 049 Mortadela Negativa

La ausencia de Salmonella spp. en las 50 muestras de
producto terminado muestra la efectividad del sistema
HACCP implementado, en el control de peligros
significativos para la inocuidad de los alimentos, como
la presencia de este patégeno en los productos carnicos
terminados.

Los resultados obtenidos demuestran que los puntos
de control critico PCC escogidos para cada linea de
produccién (productos cocidos, crudos vy
hamburguesas), ademas de ser los puntos en la linea
del proceso productivo donde, se puede prevenir o
eliminar el peligro biol6gico que implica la presencia de
Salmonella spp., cuentan con un excelente control y
monitoreo de sus variables criticas, como son
temperaturas de coccién, de almacenamiento y de
recepcion de la materia prima, o de refrigeracion.

CONCLUSIONES

La PCR TR es una excelente herramienta de verificacion
de los sistemas HACCP, en este caso particular la
verificacion de la presencia de Salmonella spp. Es una
técnica rapida que tiene una alta correlacion con la
técnica tradicional.

Los resultados obtenidos por el método tradicional
pueden generar incertidumbre, debido a la presencia y
buen desarrollo de bacterias interferentes, como
Citrobacter spp., Hafnia alvei y Proteus spp., que
presentan caracteristicas morfolégicas y bioquimicas
similares a las presentadas por Salmonella spp.

Con este estudio no se pudo determinar cual de las dos
técnicas utilizadas es la mas sensible. De acuerdo al
analisis estadistico las dos técnicas son igualmente
confiables.

PCR TR es una técnica especifica y rapida para la
identificacion de Salmonella spp. en alimentos. Produce
resultados en 28 horas, incluido el preenrriquecimiento,
lo que permite una rapida liberacién de producto en las
industrias alimenticias y ofrece un aporte a los sistemas
de aseguramiento de la inocuidad, como herramienta
alternativa de verificacion.

El protocolo tradicional para la deteccion de Salmonella
spp. es un método largo, dispendioso e inespecifico,
por tanto, no se considera una buena alternativa para
ser usado en los procedimientos de control y de
verificacion de los sistemas HACCP, los cuales requieren
metodologias mas agiles.

En HACCP el aporte de las pruebas rapidas se evalta en
términos de reduccién de costos, reduccion en el tiempo
de obtencién de resultados y automatizacion del proceso,
lo que disminuye el error humano. El kit de PCR TR
utilizado en este estudio, no reduce los costos de analisis,
si se habla del costo por prueba. Se debe realizar estudios
de costo — beneficio para determinar este punto.

La rapidez en la generacién de resultados de PCR TR,
contribuye a la toma de acciones correctivas a tiempo,
cuando durante el proceso de verificacion se detecte la
presencia de peligros biol6gicos; esto es especialmente
importante en aquellos procesos que después de la etapa

92




Articulo Cientifico

Carrero C., M.C.; Vanegas L., M.C.: PCR Tiempo Real y presencia Salmonella

donde se identifique la presencia del peligro, no se cuenta
con una etapa siguiente del proceso que garantice la
eliminacion de éste peligro.

La ausencia de Salmonella spp. en las 50 muestras de
producto terminado muestra la efectividad del sistema
HACCP implementado, en el control de peligros
significativos para la inocuidad de los alimentos, como
la presencia de este patégeno en los productos carnicos
terminados.

La implementacion de las técnicas de PCR TR son un
aporte a la industria de alimentos, especialmente desde
el punto de vista comercial; en casos donde aunque se
cuente con un sistema HACCP implementado, se
requiere como parte del contrato de ventas certificacion
de la inocuidad de cada lote de producto, mediante los
resultados de las pruebas de laboratorio, para que el
producto pueda ser despachado. También puede ser
utilizado en alguno de los programas pre-requisito de
HACCP.

RECOMENDACIONES

Se deben realizar mas estudios comparativos sobre el
uso de PCR TR para la deteccion Salmonella spp. versus
método tradicional en diferentes matrices de alimentos,
de manera que exista un aporte mayor en cuanto a las
ventajas o las limitaciones que las técnicas puedan
presentar al trabajar con muestras de alimentos.

Para la realizacién de estudios comparativos de
metodologias para la deteccion de patogenos, como
Salmonella spp., es importante contar con
contramuestras de las muestras a analizar, de manera
que al presentarse resultados diferentes en las
‘metodologias a evaluar, estos se puedan repetir y se
confirme su validez.

‘Especial agradecimiento a la Doctora Elizabeth Vasquez
de Laboratorios Roche, por la colaboracion y la
orientacion prestadas para la realizacion de este estudio.
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