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SC NN

R La inocuidad alimentaria es la ausencia o aceptabilidad de cualquier riesgo
esumen para la salud del consumidor en relacion con la ingesta de alimentos. Se
debe garantizar la inocuidad en todas las fases del proceso de elaboracion de alimentos, ya que las enfermedades
transmitidas por estos no solo son causa de mortalidad, sino que también afectan el desarrollo economico. Esta
investigacion se centr6 en la aplicacion de técnicas moleculares, como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), para la identificacion de patdgenos en productos carnicos crudos comercializados en el departamento de
Cabaiias, El Salvador. Se realizo la identificacion de los lugares donde se elaboran productos carnicos crudos, se
tomaron muestras, se prepararon medios de cultivo, y se llevo a cabo el muestreo y enriquecimiento, asi como la
técnica PCR y el andlisis de las muestras mediante cassettes para lectura. Los resultados revelaron condiciones
de practicas higiénicas generalmente aceptables para el consumidor en los lugares de elaboracion y almacena-
miento del producto. Este estudio contribuye significativamente a la identificacion y mejora de las condiciones
sanitarias en la cadena alimentaria, asegurando la calidad y seguridad de los productos consumidos diariamente
por la poblacion.
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Ab Stra ct Food safety is defined as the absence or acceptability of any risk to consumer
health related to food consumption. Food safety must be ensured at all stages
of the food production process, as foodborne diseases not only cause mortality but also impact economic deve-
lopment. This study focused on the application of molecular techniques, such as the Polymerase Chain Reaction
(PCR), for the identification of pathogens in raw meat products marketed in the department of Cabanas, El Salva-
dor. The study involved the identification of locations where raw meat products are prepared, sample collection,
preparation of culture media, and the implementation of sampling and enrichment procedures, as well as PCR
analysis using reading cassettes. The results revealed generally acceptable hygienic practices for consumers in the
production and storage sites. This study significantly contributes to the identification and improvement of sanitary
conditions in the food chain, ensuring the quality and safety of products consumed daily by the population.
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1. Introduccion

Listeria monocytogenes es una bacteria Gram
positiva, anaerobia facultativa, no esporula-
da y con flagelos, considerada una zoonosis.
Este patdgeno causa infecciones con evolu-
cién potencialmente fatal en pacientes con
algin grado de compromiso inmune, pudien-
do también afectar a adultos mayores de 65
afios, nifios menores de 1 afio y mujeres en
periodo de gestacion.

Las infecciones agudas por Salmonella spp.
pueden presentarse como fiebre tifoidea,
gastroenteritis, bacteriemia o infeccion focal
extraintestinal; se denomina invasiva aquella
que traspasa la barrera intestinal y en la que
se obtiene un aislamiento positivo de Salmo-
nella en sitios estériles como sangre, liquido
cefalorraquideo o peritoneal, entre otros.

La coccién de los alimentos desempeiia una
funciodn crucial al higienizarlos y eliminar la
presencia de posibles patogenos (E&E Safe
Food). Algunos alimentos crudos, como car-
ne o verduras, pueden contener bacterias pa-
togenas debido a la contaminacion ambiental
o al proceso de preparacion. Cocinar estos
alimentos a una temperatura interna de 75 °C
durante 15 a 20 minutos se ha identificado
como una medida eficaz para eliminar ciertas
bacterias (Eroski Consumer).

Ademas de conferir a los alimentos caracte-
risticas organolépticas, como color, sabor y
textura, la coccidon también cumple una fun-
cion higienizadora. Para garantizar la calidad
de los productos y servicios, es imperativo
implementar sistemas que proporcionen indi-
cativos de inocuidad de manera rapida. Por
esta razon, la industria alimentaria utiliza una
serie de andlisis, entre ellos las pruebas reali-
zadas mediante la técnica de la Reaccion en

Cadena de la Polimerasa (PCR), para evaluar
si el producto cumple con los pardmetros re-
queridos antes de su comercializacion.

En cuanto a los embutidos carnicos crudos,
se definen como aquellos que, después de su
elaboracion y antes del empaquetado, no re-
ciben ningln tratamiento térmico, pudiendo
ser ahumados o no. Las caracteristicas gene-
rales de los ingredientes y aditivos alimenta-
rios, especialmente la carne, deben cumplir
con estandares estrictos. La carne utilizada
en la elaboracion de embutidos debe provenir
de animales sanos, sacrificados en mataderos
autorizados y sometidos a inspecciones pre
y post mortem. La carne destinada a embu-
tidos debera ser magra, sin exceso de grasa,
libre de huesos, cartilagos, tendones, conduc-
tos sanguineos mayores, coagulos de sangre,
pelos y cerdas, y no presentar sabor u olor
extrafio, decoloraciones ni deterioros, estan-
do apta para el consumo humano desde todos
los puntos de vista.

Grasa de cerdo: Debe cumplir con los es-
tandares de limpieza y salud, y estar libre
de rancidez.

Caracteristicas generales de las envoltu-
ras: Para la elaboracion de embutidos, se de-
ben utilizar intestinos de cerdo rigurosamente
limpios y en buen estado de salud. Como al-
ternativa, se pueden emplear envolturas arti-
ficiales, comestibles o no, siempre y cuando
estén autorizadas por el organismo compe-
tente del pais.

PCR: La Reaccion en Cadena de la Poli-
merasa (PCR) es una técnica de diagnostico
molecular ampliamente utilizada debido a
su rapidez y facilidad de uso. Por lo general,
se requieren de 2 a 3 horas para completar
una PCR.



Durante el analisis por PCR se realizan una
serie de etapas que deben ser supervisadas
constantemente para confirmar la veracidad
de los resultados. Se inicia con la extraccion
del ADN mediante la incubacion (+ 24 horas)
de la muestra en un caldo especifico para el
patdgeno que se busca —en nuestro caso, un
caldo para la identificacion de Salmonella y
otro para Listeria—. Este proceso garantiza la
precision y eficacia del diagndstico molecular,
contribuyendo a la deteccion temprana de po-
sibles patdogenos en productos alimentarios.

- Preparacion de la muestra
- Amplificacion
- Desnaturalizacion inicial

- Ciclos del PCR (Desnaturalizacion,
alineamiento y extraccion final)

- Extension final

- Electroforesis

2. Materiales y Métodos

La investigacion se desarrollo en el Centro
Regional de la Universidad Catdlica de El
Salvador en Ilobasco, Cabanas. Especifica-

Tabla 1
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mente, se llevaron a cabo en el laboratorio
de investigacion y en el laboratorio de mi-
crobiologia de la Escuela de Alimentos del
Técnico en Lacteos y Carnicos. Durante el
periodo de enero a diciembre se selecciona-
ron muestras al azar de diversas carnicerias
artesanales ubicadas en el mercado municipal
de Ilobasco.

El objetivo del estudio fue analizar productos
carnicos crudos elaborados de manera arte-
sanal, comercializados en el mercado central
de Ilobasco, para evaluar las condiciones y
practicas higiénicas implementadas duran-
te su procesamiento, manejo y distribucion.
En los anélisis realizados mediante la técnica
de PCR se busc¢ identificar patogenos como
Listeria monocytogenes y Salmonella spp.,
ambos de alta peligrosidad para la poblacion.
El proposito fue determinar la ausencia o pre-
sencia de estos patogenos, contribuyendo asi
al cumplimiento de las buenas practicas de
manipulacion durante la elaboracion de pro-
ductos carnicos crudos.

Los andlisis se llevaron a cabo en el labora-
torio de microbiologia, utilizando diversos
equipos y medios de cultivo requeridos por la
metodologia de analisis establecida.

Materiales y equipos utilizados para la realizacion de los analisis mediante la prueba del PCR

Equipos
- Autoclave -
- Termociclador
- Balanza
- Incubadora -
- Camara de flujo laminar
- Refrigeradora
- Micro Pipetas: 500ul, 200ul, 50ul.
- Bafio maria en seco o llamado también
bloque de calentamiento.

Reactivos Cristaleria utilizada
Caldo de en- - Beaker
riquecimiento para - Erlenmeyer
salmonella spp. - Espatula
Caldo de enriquec- - Pipetas
imiento de listeria - Probeta
monocytogenes.
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Procedimiento para analisis:

1.

Preparacion de medios de cultivo

y cristaleria.

Esterilizacion de cristaleria y medios
de cultivo en auto clave: 121°C por

15 minutos.

Muestreo y enriquecimiento para

225ml de caldo enriquecedor.

Pese 25 gramos de muestra carnica en

una bolsa estéril de 92onz.

Transfiera 225 ml de caldo a la bolsa

que contienen la muestra.

Coloque la bolsa en la incubadora a
+35 ° C, entre 18-24 horas.

Preparacion de la muestra y PCR

l.

Coloque tubos de muestreo de 1,5 ml

en el rack.

Retire la bolsa de la incubadora y agite

para suspender cualquier sedimentacion.

Pipetear 500ul de cultivo enriquecido y
transferir a tubo de muestreo de 1,5 ml,
sellar e invertir para mezclar el conteni-

do, evitando la formacion de burbujas.

Hervir el tubo de 1,5 ml con muestra
en bloque de calentamiento durante
10 + 1 minutos y deje enfriar durante

al menos 10 minutos a temperatura
ambiente (20-25 °C).

Transfiere 50ul de liquido de la mues-
tra enfriada del paso 4 anterior al tubo

de reactivo de PCR descongelado.

a. Nota: para cada muestra (des-
congele el tubo de PCR durante
10+ Iminutos a temperatura am-
biente 20-25° C.

a. Nota: abra el tubo de PCR solo
cuando agregue la muestra y
luego cierre de inmediato para
evitar la contaminacion cruzada

entre los tubos.

Transfiera el tubo de PCR de la mues-
tra al termociclador y ejecute el pro-
grama VFLOWSS, por un tiempo de

1:30 minutos.

Analisis de muestras en cassette y obten-

cion de resultados

1.

Retire los tubos del termociclador y
agregue 4 gotas de BUFFER directa-
mente a cada tubo de PCR.

Transfiera con pipeta el contenido
completo (200ul) del tubo de PCR
directamente a la ventana de mues-
tra del casete del Ensayo Veriflow. Se
debe usar un casete de Ensayo Veri-

flow separado para cada tubo de PCR.

Permita que la prueba se desarrolle

durante 2 minutos + 15 segundos.
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4. Agregue 4 gotas de BUFFER B direc-

tamente a cada ventana del cassette.

5. Permita que la prueba se desarrolle

durante 1 minuto £ 15 segundos.

6. Accionar el switch e inmediatamente

registre los resultados.

a.

b.

Tabla 2

La aparicion de una linea roja
(control) en la ventana del casete

indica un resultado negativo

La aparicion de dos lineas rojas
(control y prueba) en la ventana del

cassette indica un resultado positivo.

c. Si la linea de control no se de-
sarrolla, la prueba no es valida y

debera repetirse.
Presencia
3. Resultados y Discusion

Durante el proceso de andlisis paraladeteccion
de Salmonella spp y Listeria monocytogenes
mediante la técnica de PCR en los productos
carnicos crudos comercializados en el merca-
do central de Ilobasco, Cabaias, El Salvador.
Se pudo verificar que no presentaban la pre-

sencia de estos microorganismos patogenos.

Resultados deteccion molecular Salmonella spp. & Listeria monocytogenes

Salmonella spp

Listeria monocytogenes

Mes
Ausencia Presencia Ausencia Presencia
Enero 3 1 4 0
Febrero 6 0 6 0
Marzo 8 0 8 0
Abril 6 0 6 0
Mayo 5 1 6 0
Junio 4 0 4 0
Julio 5 0 5 0
Agosto 7 0 7 0
Septiembre 6 0 6 0
Octubre 7 0 7 0
Noviembre 8 0 8 0
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Los resultados obtenidos durante la ejecucion
de los anélisis revelaron que ninguna de las
muestras analizadas mostré presencia de los
patogenos buscados. Este hallazgo demuestra
que los productos carnicos son aptos y reco-

mendables para su consumo.

4. Conclusiones

El analisis molecular mediante la técnica de
PCR en productos céarnicos crudos elabora-
dos artesanalmente en el municipio de Ilo-
basco, Cabaiias, es esencial para comprender
las condiciones de higiene y manipulacion
posteriores a la elaboracion. Se deben con-
siderar diversos aspectos que podrian actuar
como potenciales fuentes de contaminacion

del producto.
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