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Resumen

Las intoxicaciones alimentarias por bacterias patdgenas son un grave problema de salud publica.
La presente propuesta monografica es un analisis bibliogréafico, sobre las técnicas de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa - (PCR), utilizadas en la identificacion de las principales bacterias
patdgenas que se pueden encontrar en carnes frescas y productos carnicos procesados. El
objetivo de este estudio fue analizar la bibliometria de las técnicas de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa — PCR aplicadas en la identificacion de Salmonella spp., Campylobacter spp.,
Listeria monocytogenes y Escherichia coli en carnes frescas y en algunos alimentos carnicos
procesados. Inicialmente, se ingresé a la biblioteca virtual de la Universidad Nacional Abierta y
a Distancia (UNAD) y se accedio a las bases de datos Scopus y WoS, luego se realizé la
busqueda de la informacidn a través de los criterios de busqueda establecidos. Se emplearon las
dos bases de datos WoS y Scopus de la UNAD, ya que facilitaron tener un resultado mas amplio
del area de conocimiento y porque son las principales bases de datos a nivel mundial. También
se empled el software Rstudio para analizar los resultados. En total se identificaron 168 registros
cientificos. Evidenciando, que en los Gltimos 10 afios se present6 un aumento en la produccién
cientifica del 10.5% y con una tasa de incremento anual del 7,25%. El autor que mas ha
investigado es De Medici, Dario, vinculado al Instituto Superior de Salud - Italia (7
publicaciones, 3259 citaciones y un indice H de 32), Seguido por Delibato, Elisabetta, vinculada
al Instituto Superior de Salud - Italia (7 publicaciones, 1059 citaciones y un indice H de 19). Es
necesario incrementar las investigaciones en Ameérica del Sur, para poder mejorar la seguridad

alimentaria y esto permitira lograr los objetivos de desarrollo sostenible nimero 3.

Palabras claves: Bacteria, ADN polimerasa, toxina, gen, cebador.



Abstract

Food poisoning by pathogenic bacteria is a serious public health problem. This monographic
proposal is a bibliographic analysis of the Polymerase Chain Reaction (PCR) techniques used in
the identification of the main pathogenic bacteria that can be found in fresh meat and processed
meat products. The objective of this study was to analyze the bibliometrics of PCR techniques
applied in the identification of Salmonella spp, Campylobacter spp, Listeria monocytogenes and
Escherichia coli in fresh meats and some processed meat products. Initially, the virtual library of
the Universidad Nacional Abierta y a Distancia (UNAD) was accessed and the Scopus and WoS
databases were accessed, then the information was searched using the established search criteria.
The two databases WoS and Scopus of the UNAD were used, since they facilitated having a
broader result of the area of knowledge and because they are the main databases worldwide. The
Rstudio software was also used to analyze the results. A total of 168 scientific records were
identified. This shows that in the last 10 years there has been an increase in scientific production
of 10.5% and an annual increase rate of 7.25%. The author who has done the most research is De
Medici, Dario, linked to the Higher Institute of Health - Italy (7 publications, 3259 citations and
an H index of 32), followed by Delibato, Elisabetta, linked to the Higher Institute of Health -
Italy (7 publications, 1059 citations and an H index of 19). It is necessary to increase research in
South America, in order to improve food security and this will allow the achievement of

sustainable development goals number 3.

Keyword: Bacteria, DNA polymerase, toxin, gene, primer.



Introduccién

Las intoxicaciones alimentarias por bacterias patdgenas son un grave problema de
salud pablica. Los métodos tradicionales de identificacion de estos microorganismos no
son suficientes para identificar de manera precisa los géneros patogenos presentes en los
alimentos. La utilizacion de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa — PCR, ha facilitado

la identificacion en menos tiempo y mejora la deteccién de las bacterias presentes.

La bibliometria es una herramienta que nos acerca al entendimiento de un tema,
brindando informacién organizada y sistematica. Facilitando el discernimiento y el
analisis holistico, permitiendo conocer el estado del tema a nivel internacional. Las
métricas documentales, nos brindan un panorama mas preciso de un tema, teniendo en
cuenta las redes que se constituyen, tanto en citaciones como en colaboraciones entre

autores, entre paises, entre instituciones, entre otros.

R studio es un software de libre acceso que facilita obtener la bibliometria,
accediendo a los indicadores bibliométricos (betweness, indegree y outdegree), de esta
manera se facilita la obtencién de la metafora del arbol de la ciencia, accediendo a los
documentos de la raiz (hegemdnicos), documentos del tronco y documentos de las hojas y

de paso accediendo a las perspectivas o tendencias en investigacion.
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Planteamiento del problema

El presente documento monogréafico es un analisis de los documentos cientificos, acerca
de las técnicas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa - (PCR), aplicadas en la deteccion de las
relevantes bacterias patdgenas que se pueden encontrar en carnes frescas y productos carnicos

procesados.

Con base en la informacion de elaboracion a nivel internacional, el ser humano se
alimenta mayoritariamente de productos carnicos (Lépez et al., 2018) y se estima que la
demanda internacional de carne se incremente en un 57 %, entre 2005 y 2050 (FAO, 2019). Los
carnicos son considerados alimentos de mayor riesgo en salud publica, ya que su composicion
nutricional favorece el crecimiento de microorganismos patogenos (Cuadrado Cano & Vélez
Castro, 2018). Segun Lopez et al. (2018), son los productos mas involucrados en las
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), por esto, la existencia de bacterias en productos

carnicos significa una advertencia para la salud de los consumidores.

Campylobacter, Salmonella, Listeria monocytogenes y Escherichia coli O157:H7, son los
principales microorganismos referenciados en los brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos a nivel mundial (Fan et al., 2022; Khan, 2017; Stingl et al., 2021). Las ETA son de
significativa importancia para la salud publica, por las tasas de morbilidad y mortalidad que
generan (Lopez et al., 2018; Sampaio et al., 2018), ademas tienen repercusiones econdémicas,
porque minimizan la productividad social (L6pez et al., 2018). Por tal motivo, asegurar la
seguridad en alimentos como las carnes y sus derivados, cumplen un rol relevante en el bajo

ndamero de infecciones e intoxicaciones alimentarias.


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/d3GPV
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/CJlEE
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/UT76e
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/UT76e
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/d3GPV
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/4hyCr+OFTd1+lvZxj
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/tUbsY
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/d3GPV
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El método regularmente usado en la deteccion de patdgenos en productos carnicos esta
fundamentado en métodos microbioldgicos tradicionales, que necesitan de tiempos de ensayos
largos (Khan, 2017). En el caso de Salmonella toman de cuatro a seis dias (Rodriguez Sanchez &
Barrera Saldafia, 2004), en la deteccion de L. monocytogenes se pueden requerir hasta 7 dias y
para detectar Campylobacter se necesitan de 4 a 16 dias (Khan, 2017). Ademas, los resultados
pueden llegar a ser contradictorios, porque se pueden detectar especies similares a la de interés,
es decir expresan caracteristicas fenotipicas similares; el aislamiento de microorganismos
patdgenos en cajas de Petri no es tan eficiente, porque el microorganismo esta en baja

concentracion y para recuperarlo requiere pasos laboriosos (Petsios et al., 2016).

Lo anterior no permite la toma decisiones répidas, lo que aumenta el riesgo de
comercializar alimentos que no cumplen con los requisitos microbiolégicos, arriesgando el
prestigio de la industria que los procesa o distribuye, ademas aumenta pérdidas financieras
significativas de productos perecederos, por lo tanto, la industria de alimentos deberia fortalecer
el uso de metodologias que faciliten el analisis de los alimentos carnicos de una manera mas

rapida y confiable a través de las técnicas moleculares como la PCR (Zarifiana & De la, 2017).

En diferentes bases de datos cientificas, existen estudios que demuestran que la PCR es
rapida, confiable, sensible y que existen diversos tipos de PCR para la deteccidn de patdgenos en
alimentos. Por tanto, al revisar en la base de datos de Scopus, a nivel internacional desde el 1 de
enero del 2000 hasta el 31 diciembre del 2022, se encontraron 9 revisiones bibliométricas acerca
del empleo de la PCR para la identificacién de algunos de los microorganismos objeto de este
estudio o de manera general. Tampoco, se encontré un documento que integre todos los
parametros de busqueda de este estudio como lo son: las cuatro bacterias mas implicadas en las

ETA por consumo de productos carnicos y las PCR que son utilizadas para su deteccién. Lo


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/4hyCr
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/SXtkl
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/SXtkl
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/4hyCr
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/m3sXB
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/nRgRf
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anterior evidencia que no se han realizado suficientes revisiones bibliograficas referente a este

tema.

Por todo lo anterior la pregunta de investigacion es: ¢ Cual es el analisis bibliométrico,
acerca de las investigaciones de las técnicas de PCR, utilizadas para la identificacion de
Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria monocytogenes y Escherichia coli en carne fresca

y productos carnicos procesados crudos y cocidos?
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Justificacion

Este trabajo de grado en modalidad monografia, se articula con la linea de investigacion
de la Escuela de Ciencias Basicas Tecnologia e Ingenieria — ECBTI, titulada Ingenieria en
procesos de alimentos y biomateriales, cuyo objetivo es proponer, disefiar, desarrollar e
implementar proyectos de adecuacion, transformacién, estandarizacion y optimizacion de
procesos de alimentos, productos biolégicos y subproductos de la industria alimentaria que

solucionen problemas especificos del sector agroindustrial en las diferentes regiones del pais.

El desarrollo de esta monografia se llevo a cabo revisando las principales bases de datos
como son Scopus y Web Of Science (WoS), en el periodo comprendido entre el 2000 y el 2022,
porque facilitan el ingreso a la informacion (Echchakoui, 2020) también, estas fuentes de
informacidn cientifica son relevantes a nivel mundial (Pranckuté, 2021; Zhu & Liu, 2020),
ofreciendo contenido de las ciencias fisicas, ciencias de la salud, ciencia sociales y humanidades,

y ciencias de la vida.

Esta investigacion, brinda informacion sobre la evolucion tecnologica de la PCR, ademas,
se describio lo que se ha investigado en el tema y lo que hace falta por investigar, permitio
generar nuevo conocimiento, y a partir de estos resultados, se determinaron nuevas perspectivas
de investigaciones que propendan para la solucién del problema. EI sector agropecuario es el
mayor empleador del mundo y proporciona medios de vida al 40% de la poblacion mundial
actual; por eso esta investigacion se centra en uno de los principales productos de consumo, la
carne y sus derivados, contribuyendo a dar cumplimiento al objetivo tres (3) de los Objetivos de
Desarrollo Sostenible — ODS, es decir salud y bienestar, ya que se aportara informacién sobre los

diferentes tipos de PCR, teniendo en cuenta la especificidad, tiempo de analisis, ventajas,


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/3hWfh
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/2u2A2+e4zLP
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desventajas y otro datos relevantes, enriqueciendo la informacion sobre las alternativas de
estudio de calidad bacteriol6gica de los productos carnicos y por ende a la inocuidad alimentaria

de cualquier pais (Gamez, 2015).

Ademas, esta investigacion se fundamenta desde lo tedrico ya que se soporta en las
diferentes investigaciones realizadas por los autores de la tematica como son: Castafieda-Ruelas
etal. 2022, Kim y Kim, 2021; Chen et al. 2017, Facciola et al. 2017, Sharma et al. 2016, Pefia,

2020, entre otros.

Por otra parte, desde el Plan Nacional de Desarrollo 2022-2026, “COLOMBIA
POTENCIA MUNDIAL DE LA VIDA", se contribuye en aplicar el articulo 137, en el cual
establece la democratizacion de la ciencia a traves del acceso a resultados derivados de
investigacion (DNP, 2023), el cual el documento final de resultado de esta investigacion se

publicara en el repositorio institucional de la UNAD.

Con la ejecucion de este trabajo de grado en modalidad monografia, se ayudd a cumplir
con el plan de desarrollo de Valledupar, el cual establece la promocion de la investigacion y la
generacion de conocimiento por parte de los distintos sectores y territorios para tomar decisiones
informadas sobre los mecanismos mas costo-eficientes para lograr la adaptacién (Valledupar,
2020), es decir, aportar un nuevo conocimiento cientifico, revisando la bibliometria de la
aplicacion de las diferentes técnicas de PCR, para solucionar problemas relacionados con la

identificacion de bacterias patdgenas en productos carnicos.


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/82bhQ
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/yMV4D
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Objetivos
Objetivo general
Analizar la bibliometria de las técnicas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa — PCR
aplicadas en la identificacion de Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria monocytogenes y

Escherichia coli en carnes frescas y en algunos productos carnicos procesados.

Objetivos especificos

Examinar los datos bibliograficos a través de la herramienta R studio, acerca de las técnicas
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa aplicadas en la identificacion de Salmonella spp.,
Campylobacter spp., Listeria monocytogenes y Escherichia coli en carnes frescas y en algunos

productos carnicos procesados crudos y cocidos.

Construir la metafora del arbol de la ciencia de acuerdo a los resultados obtenidos a
través de la herramienta R studio, acerca de las técnicas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
aplicadas en la identificacién de Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria monocytogenes y

Escherichia coli en carnes frescas y en algunos productos carnicos procesados crudos y cocidos.
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Marco teorico

Carne

Son todas las partes de un animal que puede consumir el humano, ademas inocuas y aptas
para el consumo del hombre; la carne esta constituida por agua, proteinas, aminoacidos, minerales,
grasas, acidos grasos, vitaminas y otros componentes bioactivos, asi como pequefias cantidades de

carbohidratos (FAO, 2023).

La carne y los productos carnicos son altamente susceptibles a la oxidacién de lipidos y
proteinas; esto se debe a que contienen alto valor bioldgico, asi como nutrientes esenciales para
una dieta saludable; sin embargo, estas propiedades también hacen que estos productos sean
vulnerables a descomposicion por microorganismos durante el almacenamiento, transporte y
comercializacion (Das et al., 2020). Ademas, pueden reducir su calidad y seguridad alimentaria,
puesto que los microorganismos patdgenos, pueden generar cambios en el sabor, color, valor
nutricional y textura del producto; asi como también generar compuestos toxicos potencialmente

peligrosos para los consumidores (Ordaz et al., 2022).

Productos Carnicos procesados

Son productos alimenticios elaborados total o parcialmente usando carnes o menudencias
de los animales, los cuales son sometidos a operaciones especificas antes de su puesta al consumo;
son una parte importante de la industria alimentaria y representan una variedad de productos como
carnes propiamente dichas, menudencias o subproductos animales; esto incluye todo tipo de
embutidos, salchichas, hamburguesas y otros productos similares; los derivados carnicos se
someten a diferentes procesos antes del consumo para garantizar su calidad e inocuidad

alimentaria; las operaciones especificas incluyen el uso adecuado del equipamiento en la


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/kjvxC
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/5fiSt
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/4VSBS
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fabricacion para evitar contaminacion cruzada entre los diferentes ingredientes; control estricto
sobre los tiempos de procesamiento; emplear métodos adecuados para reducir el nivel microbiano
presente en las materias primas; realizar pruebas microbianas periédicamente durante el
procesamiento y cumplir con normativas sanitarias vigentes que regulan este sector industrial

(Monteagudo Silgo, 2018).

Enfermedad Transmitida por alimentos (ETA)

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) son ocasionadas por consumir
alimentos contaminados con microorganismos patogenos; agentes quimicos, como toxinas,
productos de limpieza y pesticidas, o por agentes fisicos, como tierra, vidrio, plastico, metal, entre
otros (Cuadrado Cano & Velez Castro, 2018). Estas contaminaciones pueden ser dafinas para la
salud, por lo que es importante que los alimentos estén libres de ellas o que sus cantidades sean
muy bajas. (Ortega Ibarra, 2018). Segun Soto et al. (2016), una ETA “es el sindrome originado
por la ingestion de alimentos y/o agua que contienen agentes etiologicos en cantidades tales que
afectan la salud del consumidor”; los sintomas puedan variar, por lo general los mas comunes son:
dolor abdominal, nauseas, vémito, diarrea, y fiebre; de acuerdo con el estado de salud del
consumidor pueden ocurrir complicaciones graves, como el sindrome de Guillan Barré,

meningitis, sepsis, abortos, sindrome de Reiter o la muerte.

Infecciones alimentarias

“Son las ETA producidas por la ingestion de alimentos y/o agua contaminados con agentes
infecciosos especificos tales como bacterias, virus, hongos o parasitos, que pueden multiplicarse
o lisarse en el lumen intestinal, y producir toxinas o invadir la pared digestiva y desde alli alcanzar

otros organos o sistemas” (INS, Instituto Nacional de Salud de Colombia, 2014).


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/ryvq3
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/UT76e
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/xkVYV
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/8ppWZ
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/5OQl5
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Intoxicaciones alimentarias

“Son las ETA producidas por la ingestion de toxinas formadas en tejidos de plantas,
animales o producidas por microorganismos 0 sustancias quimicas o radioactivas que se
incorporan a ellos de manera accidental, incidental o intencional en cualquier momento desde su

produccion hasta su consumo” (INS, Instituto Nacional de Salud de Colombia, 2014).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La PCR esunatécnica de laboratorio que se utiliza para amplificar una secuencia especifica
de ADN; se basa en la sintesis de ADN dirigida por cebadores de oligonucle6tidos y por una ADN
polimerasa; los cebadores son fragmentos de ADN que se unen a la secuencia de ADN objetivo
en los extremos 3', y la ADN polimerasa es una enzima que sintetiza ADN a partir de nucleétidos;
la PCR se realiza en una serie de ciclos de temperatura en donde cada ciclo, la temperatura se eleva
para separar las cadenas de ADN objetivo y luego, los cebadores se unen a las cadenas de ADN
separadas para que la ADN polimerasa se una a estos y se sintetice ADN nuevo (Chen etal., 2017).
La anterior definicion concuerda con la expresada por Sharma et al. (2016), que definen a la PCR
como una técnica que se utiliza para la amplificacion de ADN mediante ciclos de temperatura
entre 45y 95 °C y de 30 a 40 ciclos; es una técnica muy sensible y especifica, lo que significa que
puede detectar pequefias cantidades de ADN vy distinguir entre secuencias de ADN similares y
también se utiliza para detectar genes virulentos que pueden causar enfermedades; estos genes
pueden ser utilizados para identificar patdgenos especificos o para determinar la resistencia a los

antibioticos.


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/5OQl5
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/gF8cx
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/dShAV
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Tipos de Técnicas de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En la identificacion de bacterias patogenas en alimentos Sharma et al., (2016), destacan la
reaccién en cadena de la polimerasa simple (sPCR), la reaccion en cadena de la polimerasa
multiplex (mPCR) y la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa o en tiempo real (rtPCR)

y Tagman PCR. Seguidamente, se describira en qué consiste cada una:

Reaccion en cadena de polimerasa simple: En esta reaccion, se usa un conjunto de
cebadores Unicos que se unen a genes especificos para la deteccion microbiana. Las bacterias se
pueden detectar con o sin enriquecimiento previo en la muestra de alimento. Sin embargo, en
muestras de naturaleza turbia se pueden presentar falsos positivos por la deteccion de ADN de
células muertas; para contrarrestar esta situacion se ha propuesto la hibridacion fluorescente in
situ (FISH). La amplificacion de los genes 16S ARNT de bacterias con cebadores universales ha
contribuido a la identificacion de especies bacterianas desconocidas 0 nuevas; también esta la
reaccion en cadena de la Polimerasa Multiple, la cual se basa en el uso de varios cebadores
especificos que se combinan en un solo ensayo, lo que permite la deteccion rapida de varios
microorganismos en una sola reaccién. Las concentraciones de los cebadores deben ajustarse
para que no se presente interaccion entre ellos y generar rendimientos fiables de todos los

productos de PCR (Sharma et al., 2016).

Moraleda et al., 2021 afirma, que los reactivos mezclados y el programa utilizado deberan
ser suficientes y adecuados para permitir la deteccion de cada diana y no inhibir la de las demas.
Asi como también deberan tener una temperatura de hibridacion similar para distinguir los
amplicones después de un ciclo térmico; bacterias como Escherichia coli, S. aureus, Salmonella

spp. y Listeria monocytogenes han sido detectadas simultdneamente en alimentos a través de esta
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técnica utilizando los cebadores, Stx2A especifico de Escherichia coli O157:H7, cebador His
especifico de Salmonella spp., cebador Cap8A-B especifico de S. aureus y cebador Hly
especifico de Listeria monocytogenes; obteniendo como resultado productos de 553, 312, 405y
210 pb, respectivamente; los cebadores del gen fliCh7 han sido utilizados para la identificacion
sincronica de Escherichia coli O157:H7 y Listeria monocytogenes en alimentos junto con un
método de enriquecimiento modificado que genera una prueba sensible y rapida. Por otro lado, la
PCR mdltiple también ha sido utilizada en unién con cromatografia de alta resolucién (HPLC),
en un ensayo realizado en muestras de pescados y mariscos fueron detectadas cinco especies
patogenas de Vibrio, entre ellas, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio alginolyticus,

Vibrio vulnificus, y Vibrio mimicus (Sharma et al., 2016).

Segun Pefia y Patricia (2020), destaca la PCR digital (dPCR), consiste en un método en la
que una muestra tipica de PCR se diluye y se divide en varias partes (de 1000 a 10 millones de
micropocillos segun la plataforma) asegurando que cada pocillo contenga 1 molécula de ADN
molde, aunque puede ocurrir que en algunos pozos no haya ADN molde o haya mas de uno;
luego se realiza una reaccion de amplificacion y después las secuencias amplificadas se detectan
por fluorescencia de punto final con un escaner en el que se cuentan los pocillos positivos y
negativos, lo que permite cuantificar de forma absoluta la cantidad de ADN en la muestra; la
reaccion se puede llevar a cabo en un microchip que contiene varios pocillos de volumen
definido o en microparticulas de emulsidn, cada una de las cuales actila como un pequefio
reactor; puesto que este paso de dilucidn y separacion, la dPCR es presenta baja sensibilidad
frente a los inhibidores, la cuantificacion es independiente del rendimiento de la reaccién, lo que
facilita medir el ADN con una exactitud, sensibilidad y repetibilidad superiores a la qPCR; este

método sobresale por su elevada sensibilidad en la identificacion de secuencias de ADN a
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concentraciones muy bajas, por lo que se pueden eliminar los procesos de preamplificacion y,
por lo tanto, se reduce la probabilidad de un aumento tanto de la varianza como de la desviacién

en los resultados.

PCR cuantitativa (qQPCR): “también conocida como PCR en tiempo real, permite
monitorear la formacion del producto de PCR a lo largo de la reaccidn; ofrece amplificacion
simultanea, deteccidn rapida y basada en secuencias especificas de genes objetivo y se aplica
mucho en microbiologia alimentaria para detectar patégenos transmitidos por alimentos”; en este
ensayo se utiliza el tinte fluorescente SYBR green, el cual posee una sensibilidad 1000 veces
mayor que el bromuro de etidio, este tinte se une con el ADN de doble cadena a medida que se
incorpora: los amplicones se detectan solo cuando alcanzan el rango de umbral de deteccion
después de 'x' nimero de ciclos, estos son detectados por el fluorometro/fotometro; presenta una
relacion invertida entre el nimero de ciclo y el namero de copias del material genético; a menor
cantidad de ADN presente en una matriz, mas ciclos se requeriran para la deteccion del
amplicon; “la PCR en tiempo real tiene la desventaja de los resultados falsos positivos

relacionados con la produccion de amplicones inespecificos” (Sharma et al., 2016).

Dentro de esta tecnologia cabe resaltar, la Droplet Digital PCR (ddPCR), este se conoce
como la tercera generacion de PCR cuantitativa; funciona mediante la segmentacion de muestras
utilizando emulsiones de agua en aceite para crear gotas a partir de las cuales se puede identificar
y cuantificar su material genético; la Reaccion en Cadena de la Polimerasa Digital de Gotas
(ddPCR) es una tercera generacién de reaccion en cadena de la polimerasa que permite la
cuantificacion de dianas de acido nucleico dentro de una muestra; la capacidad de ddPCR para
detectar y cuantificar con precision objetivos poco abundantes ha llevado a sus aplicaciones de

rapido crecimiento en la deteccion de diferentes patogenos (Pandya & Singh, 2022).
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Tagman PCR: llamada asi por el uso de sondas con esa denominacion, “las sondas
Tagman consisten principalmente en un fluoréforo unido covalentemente al extremo 5' de la
sonda de oligonucle6tidos y un extintor en el extremo 3'; estan disponibles diferentes tipos de
fluordforos (por ejemplo, 6-carboxifluoresceina, acronimo: FAM, o tetraclorofluoresceina,
acronimo: TET) y extintores (ejemplo tetrametilrodamina, acronimo: TAMRA); la molécula
extintora apaga la fluorescencia emitida por el fluor6foro a través de la transferencia de energia
de resonancia de fluorescencia; las sondas Tagman estan disefiadas de tal manera que se hibridan
con la regién del ADN amplificada por un conjunto especifico de cebadores; a medida que la
polimerasa Taq sintetiza una nueva hebra, debido a la actividad exonucleasa de 5'a 3', la sonda
se degrada; la degradacion de la sonda libera fluoroforo, ya que antes el extintor estaba muy
cerca de este y podia apagar la luz emitida por el fluoréforo pero ahora, debido a la liberacion del
mismo, aumenta la distancia con el extintor; asi, el fluor6foro emite su luz o fluorescencia”

(Sharma et al., 2016).

Por su parte, (Moraleda et al., 2021), menciona otros tipos de PCR, como la PCR
anidada, la cual es una variante de la PCR convencional que comprende dos rondas de
amplificacion con cebadores distintos en cada una, con el fin de incrementar la sensibilidad y la
especificidad de la deteccion; “primero se realiza una reaccion con los cebadores externos para
amplificar una regién de ADN mas extensa, que contiene el segmento diana; después, este
producto de amplificacion se utiliza como molde de una segunda PCR con los cebadores internos
para amplificar la region especifica”; la PCR de células viables, la cual consiste en una
inactivacion del acido nucleico libre en suspension derivado de células lisadas, luego se realiza la
replicacion del segmento de ADN diana y de esta manera los productos de la PCR evidencian la

existencia de células vivas en la matriz.
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Principales Bacterias Patogenas en Carnes y Productos Carnicos Procesados

Segun Khan, (2017); Fan et al., (2022); Fan et al., (2022) y Stingl et al., (2021)
mencionan a Campylobacter, Salmonella, Listeria monocytogenes y Escherichia coli O157:H7,
como las bacterias mayormente implicadas en los brotes transmitidos por carnes y sus derivados
a nivel mundial y también como las responsables del retiro de lotes de productos alimenticios del

mercado. A continuacion, se mencionan los aspectos mas relevantes de cada una.

Salmonella spp., es un microorganismo intracelular facultativo, Gram negativo, de la
familia Enterobacteriaceae, movil gracias a la presencia de flagelos peritricos (Quishpe &
Bryan, 2020), y productor de sulfuro de hidrégeno; cominmente causa salmonelosis, esta
enfermedad se considera una infeccion del tracto gastrointestinal transmitida por los alimentos
contaminados con Salmonella (principalmente pollo, cerdo y huevo), la cual posee altas tasas de
incidencia; el organismo causante puede pasar de las heces de una persona o animal infectado a
los sanos, “el mal lavado de manos y el contacto con mascotas infectadas son algunas de las vias
de contaminacion” (Ehuwa et al., 2021). Muchos animales son portadores de Salmonella, como
los pollos, que mal cocidos pueden transmitir Salmonella enteritidis y provocar diarrea
inflamatoria (Ajmera & Shabbir, 2022). En general, hay méas de 2.500 serovariedades Ehuwa et
al., (2021) y Ajmera & Shabbir, (2022) de Salmonella en todo el mundo. Actualmente, la
bacteria Salmonella se divide en dos especies bacterianas (Salmonella enterica y Salmonella
bongori), pendiente de aprobacién de una tercera especie (Salmonella subterranea). S. enterica
tiene 6 subespecies: Salmonella enterica. enterica (subespecie 1), subespecie S. enterica.
salamae (subespecie Il), subespecie S. enterica. arizonae (subespecie 111a), subespecie S.
enterica. diarizonae (subespecie 111b), subespecie S. enterica. houtenae (subespecie 1V), y

subespecies de S. enterica. indica (subespecie VI).
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Cada subespecie de Salmonella posee multiples serovares; las Subespecies de S. enterica.
enterica contiene la mayoria de los serotipos y relaciona los mas importantes para la patologia
humana; los mas comunes incluyen Salmonella serotipo enteritidis, typhimurium, newport y
javiana; las variedades typhi y paratyphi relaciona a la Salmonella tifoidea que origina fiebre
tifoidea y fiebre paratifoidea, que se mezclan para formar fiebre entérica; también pueden causar
una infeccién focal significativa en pacientes inmunodeprimidos (Ajmera & Shabbir, 2022). La
Salmonella se ha aislado de los productos carnicos mas que de cualquier otro alimento; las aves
de corral y sus productos presentan las estadisticas mas altas de Salmonelosis (Ehuwa et al.,

2021).

Campylobacter spp., son pequefios bacilos Gram negativos curvos, oxidasa positivos,
microaerofilos, que exhiben motilidad en sacacorchos y colonizan el tracto intestinal de la
mayoria de las especies de mamiferos y aves, en condiciones ideales, Campylobacter produce
crecimiento visible después de 24 h a 37 °C, pero las colonias bien formadas hasta las 48 horas;
sin embargo, pueden pasar hasta 72-96 horas de incubacién para observar algunas cepas de
crecimiento lento; son incapaces de crecer por debajo de los 30°C, ya que carecen de los genes
de la proteina de choque frio que desempefian un papel en la adaptacidon a las bajas temperaturas;
estas bacterias no formadoras de esporas, no fermentan ni oxidan los hidratos de carbono, sino
que obtienen energia de la degradacion de aminoacidos, o de los intermediarios del ciclo de los

acidos tricarboxilicos (Natsos et al., 2019).

El género Campylobacter incluye 31 especies con 10 subespecies Garcia-Sanchez et al.,
(2018), de las cuales las principales causantes de gastroenteritis en humanos son C. jejuni, C. coli
y C. lari, otras especies como C. concisus, C. upsaliensis, C. ureolyticus, C. hyointestinalis y C.

sputorum, son consideradas especies "emergentes”, se han asociado con gastroenteritis y
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periodontitis (Facciola et al., 2017). “En humanos, los signos clinicos de Campilobacteriosis
incluyen diarrea, dolor abdominal, fiebre, dolor de cabeza, nduseas y vomitos. La mayoria de los
casos de Campilobacteriosis son esporadicos y autolimitados, pero existen complicaciones

posteriores a la infeccidn, por ejemplo, el sindrome de Guillain-Barrés (Hansson et al., 2018).

Campylobacter spp. es una bacteria comensal del tracto gastrointestinal de muchos
animales salvajes (aves como patos y gaviotas), animales de granja (bovinos y cerdos) y
animales de compafiia (como perros y gatos); asi como también predomina en todas las especies
de aves aptas para el consumo humano, considerandose el principal nicho ambiental y la
principal via de transmision la cual se produce por via fecal-oral a través de la ingesta de agua y
alimentos contaminados; el consumo de carne de aves representa el 50-70% de los casos
humanos de Campylobacteriosis, también “han indicado que la prevalencia de colonizacidn por
Campylobacter spp. en bovinos varia ampliamente, incluso entre 0-80%, mientras que en ovinos

ronda el 20%” (Facciola et al., 2017).

Listeria spp., son pequefios bacilos Gram positivos (de 0,5 a 4 m de diametroy de 0,5 a
2 m de longitud), no forman esporas, anaerobios facultativos, catalasa positivos y oxidasa
negativos; de acuerdo con los antigenos somaticos (O) y flagelares (H), se han identificado 13
serotipos en Listeria monocytogenes, incluidos 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3¢, 44, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e
y 7; los alimentos o el entorno de produccion de alimentos suelen estar contaminados con los
serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b; la temperatura 6ptima de crecimiento de L. monocytogenes es de
30-37 °C, pero puede sobrevivir entre 0 y 45 °C por lo tanto puede multiplicarse a temperaturas
de refrigeracion, es resistente a los desinfectantes y se adhiere a diversas superficies. L.
monocytogenes es la principal causa de listeriosis transmitida por alimentos en humanos, ésta

puede causar gastroenteritis febril, pero en personas susceptibles como nifios, ancianos,
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inmunocomprometidos y mujeres embarazadas puede provocar septicemia y meningitis; se ha
informado de la prevalencia de L. monocytogenes en diferentes productos avicolas, tanto crudos
como cocinados (Jamshidi & Zeinali, 2019). “Por lo general, los casos esporadicos y los brotes
de Listeriosis se han asociado con los alimentos listos para el consumo que se mantienen durante
periodos prolongados en refrigeracién o temperaturas de enfriamiento que permiten el
crecimiento en cantidades elevadas en el momento del consumo” Buchanan et al., (2017), tal es
el caso de las carnes y productos carnicos. Listeria tiene la capacidad de crear biopeliculas en
cualquier superficie, esto le facilita al microorganismo resistir a cualquier tratamiento de higiene
y desinfeccion en el sector de los alimentos (Ripollés Avila, 2018), la formacion de biopeliculas
de este microorganismo, depende de la temperatura y la disponibilidad de nutrientes (Vidakovi¢

Knezevi¢ et al., 2023).

Escherichia coli es uno de los microorganismos modelo mejor caracterizados; es
anaerobio facultativo no esporulante Gram negativo, forma parte de la microbiota intestinal de
los vertebrados; entre las especies de huéspedes potenciales que E. coli puede colonizar, se
encuentran los mamiferos, las avesy los reptiles (Yu et al., 2021). Es un bacilo Gram negativo
deentre 1,1 - 1,5 x 2 - 6 um perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, no forman esporas y
son moviles gracias a flagelos peritricos; son aerobios y anaerobios facultativos por lo que
disponen de metabolismo respiratorio y fermentativo; son oxidasa-negativos y forman acidos y
gas a partir de carbohidratos fermentables; son meséfilos tipicos, ya que pueden crecer a
temperaturas comprendidas entre 7 °C y 50 °C, su crecimiento optimo es de 37 °C, con valores de
pH préximos a la neutralidad y un valor minimo de actividad de agua de 0,95 (Ripodas Navarro

etal., 2017).
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Existen méas de 100 serotipos de E.coli productoras de toxina Shiga asociados con
infecciones humanas, el serotipo O157:H7 es el mas estudiado y regulado en alimentos ya que
la mayoria de los brotes y casos de Sindrome Urémico Hemolitico SUH se han relacionado con
éste (Vélez et al., 2023). El serotipo O157:H7 de E. coli se reconocio por primera vez en 1982 en
Oregbn y Michigan como un agente causante de brotes de contaminacién alimentaria; desde
entonces, se han informado numerosos brotes de E. coli O157:H7 en todo el mundo (Bigeon,
2016). Durante el 2003 al 2012, en los Estados Unidos se documentaron 390 brotes de
infecciones por E. coli 0157:H7, 4928 enfermedades, 1272 hospitalizaciones y 33 decesos; los
sintomas causados por esta cepa incluyen dolor abdominal, diarrea acuosa y posible progresion a
colitis hemorragica (Li et al., 2017; Smith & Fratamico, 2018). Las caracteristicas patologicas de
la colitis hemorragica se atribuyen a la produccion de citotoxinas tipo Shiga (Stx1 y Stx2), que
consisten en una subunidad A de 32 kDa y cinco subunidades B idénticas de 7,7 kDa (Galli,
2012; Paba Bossio, 2007). Estas toxinas pueden unirse a los receptores ubicados en las
membranas de las células eucariotas interrumpiendo la sintesis de proteinas del huésped y

provocando la muerte celular apoptética (Galli, 2012).

La importancia clinica y la carga econdémica asociadas con los brotes causados por E. coli
0157:H7 y E. coli productora de toxina Shiga - STEC no O157 han llevado al desarrollo de una
variedad de métodos de deteccidn; estos incluyen la aplicacién de métodos bacteriol6gicos
convencionales que utilizan medios selectivos 0 agar cromogénico, que generalmente tardan
varios dias en completarse, y ensayos de base molecular como los métodos basados en PCR,
microarrays, y secuenciacion genémica completa (WGS); de estos métodos moleculares, la PCR
en tiempo real es un método cominmente utilizado ya que permite que la deteccidn coincida con

el proceso de amplificacion mediante la introduccion de sondas fluorogeénicas, y la PCR en
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tiempo real multiplex permite que multiples genes se amplifiquen simultaneamente a partir de

una plantilla o maltiples plantillas utilizando diferentes cebadores (Li etal., 2017).

Bibliometria

Es el estudio de la ciencia y la evaluacion de la produccion cientifica; los estudios
bibliométricos tienen por objeto el tratamiento y analisis cuantitativo de las publicaciones
cientificas, constituyendo en la actualidad la herramienta esencial para el conocimiento de la
actividad investigadora, aportando datos sobre la situacion cientifica de un pais o tema de
investigacion, permitiendo evaluar el rendimiento de la actividad cientifica y su impacto en la

comunidad (Tomas-Gorriz & Tomas-Castera, 2018).

También se define como la metodologia cientifica de la ciencia de la informacién que
compone la aproximacion cuantitativa y facilita la produccion de la teoria general de esta
ciencia; se ha desarrollado como el estudio de la ciencia y su evaluacion como produccion
cientifica; se puede dividir en descriptiva y evaluativa, la descriptiva se centra en el estudio de
determinadas caracteristicas de la literatura cientifica como su distribucion geogréfica, evolucion
temporal, y estudio de disciplinas cientificas, y la evaluativa estudia la relacion entre distintos

componentes de la literatura (Garcia Rubio, 2018).

Software R studio o Posit Cloud

R es un software estadistico que se utiliza en muchas disciplinas; al ser de acceso libre y
facil de usar, es la herramienta mas utilizada para el analisis de datos y big data (Jahuey Martinez
etal., 2022). Ademas, R es un programa de ultima generacion, siendo un lenguaje de

programacion, lo cual lo hace muy versatil; R proporciona muchisimas herramientas estadisticas
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para el andlisis de datos (Kim, 2019; Lorenzo Hernandez, 2022). La direccién URL es la

siguiente https://posit.cloud/

El sitio R Studio Cloud es un sitio gratuito mantenido por RStudio.com; en él, cualquier
persona puede registrarse y gozar del uso de este entorno de desarrollo, para crear sus propios
proyectos y mantenerlos almacenados en la nube, es decir tiene las mismas caracteristicas que el

software R studio, si no que R studio cloud esta alojado en la nube (No et al., 2022).

Segun Duque et al. (2021), las diferentes herramientas de R studio, permiten arrojar los
siguientes datos: historico de la produccion cientifica, produccion cientifica por paises, autores
de mayor produccién cientifica, revistas de mayor produccion cientifica, analisis de red
(metafora del arbol de la ciencia), en este ultimo se describen la raiz, tronco y por ultimo las
hojas, las cuales son las lineas de investigacion mas relevantes de la temética o cluster, entre
otras. Los articulos o documentos cientificos en las raices son los clasicos o hegemanicos,
mientras que los del tronco se consideran publicaciones estructurales, y los documentos
cientificos actuales son las hojas (Valencia-Hernandez et al., 2020). Ademas, utilizando la
metafora del arbol de la ciencia, se puede obtener el Indegree (nimero de citaciones de un
articulo), el Outdegree (nimero de citaciones que un grupo especifico cita a otros); y el
Betweenness (grado de centralidad de las citaciones en la red) este ultimo, se refiere a cuando el

articulo es citado y cita a los deméas (Duque, Meza, et al., 2021).

Bibliometrix

Bibliometrix es un software integrado en Rstudio, para el estudio cuantitativo en
cienciometria y bibliometria, facilita rutinas para extraer datos bibliograficos desde Scopus,

Clarivate Analytics, Web of Science, PubMed y bases de datos Cochrane, desarrollando
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investigaciones bibliométricas, analisis y elaboracion de matrices de datos para co-citacion,

ajuste, analisis de colaboracidn cientifica y analisis de co-palabras (Aria & Cuccurullo, 2017).

Metafora del Arbol de la Ciencia (MAC)

Desde el punto de vista filosofico, es la estructura principal del conocimiento asociada a
un arbol, la cual esta expresada en un grafico, lo que da a entender que nunca se podra alcanzar

un saber total (Nubiola, 2001).

El Arbol de la Ciencia es una metéafora ilustrativa utilizada para representar la unidad de
la ciencia y la pluralidad de los saberes; es una imagen muy grafica que permite visualizar la
naturaleza tridimensional de la ciencia: su conjunto de disciplinas, sus conexionesy sus
ramificaciones; permite entender como los diferentes saberes se relacionan entre si, como
interacttan y como la investigacion cientifica se despliega en todas sus dimensiones (Nubiola,
2006). Esta metafora es una herramienta util para comprender la complejidad y diversidad de la

cienciay para explicar como se estructuran y desarrollan los conocimientos cientificos.

La MAC elabora una red de referencia para detectar los documentos mas importantes en
el interior de un area del conocimiento partiendo de la aplicacion de métricas de grafos (Uribe et

al., 2022; Zuluaga et al., 2016).

Para la elaboracion del arbol se cuantifican tres indicadores bibliométricos: el primero, es
el Indegree, que nos facilita saber las veces que un articulo se ha citado; segundo, el Outdegree,
que facilita determinar las veces que un articulo ha citado otros nimeros de conexiones de cada
documento (Wallis, 2007); vy, tercero, se encuentran los betweenness, que hacen alusién al grado

de intermediacion y centralidad de cada componente dentro de la red (Duque et al. 2021) este


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/yV5QA
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/63CkJ
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/j0FAY
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/j0FAY
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/IbP9Q+m6wfZ
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/IbP9Q+m6wfZ
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/fsolK
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indicador sefiala cuando un documento es referenciado y referencia a otros (Freeman, 1977,

Zhang & Luo, 2017).

En la MAC, se encuentran las siguientes estructuras:

Raiz: Aqui se encuentran los articulos que integran la raiz, son documentos cuyo
indegree es el superior, es decir, reiine escritos de alta referenciacién, evidenciando su
caracter clasico y hegemonico, se caracterizan por ser los mas antiguos, poseen alto
indegree, es decir tienen un alto nimero de citas, pero no citan a otros (Duque, Meza, et

al., 2021).

Tronco: Aqui se encuentran los documentos con un elevado grado de intermediacion, es
decir los estructurales (Duque & Cervantes-Cervantes, 2019). En este item, se encuentran
articulos un poco mas recientes en comparacion con los de la raiz, los cuales se conectan
entre si, porque los documentos aqui ubicados citan a los documentos de la raiz, es decir
alto betweenness, porque citan pero al mismo tiempo son citados por los demas (Duque,

Meza, et al., 2021).

Hojas: Este item se caracteriza por tener alto outdegree, es decir permite determinar las
veces que un articulo ha citado otros nimeros de conexiones de cada documento, se
caracterizan porque tienen pocas citaciones; se centra en los articulos mas recientes, y
que citan los demas (Wallis, 2007), estos estudios evidencian las inclinaciones vigentes
en las que se encuadran los estudios en el area, estableciéndose como punta de lanza de

investigaciones emergentes (Duque, Meza, et al., 2021).


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/nLgbq+i1OK2
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/nLgbq+i1OK2
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/PwuWy
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/PwuWy
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/yFeD1
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/PwuWy
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/PwuWy
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/fsolK
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/PwuWy
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Mapeo bibliométrico

Son figuras o estructuras esquematicas que simbolizan las palabras, actividades,
pensamientos u otros términos ligados y dispuestos de manera radial alrededor de una palabra
clave o de un concepto central; estos mapas son fuertes instrumentos, para el analisis de la
estructura y movilidad de un campo cientifico; las diferentes formas de mapas bibliométricos
son: 1) dimensiona las estructura de un &rea de la ciencia, 2) evidencian la relacion entre autores
o revistas referenciados en co-citacion y 3) destacan relacion entre palabras clave basadas en la

coocurrencia, entre otros (Sampieri & Trejo, 2015).


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/jl9zF
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Metodologia

Examinacion de los datos bibliogréaficos a través de la herramienta R studio, acerca de las
técnicas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa aplicadas en la identificacion de
Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria monocytogenes y Escherichia coli en carnes

frescas y en algunos productos carnicos procesados crudos y cocidos

Para la busqueda de la informacion bibliografica, se accedio a la biblioteca virtual de la
UNAD vy se utilizaron las bases de datos de Scopus y WoS, teniendo en cuenta los criterios de
inclusion (ver Tabla 1) y la ecuacion de busqueda (ver Tabla 2). Las bases de datos WoS y
Scopus facilitaron la obtencion de resultados de busqueda mas amplio del area de conocimiento
(Echchakoui, 2020), ademas, son las principales bases de datos a nivel mundial (Bar-1lan, 2010;

Zhu & Liu, 2020).

Luego, se procedio a realizar un rastreo preliminar de los documentos bibliogréaficos,
teniendo en cuenta las denominaciones de los tipos de productos carnicos procesados crudos y
cocidos, para delimitar y establecer la ecuacién de blsqueda de las referencias bibliograficas (ver

Tabla 2).


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/3hWfh
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/3Rbyh+2u2A2
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/3Rbyh+2u2A2
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Tabla 1.

Criterios de inclusion de referencias bibliogréaficas

Criterio de inclusion Descripcion
Cl-1 Publicaciones en todos los idiomas
Cl2 Periodo de publicac_ié_n del 1 de enero del 2000 al
31 de diciembre del 2022
Cl-3 Articulos cientificos
Cl4 Todos los tipos de revistas en las bases de datos

seleccionadas

Nota. Elaboracion propia (2023).
Tabla 2.

Criterios de Busqueda de referencias bibliogréaficas en las bases de datos de WoS y Scopus,
de las PCR usadas en la deteccidén de microorganismos patdgenos en alimentos carnicos
procesados y no procesados.

Bases de Datos Web of Science Scopus
Periodo de Consulta 2000 — 2022
Fecha de Consulta 11/2/2023
Criterios de Busqueda Titulo
Tipo de documento Articulos cientificos
Tipo de Revista Todas

(("Polymerase chain reaction™ or "PCR") and ("Salmonella" or
"Campylobacter" or "Listeria monocytogenes" or "L. monocytogenes"
or "Escherichia coli" or "E. coli") and ("meat"” or " fresh* meat*" or

Términos de Busqueda "processed meat* product™*" or "processed meats" or "mortadella™ or
"sausage" or "ham" or "chorizo" or "cabano™ or "blood pudding" or
"devil's meat" or "liver pate" or "pernil" or "meatball" or "bacon" or
"salami" or "hamburger" or "Deli meats"))

Resultados 116 151
Total 168

Nota. Elaboracion propia (2023).
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Los datos bibliograficos encontrados mediante la ecuacion de busqueda fueron cargados
al software R Studio Cloud (Posit Cloud) (ver apéndice A), obteniéndose el mapeo y la
produccién cientifica, luego se procedié con la organizacién de la informacion a partir de los
resultados del software. En esta etapa se analizaron los datos bibliométricos los cuales incluyen:
analisis historico de la produccion cientifica, analisis de la produccidn cientifica por paises,
analisis de revistas, analisis de autores de mayor produccion cientifica, red de cocitaciones, red
de colaboracion de autores, red de colaboracidn entre paises, red de coocurrencia de palabras y
andlisis de revistas de mayor produccion cientifica. La herramienta usada para el estudio
bibliométrico es Biblometrix de R-Studio (Aria y Cuccurullo, 2017), esta es un paquete gratuito,
que ayuda el trabajo con distintas bases de datos (Scopus y WoS), sus aplicaciones son diversas,
ademas ha sido usada y verificada por otros estudios (Acevedo et al., 2020; Di Vaio et al., 2021;
Duque, Trejos, et al., 2021; Duque-Hurtado, Samboni-Rodriguez, et al., 2020; Landinez et al.,
2019; Queiroz & Fosso Wamba, 2021; Rabelo Florez, 2022; Secinaro et al., 2022; Tani et al.,

2018)

Construccion de la metafora del arbol de la ciencia de acuerdo a los resultados obtenidos a
través de la herramienta R studio, acerca de las técnicas de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa aplicadas en la identificacion de Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria
monocytogenes y Escherichia coli en carnes frescas y en algunos productos carnicos

procesados crudos y cocidos

Las citas bibliograficas fueron estructuradas a través de la red de citas empleando la
teoria de graficas, esta es una etapa que facilitan datos acerca de la tipologia, contrastes de la
malla, y de los datos que la estructuran (Wallis, 2007; Yang et al., 2016). Posteriormente, se

utilizaron 3 sefializadores bibliométricos: el Indegree (nGmero de referencias de un documento),


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/yV5QA
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/u44pC+FV0ZT+Ujsve+rWN9u+5sYEK+Cyy8r+P8vVl+r32KM+buNg
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/u44pC+FV0ZT+Ujsve+rWN9u+5sYEK+Cyy8r+P8vVl+r32KM+buNg
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/u44pC+FV0ZT+Ujsve+rWN9u+5sYEK+Cyy8r+P8vVl+r32KM+buNg
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/u44pC+FV0ZT+Ujsve+rWN9u+5sYEK+Cyy8r+P8vVl+r32KM+buNg
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/fsolK+jUmHs
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el Outdegree (nimero de referencias recientes que un grupo de autores especifico cita a otros,
pero estos no son referenciados) (Wallis, 2007); y el Betweenness (Freeman, 1977) este Gltimo,
se refiere a cuando el articulo es citado y cita a los demas (Zhang & Luo, 2017). Para ser posible
la examinacion grafica de la red de informacion del area de este estudio, se empleo la

herramienta Gephi de Rstudio (Bastian et al., 2009).

Con base en lo anterior, se realizé el andlisis de red (metafora del arbol de la ciencia), en
este item se describi¢ la raiz y se clasificaron como los documentos de mayor indegree,
indicando su estatus canonico y predominante, también esta el tronco, que son aquellos cuyo
betweenness o intermediacion son los mas altos y por ultimo las hojas, las cuales son las lineas

de investigacion mas relevantes de la tematica o cluster (Rabelo Florez, 2022).

A partir de la metafora del arbol de la ciencia, se obtuvo la evolucion de la PCR en la
deteccidn de patdgenos en carnes y productos carnicos procesados, también se identificaron las
bacterias y los serotipos mas contaminantes de estos alimentos y los tipos de PCR mas usados en
su deteccion. Ademas, se lograron relacionar los genes bacterianos mas amplificados y se
describieron variables como: limites de deteccidn, especificidad y tiempo de analisis de cada uno

de los tipos de PCR encontrados.

Lo anterior permitio analizar la bibliografia, acerca de las diversas Técnicas de Reaccidn
de la Cadena de la Polimerasa usadas para la deteccion de Salmonella spp., Campylobacter spp.,
Listeria monocytogenes y Escherichia coli en carnes frescas y algunos derivados carnicos crudos

y cocidos (BTPAC).


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/fsolK
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/nLgbq
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/i1OK2
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/T0wM9
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/buNg
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Examinacion de los datos bibliograficos a traves de la herramienta R studio, acerca de las

técnicas de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa aplicadas en la identificacion de Salmonella
spp., Campylobacter spp., Listeria monocytogenes y Escherichia coli en carnes frescas y en

algunos productos carnicos procesados crudos y cocidos

Una vez aplicado los criterios de busqueda mencionados en la metodologia, se obtuvieron

116 documentos en WoS y 151 registros en Scopus (ver Tabla 3), después de la exclusién de los

duplicados, se alcanzaron 168 registros en total, lo que corresponde a una sobreposicion del 58.9

%, evidenciando la relevancia de usarlas juntas.

Tabla 3.

Resultados de los criterios de busqueda de referencias bibliogréaficas en las bases de datos

de WoS y Scopus, de las PCR usadas en la deteccién de microorganismos patdgenos en
alimentos carnicos procesados y no procesados.

Bases de Datos Web of Science Scopus
Resultados 116 151
Total 168

Nota. Elaboracion propia (2023).

Como producto se encontrd que el 92% de los documentos publicados sobre el tema

objeto de este estudio, en las bases de datos WoS y Scopus estan en inglés (ver Figura 1), ya que

se ha convertido en el idioma universal de la publicacion cientifica (Angel et al. 2020). Ademas,

segun Vera-Baceta et al. (2019), esto se debe a que los investigadores y los editores de las
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revistas cientificas postulan y publican sus trabajos en este idioma, con el propésito de aumentar

el indice H.

Figura 1.

Idiomas de las publicaciones encontradas

Portugués

Chmo

Aleman
4.0

Inglés

Nota. Elaboracion propia (2023)

Analisis historico de la produccion cientifica

En la Figura 2, se registran el nimero de trabajos cientificos que se han divulgado sobre
el tema de BTPAC, entre los afios 2000 y 2022. De acuerdo a los productos emitidos por las
fuentes de informacién cientifica de WoS y Scopus, se evidencié que el tema presentd un ligero
incremento en los diferentes afios. Se resalta que en los Gltimos 10 afios tuvo un incremento en la
produccién cientifica del 38,7% y con una tasa de incremento anual del 7,25%. Estos registros
ponen en evidencia un aumento del interés del gremio académico y cientifico en esta area de la
informacidn cientifica. También se resalta en la Figura 2, hubo picos de produccion cientifica en

los afios 2006 y 2010.
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Figura 2.

Histdrico de publicaciones - Scopus, WoS y Total
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Nota. Elaboracion propia (2023)

Segun el grafico anterior, se observa que Scopus tiene mayor nimero de publicaciones
que WoS, esto se debe a que Scopus agrupa mas de 39000 revistas indexadas y WoS solo alberga

18000 revistas aproximadamente (Duque y Cervantes-Cervantes, 2019).

Analisis por paises de la productividad cientifica entre los afios 2000-2022

En la Figura 3, se enlista la productividad cientifica por paises, destacando los 10
principales a nivel internacional. El primer lugar lo encabeza Turquia con 15 documentos
(8,93%), seguido por Espafa y Estados Unidos con 13 (7,74%), publicaciones cada uno. Se
distingue a Brasil como pais suramericano en la sexta posicion con un total de 10 articulos
publicados. De los 10 paises, 4 son europeos con un total de 48 publicaciones (28%), 4 son
asiaticos con un total de 33 publicaciones (19,6%), 1 de America del Norte con un total de 13

publicaciones (7.7%) y 1 de Ameérica del Sur con un total de 10 publicaciones (5,95%). Los 10
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primeros paises representan el 61,25% de la productividad internacional de publicaciones
referente al tema de BTPAC.
Figura 3.

Produccion por paises - WoS, Scopus y Total
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Nota. Elaboracion propia (2023)

Analisis de Autores de la productividad cientifica entre los afios 2000-2022

En la Tabla 4 se enlistan los 10 investigadores con mayor nimero de publicaciones en el
tema de BTPAC, organizadas por la cantidad de documentos cientificos registradas en WoS y
Scopus, también se anotan el nimero de referencias y el indice-H (es un indicador que cuantifica
la productividad de cada investigador, (Hirsch, 2005). El listado es liderado por De Medici,
Dario, vinculado al Instituto Superior de Salud - Italia (7 publicaciones, 3259 citaciones y un
indice H de 32). Seguida por Delibato, Elisabetta, vinculada al Instituto Superior de Salud - Italia
(7 publicaciones, 1059 citaciones y un indice H de 19). Se advierte que Garriga, Margarita,

vinculada al Instituto de Investigacion y Tecnologias Agroalimentarias - Espafia, se encuentra en


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/jgfpS
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el puesto nimero 7 de la lista, segun Scopus con un nimero de citas de 6734 y con un indice H
de 48, pero solo tiene 4 publicaciones. También, se resalta a Aymerich, Teresa, vinculada al
Instituto de Investigacién y Tecnologias Agroalimentarias - Espafia, que se encuentra en el
puesto numero 3 de la lista, segun WoS con un nimero de citas de 4830 y con un indice H de 41.
Se puede resaltar que, a pesar de que algunos investigadores tienen menos articulos publicados
que otros, su indice H es mayor, significando que son autores cientificos con mayor impacto

dentro de la comunidad cientifica.



Tabla 4.

Produccion por Autores de la productividad cientifica entre los afios 2000-2022
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WoS Scopus
Total
item  Autores  publicacio publicacio publicacio Universidad
icaci - icaci B
nes u ¢ Citaciones Indice H u ¢ Citaciones Indice H
nes n
. Instituto
De Medici, .
¢ Viedicl 7 7 2851 30 6 3259 32 Superior de
Dario .
Sanidad
. Instituto
Delibato, 7 7 815 17 6 1059 19 Superior de
Elisabetta .
Sanidad
Instituto de
. Investigacion y
Aymerich, .
ymert 5 4 4830 41 5 4777 40 Tecnologias
Teresa . .
Agroalimentaria
s - IRTA
Hoorfar Universidad
' 5 5 4100 33 5 4176 33 Técnica de
Jeffrey .
Dinamarca
Carli, . .
5  Kamil 4 3 261 9 4 464 11 Universidad de
Bursa Uludag
Tayfun
Eyigor, Universidad de
6 Aysegil 4 4 313 9 4 568 13 Bursa Uludag
Instituto de
. Investigacion y
G , ;
7 amg? 4 3 5545 46 4 6734 48 Tecnologias
Margarita . .
Agroalimentaria
s -- IRTA
Temelli Universidad de
' 4 3 260 9 4 284 9
Seran Bursa Uludag
Alves Universidade
. 3 3 76 3 3 119 5 Federal da
Juliane )
Paraiba
— Instituto
Anniballi, .
nnibati 3 1219 20 2 213 19 Superior de
Fabrizio .
Sanidad

Nota. Elaboracion propia (2023)
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Analisis de Revistas de la productividad cientifica entre los afios 2000-2022

La Tabla 5, enlista las 10 revistas con mayor nimero de publicaciones sobre el tema de
BTPAC. Se detallan los datos bibliograficos de las dos bases de datos mas importantes (WoS y
Scopus), ademas, se anotan el cuartil, el factor de impacto, el H-index, el pais y el porcentaje de
publicacidn. El 20,84% de las revistas estan categorizadas en Q1. La revista con mas
publicaciones que aporta al tema tratado es la Journal of Food Protection de los Estados Unidos
con 13 publicaciones en total, seguida de la Journal of Food Safety también de los Estados
Unidos con 12 publicaciones en total. En tercera posicion, se ubica la revista International
Journal of Food Microbiology de los Paises Bajos con 10 publicaciones en total. Segun los
anteriores datos, las tres primeras revistas son consideradas las mas importantes en la tematica de
estudio, aportan el 20,83% de la produccion total de la temética de estudio. De las 10 revistas
principales, el 40% de estas son de Estados Unidos, otro 40% de los paises bajos, el 10% de
India y el otro 10% del Reino Unido. La revista con mejor H-index segin Scimago Journal and
Country Rank (SJR), es la International Journal of Food Microbiology con un indice H de 199.
La revista que tiene mejor indice SJIR es Meat Science con 1,3. En general, se puede evidenciar
que, a pesar de que algunas revistas tienen menos publicaciones que otras, su indice H (SJR) y el
indice SJR es mayor, lo que indica que son revistas con mayor impacto dentro de la comunidad

cientifica.
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Tabla 5.

Produccion por Revistas de la productividad cientifica entre los afios 2000-2022

. SJR  H-Index
Item Revista WoS Scopus Total Porcentaje Cuartil Pais
P J 2021)  (SIR)

Estados

1 JOURNAL OF FOOD PROTECTION 10 12 13 7.74% Q2 054 144 Onition
2 JOURNAL OF FOOD SAFETY 1 12 12 7.14% Q2 042 47 Eﬁ?:g:
INTERNATIONAL JOURNAL OF .
, )
oD MICROBIOLOGY 10 10 10 5.95% 01 1 199 Paises Bajos
4 MEAT SCIENCE 5 5 7 4.17% 01 13 175  Paises Bajos

LETTERS IN APPLIED . .
0
5 ICROBIOLOGY 4 5 6 3.57% Q2 0,59 116 Reino Unido

6 VETERINARY WORLD NA 6 6 3.57% Q2 0,46 35 India
FOODBORNE PATHOGENS AND Estados
0,
DISEASE 5 5 5 2.98% Q 0.76 " Unidos
8 FOOD CONTROL 4 4 4 2.38% Q1 1,08 135 Paises Bajos
Estados
9 FOOD MICROBIOLOGY 4 4 4 2.38% Q1 1,13 128 Unidos

JOURNAL OF MICROBIOLOGICAL
0 . .
10 METHODS 4 4 4 2.38% Q3 0,51 138 Paises Bajos

Nota. Elaboracion propia (2023)

Redes de la productividad cientifica entre los afios 2000-2022

Las redes cientificas evidencian las relaciones entre los articulos cientificos y las revistas
donde son publicadas (Gonzalez-Valiente, 2019). Las redes de co-citacion de palabras se utilizan
para desentrafar la estructura cognitiva de un campo; las redes basadas en autores se utilizan para
inferir la estructura intelectual de un campo, por ultimo, se puede utilizar un mapa de revistas para
obtener una macrovision de la ciencia o para mostrar distinciones dentro de una disciplina (Calero
Medina & Leeuwen, 2012).

En ese orden de ideas, la Figura 4, evidencia la red de cocitacion de autores, es decir

establecen una relacidn de co-ocurrencia a través de un tercero que los referencia (Miguel et al.,


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/0ALvi
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/a5iax
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/a5iax
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2007; Sustacha et al., 2022). Lo anterior, facilita mostrar los investigadores mas referenciados, en

ese orden Burkhard Malorny del Instituto Federal de Evaluacion de Riesgos y Hoorfar Jeffrey de

la Universidad Técnica de Dinamarca son los méas referenciados. Estos dos autores tienen una

fuerte relacion de cocitacion, porque la linea que los une es gruesa y guardan afinidad tematica.
Figura 4.

Red de Cocitacion de Autores de la productividad cientifica entre los afios 2000-2022
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Nota. Elaboracion propia (2023)

La Figura 5, sefiala la red de colaboracion de autores, se evidencia el trabajo en 5 grupos,
pero solo dos grupos se destacan, el primer grupo es el mas representativo por su fuerte vinculo
literario. Debido a la potencia de la colaboracion referente a la cantidad de manuscritos
publicados (Corrales-Reyes, 2017), esta integrado por 4 investigadores, se destaca, De Medici
Dario (Instituto Superior de Salud de Italia), Delibato Elisabetta (Instituto Superior de Salud de
Italia), Herndndez Marta (Instituto tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn de Espafia) y
Rodriguez-Lazaro David (Universidad de Burgos de Espafia), llama la atencién el Instituto
Superior de salud de Italia, en el cual trabajan De Medici Dario y Celibato Elisabetta, la relacién

literaria de estos investigadoras es significativa. El segundo grupo esta integrado por 6 autores,


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/nZC8X+z21GG
https://paperpile.com/c/aaO5Pg/J1Xww
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Aymerich Teresa (Instituto de Investigacion y Tecnologias Agroalimentaria de Espafia), Hugas
Marta (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria de Italia), Garriga Margarita (Instituto de
Investigacion y Tecnologias Agroalimentarias de Espafia), Jofré Ana (Instituto de Investigacion
Tecnologia Agroalimentaria de Espafia), Rodriguez-Lazaro David (Universidad de Burgos de
Espafia) y Martin Belén (Instituto de Investigacién y Tecnologias Agroalimentaria de Espafia),
se destacan en este grupo la colaboracidn literaria entre el Instituto Superior de Salud de Italia,
Instituto tecnolégico Agrario de Castilla'y Ledn de Espafia y la Universidad de Burgos de
Espafia. Dar a conocer la relacion entre grupos de colaboradores en diferentes paises es
importante porque conduce a la posibilidad de generar redes de investigacion que potencien la
generacion de nuevo conocimiento.

Figura 5.

Red de Colaboracion de Autores de la productividad cientifica entre los afios 2000-2022
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Nota. Elaboracion propia (2023)
En la Figura 6, se encuentra la malla de colaboracién entre naciones, sobresale Espafia
(13 publicaciones), China (11 publicaciones), Estados Unidos (13 publicaciones), Italia (8

publicaciones) y Alemania (12 publicaciones), como paises principales en la produccion
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cientifica del tema de BTPAC, se evidencia una estrecha colaboracion entre Estados Unidos y
China de igual forma entre Espafia e Italia; Alemania tiene una relacién de colaboracion con
Francia. Se advierte que Turquia siendo el pais con mayor nimero de publicaciones (15) en este
tema, no presenta colaboracidn con otro pais, esto se debe a que los autores mas representativos
estan en ese pais y la colaboracion es interna, esto se muestra en la Figura 5, donde los autores

Carli Kamil Tayfun, Eyigor Aysegiil y Temelli Seran, se colaboran entre Si.

Figura 6.

Red de Colaboracién de Paises de la productividad cientifica entre los afios 2000-2022
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En la Figura 7, se observa la red de coocurrencia de palabras, en el cual se muestran 2
grandes grupos: el primer grupo (en rojo) resaltan las palabras de “Reaccion en Cadena de la
Polimerasa”, “Carne” y “Salmonella’ y el segundo grupo (en gris), sobresalen las palabras
compuestas “Estudio de Control” y “Deteccion Bacteriana”. En esta figura se evidencia, las

investigaciones tendientes a resolver la problematica referente al tema de BTPAC.
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Figura 7.

Red de Co-ocurrencia de Palabras Claves de la productividad cientifica entre los afios 2000-
2022
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Capitulo 2. Metafora del Arbol de la Ciencia

Analisis de Red de la productividad cientifica entre los afios 2000-2022

Como resultado, se obtiene una red de informacion del tema, conformada por las
publicaciones obtenidas de las fuentes de informacion ya mencionadas y de sus respectivas citas
bibliogréaficas. Esta red de cocitaciones, facilita la exploracién de la organizacion de un area de la
ciencia, ademas, permite el reconocimiento de nuevas lineas de investigacion (Gurzki &
Woisetschléger, 2017; Zuschke, 2020).

Se valoraron las mediciones de los sefializadores bibliométricos para cada documento de
la malla, lo que permitié organizar los trabajos aplicando la metafora de arbol (Robledo et al.,
2014; Valencia-Hernandez et al., 2020).

Para el estudio se seleccionaron los documentos con los datos mas significativos (mayor
indegree, betweenness y outdegree), y se organizaron usando el arbol de la ciencia; los

documentos hegemonicos (raiz), los documentos de columna (tallo) y articulos recientes (hojas)
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(ver Figura 8). Para identificar los grupos parecidos en el tema, se utilizo el algoritmo de
clusterizacion segun Blondel et al. (2008).
Figura 8.

Arbol de la ciencia de la productividad cientifica entre los afios 2000-2022
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Raiz

Los documentos que forman la parte baja del &rbol de la ciencia de este documento de
literatura son los trabajos de mayor indegree (articulos altamente referenciados), sefialando su
nivel principal y relevante. En este item, se revisaron 10 articulos como los mas significativos
segun lo descrito previamente. En esta parte, se anotan estudios relacionados con contaminantes
que tienen efecto inhibitorio en la PCR. También refieren que en algunos procedimientos no se
utilizan las secuencias de Control de Amplificacion Interno - (IAC) los cuales generan errores en
la identificacion. Se destaca el desarrollo y validacion de la PCR en tiempo real, obteniendo
buenos resultados.

Un estudio realizado en 1992, demostré que algunos compuestos presentes en 10s
alimentos interfieren con el andlisis de la PCR; para el ensayo utilizaron muestras de jamon
cocido Danés en lonchas, salami Danés, ensalada de pollo con mayonesa, y dos tipos de queso
Danés, y concentraciones de compuestos de dichos alimentos evaluados individualmente,
evidenciando que sustancias como aceite, sal, carbohidratos y aminoacidos no presentaron efecto
inhibitorio en comparacidon con la proteina hidrolizada la cual genero coagulacién e inhibicion de
la PCR; también se encontrd que sustancias como detergentes, lisozima, NaOH, alcoholes, N,N-
Eicosanedioyl-Di-L-Glutamic Acid (EDGA) y Ethyleneglycol-bis(beta-aminoethylether)-N,N'-
Tetraacetic Acid (EGTA), utilizados en los procedimientos de extraccion de ADN tienen algun
efecto inhibitorio; ademas algunos medios de cultivo (Fraser, MLEB, MRB y Rappaport)
interfirieron con el analisis y para la mayoria de los medios fue posible asignar el efecto
inhibitorio a uno 0 mas componentes individuales de los mismos como el citrato férrico, sales
biliares, esculina, acriflavina, entre otros (Rossen et al., 1992); en otro estudio refieren que los

inhibidores comunes incluyen constituyentes de los alimentos (gj., compuestos organicos y
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fendlicos, glucogeno, grasas y calcio (Ca 2+)) y compuestos ambientales (ej., compuestos
fendlicos, &cidos himicos y metales pesados); otros inhibidores mas extendidos incluyen
constituyentes de células bacterianas, ADN no diana, y articulos de laboratorio como polen,
polvo para guantes, articulos de plastico de laboratorio y celulosa; sin embargo referencian que
10° UFC mL de bacterias nativas, no inhiben la amplificacion especifica del ADN diana de la

Escherichia coli en muestras de alimentos (Wilson, 1997).

Ese mismo afio, en un estudio se evalud la amplificacién de secuencias de nucleotidos
dentro del gen invA de Salmonella typhimurium como medio para detectar Salmonella en
alimentos exceptuando a Salmonella typhi; se examind una coleccion de 630 cepas de
Salmonella procedentes de aves de corral que comprende mas de 100 serovares y también se
estudiaron cepas distintas de Salmonella; como resultado obtuvieron un fragmento de ADN de
284 pb que se visualizé en geles de agarosa al 2%, solo 4 cepas de las 630 no fueron detectadas
lo que se traduce en una sensibilidad del 99%; por otra parte el limite de deteccion del fragmento
amplificado fue de 300 células y ninguna de las cepas distintas de Salmonella produjo el
producto de amplificacion especifico (Rahn et al., 1992).

Algunos afios después, un estudio analiz6 documentos referentes a la microbiologia
alimentaria, menciono alternativas de solucion al inconveniente de la inhibicion donde resalto la
dilucion de la matriz vy el cultivo de enriquecimiento, los cuales son métodos sencillos aunque
pueden disminuir la sensibilidad; por otra parte el autor afirma que la separacion
inmunomagnética es el método mas prometedor para utilizarse en lisados celulares demuestras
complejas como los alimentos; este trabajo también revelo que algunos de los factores
involucrados en la inhibicion de la amplificacidn estan localizados en el ADN diana, por no estar

debidamente purificado; otra de las causas es la presencia de un elevado nimero de bacterias
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diferentes a la de interés, e incluso algunas marcas de tubos de PCR pueden actuar como
inhibidores del proceso aunque no se explica la razdn; el estudio concluye afirmando, que a
medida que se conocieran mejor los tipos de compuestos y el mecanismo de inhibicién,
permitiria desarrollar métodos de extraccion y purificacion simplificados y mejorados teniendo
en cuenta el tipo demuestra (Wilson, 1997). En un estudio realizado posteriormente, refieren que
es necesario realizar mas estudios para evaluar la aplicacion de Salmonella PCR a muestras
bioldgicas complejas, ya que las sustancias inhibitorias inherentes a varias muestras pueden
interferir con la amplificacion (Hoorfar et al., 2000). Adicionalmente, en una revision
bibliogréafica enfatizan en los criterios a tener en cuenta para estandarizar una PCR, basados en el
proyecto FOOD-PCR de la Union Europea, para la normalizacion de la PCR convencional como
técnica diagnostica de E. coli, L. monocytogenes, Salmonella ssp., Campylobacter ssp., Yersinia
enterocolitica, principalmente en muestras de enjuague de canal de aves de corral, hisopo de
canal de cerdo, hisopo de bovinos y leche; entre los resultados destacados del proyecto resaltan
la elaboracion de una guia y un kit bioquimico para la validacion de diferentes tipos y marcas de
termocicladores; también, una base de datos de diagndstico PCR en linea donde se incluye
informacidn sobre tratamientos previos a la PCR, genes diana, cebadores y referencias literaria;
con respecto a los criterios, afirman que el método basado en la PCR debe tener un alto grado de
precision analitica, un limite de deteccidn bajo, elevada reproducibilidad, para lo cual serd
necesario realizar controles de prueba (control de amplificacion interna, control de
procesamiento negativo, control de procesamiento positivo y control de reactivos), también, el
método debe tener un riesgo minimo de contaminacion, asi como accesibilidad a los reactivos,

simplicidad y velocidad para la obtencion de los resultados (Malorny et al., 2003).
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Posteriormente, un estudio evalu6 un método basado en la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa Multiplex (m-PCR) para la deteccion de Salmonella enterica, Salmonella enteritidis
y Salmonella typhimurium a partir de hisopos ambientales de galpén de gallinas; en la
metodologia utilizaron tres protocolos diferentes antes de la PCR: Protocolo 1: una separacion
inmunomagnética; Protocolo 2: un procedimiento de extraccion de ADN utilizando la matriz
Instagene TM; Protocolo 3: Un paso adicional de cultivo en un medio MSRV - Semisolido
Modificado RAPPAPORT-VASSILIADIS; como resultado se obtuvo que con los protocolos 1y
2 se encontraron ocho resultados positivos por PCR, esto posiblemente por inhibicion de la
amplificacion por componentes de los hisopos o por la presencia de un numero de células
inferior al limite de deteccién de 104; y con el método microbioldgico tradicional se obtuvieron
20 resultados positivos; con el protocolo 3 que combina MSRV y PCR dio resultados similares a
los obtenidos con métodos tradicionales y permitio la deteccion de Salmonella en 2 dias; la
sensibilidad del medio MSRYV es mayor ya que solo se necesitan 60 ml de caldo de
enriquecimiento para dar un resultado positivo en una placa de agar MSRYV reduciendo asi el
namero de analisis y, por tanto el costo, porque solo se analizan por m-PCR aquellas muestras
con una zona migratoria en una placa de agar MSRV, sin embargo este medio no puede detectar
Salmonella Typhi, Paratyphi Ay las cepas no moviles de Salmonella, pero su incidencia es
relativamente baja (0,15%) en este tipo de muestras (Soumet et al., 1999).

Iniciando el siglo XXI, en un estudio desarrollaron una técnica de PCR automatizada,
simple y lista para usar, basada en la tecnologia TagMan, como una herramienta adicional en la
identificacion de aislados de Salmonella, aportando una solucidn a la aparicion de resultados
falsos negativos (principalmente debido a la presencia de inhibidores de la ADN polimerasa o a

la mala calidad del ADN objetivo) a partir de la construccion de una secuencia de control interna
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amplificada por el mismo conjunto de cebadores que la secuencia objetivo; los autores resaltan
que es importante desarrollar mas investigaciones para examinar la aplicacion de PCR tagman en
la deteccién de Salmonella en muestras de aimentos complejos, ya que los compuestos
inhibitorios innatos en diferentes muestras logran interferir con la amplificacion (Hoorfar et al.,
2000).

Debido a las reconocidas dificultades para reproducir las pruebas publicadas, por la
variacion en el rendimiento de los termocicladores de PCR, en la eficiencia de las diferentes
polimerasas de ADN, a la presencia de inhibidores de PCR en la matriz de la muestra y la
ausencia de un IAC (Hoorfar et al., 2003, 2004), han dificultado la implementacién de las PCR
en los laboratorios de usuarios finales, en coherencia con lo anterior, el Comité Europeo de
Normalizacion - CEN, en cooperacion con la 1SO, ha planteado una directriz general para las
pruebas de PCR, que consiste en la presencia de IAC en la mezcla de reaccion, por lo tanto solo
las PCR que contienen IAC pueden someterse a un ensayo colaborativo multicéntrico, que es un
requisito previo para la estandarizacion (Hoorfar et al., 2003).

Para resolver esta situacion, el mismo autor en otra investigacion, realiza una serie de
recomendaciones para una |AC 6ptima para su uso en la PCR: EI ADN dianay el IAC deben
compartir los mismos sitios de unién al cebador, esto evita la interferencia de dos pares de
cebadores en una reaccidon multiplex; los amplicones de IAC deben distinguirse facilmente de los
amplicones de ADN diana; no es estrictamente necesario que las eficiencias de amplificacion del
ADN diana y del IAC sean idénticas; la concentracion de IAC debe determinarse mediante
titulacion de acuerdo con el método descrito por Rosenstrauss et al; la IAC debe afiadirse a la
mezcla de PCR para garantizar una distribucion equitativa en todos los tubos de PCR; se deben

utilizar tubos de polialémero para diluir el ADN de IAC, utilizando puntas de pipeta estériles y
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resistentes a los aerosoles; la cantidad de 1AC en el ensayo debe ser o mas baja posible, sin dejar
de provocar una sefial a través de la amplificacion, esto maximizara el potencial de identificacion
de falsos negativos mediante la deteccidn de la inhibicién de la PCR y garantizara la deteccion
fiable de bajas concentraciones objetivo (Hoorfar et al., 2004).

Hoorfar et al (2004), sugieren la aplicacién del método competitivo donde la secuencia
diana y el IAC se amplifican con un conjunto comun de cebadores y en las mismas condiciones y
en el mismo tubo de PCR; en esta estrategia, siempre hay cierta competencia entre el ADN
objetivo y el IAC; y la cantidad de IAC es critica para el limite de deteccion, si hay demasiados
ADN IAC competiran con el producto de ADN objetivo y suprimirén la sefial diana y si se
utiliza a altas concentraciones, es posible que el IAC no detecte una inhibicion débil, lo que
podria causar resultados falsos negativos si la diana esta presente en concentraciones muy bajas;
con respecto al tamafio del IAC, recomiendan que el tamafio del IAC sea mayor que la secuencia
objetivo, para garantizar la ventaja competitiva de esta Gltima; debido a la competencia, si el
ADN diana se amplifica, pero el IAC no, se supone que el ADN diana esta presente en una
cantidad proporcionalmente mayor, cuando esto ocurre, el resultado positivo es valido porque la
amplificacion de IAC es innecesaria, pero si no se amplifica ni el IAC ni el ADN diana, se
supone que se ha producido la inhibicion de la PCR y que la prueba para esa muestra no es
vélida.

Perelle et al., (2004) utilizaron PCR en tiempo real con LightCycler (LC-PCR) y un
ensayo inmunoenzimatico por PCR (PCR-ELISA) para detectar Salmonella en muestras de
leche, muestras de pescado y carne de res picada; como resultado, los ensayos PCR-ELISA 'y
LC-PCR demostraron el mismo nivel con cultivos puros de Salmonella con un limite de

deteccién de 10% UFC/m, que corresponde respectivamente a 50 y 10 células por tubo de PCR,
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a pesar de ciertos problemas de inhibicion, los ensayos LC-PCR y PCR-ELISA fueron altamente
especificos y sensibles; luego Malorny et al. (2004), desarrollaron y validaron una PCR en
tiempo real con nucleasa 5’ (TagMan), para la deteccion especifica de Salmonella enterica y
Salmonella bongori en alimentos (enjuagues de canales de pollo, carne picada, pescado y leche
cruda), el ensayo utiliz6 cebadores disefiados especificamente y un objetivo de sonda dentro del
locus ttr, ademas se incluyé en el ensayo un control de amplificacidn interno, que se coamplifica
con los mismos cebadores que el ADN de Salmonella; el ensayo identifico correctamente las 110
cepas de Salmonella; se demostr6 que usando la PCR, la precisién diagndstica de Salmonella es
del 100 %, en comparacion con el método de cultivo tradicional; el tiempo total de analisis del
método de PCR fue de aproximadamente 24 h, en contraste con los 4 a 5 dias de tiempo de
analisis del método de cultivo tradicional.
Tronco

En este apartado R studio, arrojo 1 publicacion como la mas significativa acerca del tema
BTPAC. En esta parte del documento, se destacan los articulos cuyo betweenness sean
representativos (investigadores que referencian a los de la raiz y de igual forma son referenciados
por investigaciones mas recientes - cllsters). En esta categoria los autores comparan la
metodologia de la PCR con la metodologia usada por la ISO. A continuacion, se describe:

Evaluaron un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) electroquimico, junto
con un analisis de inyeccién de flujo (ELISA-FIA) y un método basado en PCR, que utiliza los
cebadores ST11y ST15, para detectar Salmonella en carnes de cerdo, pollo y ternera en
comparacion con el método de la Organizacién Internacional de Normalizacion (1SO) segun el
método 1SO 6579/2002, las presuntas colonias de Salmonella se tipificaron seroldgicamente

utilizando sueros comerciales; la técnica se aplico a muestras de carne contaminadas
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experimentalmente con Salmonella mediante el método ELISA-FIA y PCR, y contaminadas
naturalmente compradas en tiendas minoristas locales; al comparar los dos métodos rapidos en
comparacion con el método I1SO 6579/2002, se obtuvo como resultado que ambas pruebas son
rapidas, eficientes y permiten el analisis simultaneo de numerosas muestras, ademas, tienen el
mismo porcentaje de precision, 100%, en comparacién con el método 1SO, por lo tanto se
pueden utilizar como herramientas de garantia de calidad microbioldgica en los sistemas de
gestion de calidad de las industrias carnicas (Croci et al., 2004).

Hojas (perspectivas)

Con el estudio de literatura realizada, se organizaron 4 grandes perspectivas (cluster),
mostradas en las Figuras 9, 10, 11 y 12, en esta tematica de investigacion, que simbolizan las
tendencias de investigacion mas recientes del tema. A continuacion, se presenta cada uno de
ellos:

Figura 9.

Cluster 1 — Escherichia coli, PCR, Carne

SOmpanson yerocytotoxin
anima II'|'|I'|'|LII'|"‘I'|'|’1"|I'|E'(I
polymerase nrod ucmg

"|I-'-

H o
m &::l_.beEj I t|:||:| ducts ;oecific
nfections OO IME ztraine
:l:llJ:ll:l _I'.l'.l IE'E.l C O I rr':ﬂ-'l. ﬂ—.—.-"'_l'

@ cattle ; .1
rman i pCF }%Ké%tﬁf‘air [L”I~

"~
BDES |_|j

eV J-II-.::.F-I.ci-Shlga mU|t|F} ex m =
realime Separation reactionur iJ.J-J
characterization rapid ™ ¥
united Syndrome "I|=" nationa
outoreak dna

Nota. Elaboracion propia (2023)


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/Seqps

58

En el cluster 1, se evidencia un aumento en la investigacion relacionada con Escherichia
coli, una de las investigaciones confirman a través de la PCR multiplex la presencia de E. coli en
todo tipo de carne cruda expedida en tiendas, determinado la multirresistencia
(multidrogoresistente - MDR), a través de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana frente a
los antibidticos de uso frecuente, utilizando el método de difusion en disco; ademas mencionan
que esta bacteria se distribuye ampliamente en las moscas domésticas y desempefian un papel
importante en la transmision de bacterias resistentes a los antibidticos desde los ambientes
contaminados (Chandrakar et al., 2022). En otro estudio, cuyo objetivo fue realizar una
validacion interna del método alternativo desarrollado basado en PCR multiplex (mPCR) bajo el
siguiente ciclo térmico, 1 ciclo a 95 °C durante 2 minutos; 35 ciclos a 95 °C durante 30
segundos; 57,6 °C durante 30 segundos; 72 ° C durante 30 segundos; y una extension final a 72 °
C durante 7 minutos, lo anterior para detectar Escherichia coli productora de toxina Shiga
(STEC) en carnes cerdo, pollo y de res crudas siguiendo la norma ISO 16140-2, encontraron que
los nivel relativo de deteccion de la mPCR desarrollada para STEC fue de 0.756, mostrando su
potencial como herramienta para la deteccion rapida, especifica y sensible de esta bacteria en la

industria de la carne cruda (Jaroenporn et al., 2022).
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Figura 10.
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En el cluster 2, se advierte que el microorganismo mas investigado es la Listeria, tal es el
caso de un estudio donde evaluaron tres métodos alternativos para detectar L. monocytogenes en
jamon curado segun la norma ISO 16140-2:2016, en el primer método midieron la impedancia
seguida de siembra en agar cromogénico, luego en el segundo método midieron la impedancia
seguida de hibridacion de ARN y por ultimo utilizaron PCR en tiempo real para la identificacion,
los ciclos térmicos para la amplificacion fueron, 95°C durante 10 minutos, luego 49 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 15 segundas, luego a 58°C durante 20 segundos y finaliza con
la extension a 72°C durante 30 segundos; como resultado obtuvieron que, los valores de limites
de deteccidn relativos de los tres métodos alternativos estuvieron por debajo del limite de
aceptabilidad establecido por la norma 1ISO 16140, mientras que para el primer y tercer método si

obtuvieron buenos resultados en el estudio de sensibilidad (Labrador et al., 2018). En otra


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/USaiJ

60

investigacion desarrollaron una combinacion de técnicas de separacion inmunomagnética (IMS)
y PCR en tiempo real (QPCR), para detectar y analizar Salmonella spp. (SAL), Listeria
monocytogenes (LM) y Escherichia coli O157:H7, en diferentes muestras de carne de forma
rapida y precisa, como resultado obtuvieron que, la sensibilidad, la especificidad y la precision
del método fueron del 100 %, 98,1 % y 98,5 %, respectivamente; los ciclos para la extension del
ADN fueron, 1 ciclo de 94°C por 3 minutos, luego 30 ciclos de 30 segundos a una temperatura
de 94°C, luego 51,6°C por 30 segundos,, seguido de 1 ciclo de 72°C durante 1 minuto y finaliza
la extension a una temperatura de 72°C por 5 minutos (Fan et al., 2022).

Figura 11.

Claster 3 — S. typhimurium, PCR en tiempo real, Carne.
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Nota. Elaboracion propia (2023)

En el cluster 3, se nota claramente el uso de la PCR para la identificacion de
microorganismos patdgenos en diferentes alimentos carnicos, (Oz et al., 2020) propusieron una

nueva metodologia para la deteccidn rapida de Salmonella, utilizando droplet digital PCR
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(ddPCR) y PCR en tiempo real, los ciclos térmicos para ddPCR fueron 15 min a 95 °C, luego 50
ciclos de 30 segundos a 94 °C y 1 minuto a 58 °C y un ciclo final a 98 °C durante 10 minutos;
los ciclos térmicos para la PCR en tiempo real fue, 1 ciclo de 15 minutos a 95 °C, seguido de 50
ciclos de 30 segundos a 94 °C y 1 ciclo de 45 minutos a 58 °C, se utiliz6 como control interno
una secuencia de ADN clonado de 410 pb en el vector de clonacién pGEM-T Easy, como
resultado luego de 24 horas de analisis, todas las muestras de carnes picadas crudas analizadas
arrojaron amplificaciones positivas en ambas regiones del ADN (invA o bipA) para Salmonella,
revelando una especificidad de cebador completa sin resultados falsos positivos o falsos
negativos. En otro estudio, investigaron la ocurrencia de Salmonella spp. en carnes de pollo
cruda por metodos de cultivo, ELISA 'y PCR, los ciclos térmicos utilizados en la PCR fueron, 1
ciclo de 94°C durante 3 minutos, seguido de 30 ciclos a 94°C durante 30 segundos cada ciclo,
luego 1 ciclo de 51,6°C durante 30 segundos, luego 1 ciclo de 72°C durante 60 segundos y una
extension final a 72°C durante 5 minutos; como resultado Salmonella spp. se aisld en 34 de 200
(17 %) muestras de carne de pollo y el 83 % resulté negativo; Salmonella spp. se aislé de
muestras de carcasa, pierna y ala de pollo entero en un 15 %, 20 %y 16,6 %, respectivamente; se
detecto la presencia de Salmonella en un 34 %, 32 %y 26 % por cultivo clasico, PCR y ELISA,

respectivamente (Aras et al., 2022).

Zhanabayeva et al., (2021), realizaron una investigacion microbiana en aves de corral
vendidas en el territorio de Mongolia para identificar serotipos y plasmidos de Salmonella 'y
determinar el gen de virulencia que codifica la resistencia a los antibi6ticos y las propiedades de
transmigracion de Salmonella; la identificacion genética de Salmonella se realiz6 mediante PCR
Multiplex detectando la presencia de genes invA 'y los plasmidos DT 104, el ciclo térmico

aplicado fue, el precalentamiento a 95°C durante 15 minutos, luego la desnaturalizacién a 94°C
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durante 1 minuto, en la union de los cebadores a 55°C durante 1 minuto, en la elongacion a 72°C
durante 30 minutos y una extension final a 72°C durante 30 minutos; se identificd Salmonella
enteritidis en canales de pollo de la empresa estadounidense Tyson, de la empresa china
Xilingol y de una empresa nacional, también se detectd Salmonella y Escherichia coli en la carne
de pollo; en cuanto a la deteccién de resistencia a los antibiéticos de Salmonella en carne de
pollo, se determind por la presencia del segmento de ADN (878 pb) para cloranfenicol, para
ampicilina 692 pb y para sulfatomicina 293 pb. En otro estudio evaluaron las muestras de carne
(doner de pollo, déner de carne, productos de pollo, ternera y cordero) recolectadas de los
mercados de Izmir y Balikesir, para determinar la presencia de Salmonella spp. y evaluar los
perfiles de resistencia a antibioticos de esta cepa; la presencia de microorganismos en las
muestras se determind por el método Real-Time PCR, las condiciones del ciclo térmico fueron,
95°C en 10 minutos, luego 45 ciclos de 95°C durante 10 segundos, seguido de 60°C en 30
segundos y 72°C durante 1 segundo; se encontrd que seis (27,3 %) de 50 muestras de carne de
pollo cruda estaban contaminadas con Salmonella; el método de difusion de antibidticos en disco
mostré que Salmonella spp. era resistente a penicilina G, sulfametoxazol, eritromicina y

ampicilina (Irkin et al., 2021).


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/wY7Bm
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Figura 12.

Cluster 4 — Campylobacter, PCR, Carne
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Nota. Elaboracion propia (2023)

En este cluster 4, se relacionan estudios en la identificacién de Campylobacter en
muestras de carnes usando PCR. (Syarifah et al., 2020), identificaron las especies de
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli aisladas de carne de pollo utilizando gPCR en
tiempo real, aplicando el siguiente ciclo térmico, 95°C durante 3 minutos, seguida de 40 ciclos
de desnaturalizacion a 95°C durante 3 segundos, luego a 60°C durante 30 segundos y finalizando
a 72°C durante 20 segundos, posteriormente analizaron las diferencias en los patrones de la
curva de fusion de ambas especies; los resultados arrojaron que la prevalencia de Campylobacter
spp. en la carne de pollo era del 61,9%; con respecto a la identificacidn, 23 aislamientos
(41,07%) fueron C. jejuni; 22 (39,29%) C. coli; seis (10,71%) una mezcla entre C. jejuni y C.

coli, y cinco aislamientos (8,93%) fueron Campylobacter spp., todos los aislamientos de C.
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jejuni y C. coli produjeron patrones variados de curvas de fusion. Lo anterior evidencia la
especificidad del ensayo con PCR cuantitativa para cada uno de los aislamientos.

En otro estudio, refieren que la descripcion de la contaminacion bacterioldgica de los
productos carnicos varia en funcion de las condiciones climéticas, el nivel econémico y el
control de calidad; ademas se determind que Campylobacter represent6 el 57% en carne
contaminada de los casos presentados en Australia entre 1995 y 2000 (Whyte et al., 2002;
Zhanabayeva et al., 2021). Seguidamente (Stingl et al., 2021), desarrollaron un método de
viabilidad cuantitativa de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (v-qPCR), optimizado para la
cuantificacion de Campylobacter termofilico spp. para uso practico y un estudio de validacién
completo segun ISO 16140-2:2016, como resultado, lograron validar un ensayo interlaboratorio
y Campylobacter sirvio como organismo modelo, desafiando a las UFC como "estandar de oro™
y podria ayudar en la orientacion para la aceptacion general de los métodos de qPCR de
diferenciacion de vivos/muertos para la deteccion de patogenos transmitidos por los alimentos.

Lazou et al., (2021), abordaron las implicaciones dependientes del método durante la
cuantificacion de células viables de Campylobacter coli en la carne a lo largo del tiempo, se
encontrd que la PCR cuantitativa de monoazida de propidio MA-gPCR, utilizando el siguiente
ciclo térmico 95°C durante 15 minutos, seguido de 45 ciclos en dos fases: (a) 95°C durante 30
segundos y (b) 60°C durante 50 segundos, este proceso supero el recuento de colonias clasico en
términos de cuantificacion de células de C. coli cultivables y viables pero no cultivables
(VBNC), que se generaron con el tiempo en la carne y son potencialmente infecciosas e

igualmente importantes desde una perspectiva de salud pablica como su contrapartes cultivables.
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Conclusiones

En el 2006, 2007 y 2010 se presentaron picos de aumento en la atencion del gremio
académico y cientifico en el tema de BTPAC, esto es causado por la necesidad de validar y
estandarizar técnicas de PCR que permitieran la deteccion de bacterias patdgenas en carnes y
productos derivados, de una manera rapida y confiable. Sin embargo, en los Gltimos afios el
namero de producciones ha disminuido, pero no en comparacion al inicio de los primeros afios
del 2000; lo anterior tal vez, por las nuevas tecnologias de deteccidn de patégenos en alimentos.

Algunos de los paises con mayor consumo anual por persona de carne son los Estados
Unidos (119.4 kg), seguido por Kuwait con (97.5 kg), México (63 kg), Argentina (54.1 kg),
Austria (65.6 kg) y Mongolia (49.3 kg) (Fajardo Rico, 2019), teniendo en cuenta lo anterior se
esperaria que estos paises lideraran la investigacion de la calidad microbioldgica de este
alimento, sin embargo, solo un dato es congruente, puesto que Estados Unidos ocupa el tercer
puesto en produccion cientifica en el tema de BTPAC, el resto de paises no figuran en la lista de
los primeros 10 paises de produccion cientifica.

En paises de América del Sur, segin Scopus y Web Of Science es muy poca la
investigacion que se ha realizado acerca del tema de BTPAC; esto es coherente con el nimero de
Enfermedades Transmitidas por Alimentos que se presenta en paises de Sur América.

Dentro de las cuatro bacterias objeto de este estudio, Salmonella y Listeria
monocytogenes, se destacan por ser las mas estudiadas en carnicos y sus derivados; cabe resaltar
que los genes mas usados en la deteccion de Salmonella typhi son staA y viaB y el gen sopE para
todas las especies de Salmonella; en el caso de Listeria monocytogenes el gen hlyA.

La PCR ha logrado evolucionar desde sus inicios para lograr mejorar sus resultados,

después de la PCR simple o convencional y sus limitaciones al arrojar falsos positivos, se
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desarrollaron otras técnicas como la PCR anidada, PCR Tagman, la PCR mdltiple con gran auge
por permitir la deteccion rapida de varios microorganismos en una sola reaccion, ademas, ha sido
acoplada a otros métodos como a la cromatografia de alta resolucion, ensayos
inmunoenzimaticos (ELISA), separacion por inmunoabsorcion enzimatica, separacion
inmunomagnética, entre otros, cabe resaltar también la PCR en tiempo real o cuantitativa la cual
permite monitorear las amplificaciones a lo largo de la reaccion aumentando asi la confiabilidad
del resultado; por supuesto no se puede dejar de mencionar a la PCR de tercera generacion, la
PCR droplet digital que ha causado impacto por la cuantificacion con precision de objetivos en
cantidades muy reducidas, caracteristico de bacterias patdgenas presentes en la matriz carne; a
pesar de la aparicion de nuevas tecnologias en la identificacion de bacterias patdgenas en
alimentos, esta técnica sigue vigente y evolucionando, para cumplir con las necesidades de la
inocuidad alimentaria.

Segun los articulos cientificos verificados hasta el 2022, esta es la primera investigacion
de revision bibliografica y bibliométrica sobre BTPAC, la cual ha implementado el programa R
studio, con el proposito de estudiar la produccion cientifica en este tema. Este estudio, ayudo la
revision de una red que detalla la conexion de 168 articulos cientificos durante 23 afios,
alcanzando a escoger los documentos hegemonicos, de estructura y publicaciones recientes, estos
son de relevancia porque facilitd detectar las preferencias de investigacion de estudio en este
tema; transformandose en tendencia para la investigacion del desarrollo y la actualidad sobre
BTPAC.

Para terminar, el analisis bibliografico presentado en esta monografia muestra algunas
restricciones; 1) la indagacion se desarrollé en Web of Science y Scopus, como producto los

documentos que no se enlisten en este banco de datos, se excluyeron de este estudio. 2), las
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pautas de busqueda para BTPAC, quizas represente algunas limitaciones, ya que puede excluir
términos claves referenciados a BTPAC. Para siguientes investigaciones se sugiere profundizar

en esta tematica, ademas, de adentrarse en las diferentes tendencias propuestas.
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A continuacion, se recomiendan temas para futuros estudios relacionados a BTPAC (Ver

Tabla 6).

Tabla 6. Perspectivas

Perspectiva

Tema

Referencia

Escherichia coli, PCR,
Carne

El ensayo de mPCR
combinado con
enriquecimiento en mMSEB
(medio de enriquecimiento
simultaneo modificado) para
detectar ~ simultaneamente
STEC, L. monocytogenes y
Salmonella  spp., debe
probarse y validarse en otras

categorias y tipos de
alimentos estrictamente a
conformidad con las

directrices de la 1SO 16140-
2: 2016

Se requiere seguir
investigando para la
validacion mRTPCR de tubo
Unico basada en EvaGreen
para la deteccion simultanea
de las tres bacterias objetivo
con mas cepas y diferentes
muestras de alimentos.

(Jaroenporn et al., 2022)

(Bundidamorn et al., 2018)

Listeria, PCR, Carne

El método de separacion
inmunomagnética  multiple
(mIMS) y gPCR multiplex
revelo porcentajes de
sensibilidad, especificidad y
precision del 100%, 98,1% y
98,5%, respectivamente,
recomendando utilizar IMB
(perlas  inmunomagnéticas
especificas de bacterias) de

(Fan et al., 2022)
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tamafio micro (180, 300 y
600 nm) para evaluar
muestras con una matriz
compleja,  particularmente
aquellas  con un gran
volumen y una viscosidad
relativamente alta

El procedimiento de lisis de
la matriz utilizando un
tampdn de lisis (1 M MgCI2
y 50 mM Tris pH 7.6)
combinado con PCR en
tiempo real se presenta a la
industria alimentaria como
una excelente alternativa
para cuantificar este
patdgeno en muestras de
carne cruda.

(Labrador et al., 2021)

S. typhimurium, PCR en
tiempo real, Carne

Es necesario el estudio la
deteccidn de sustancias, que
inhiban o eliminen los
efectos de los
microorganismos
contaminantes en los
alimentos y en la salud
humana

Seguir  investigando la
ddPCR, para utilizarse en
estudios de rutina,
acompafado de otros
estudios de  validacion
complementarios y asi lograr
reemplazar a la PCR en
tiempo real o utilizarla como
alternativa.

(Zhanabayeva et al., 2021)

(Oz et al., 2020)

Campylobacter, PCR,
Carne

Seguir investigando en la
optimizacién de técnicas
moleculares, '‘como PMA-
gPCR', para lograr una
cuantificacion confiable de
Campylobacter, reduciria
considerablemente los
requisitos en términos de

(Lazou et al., 2021)

69


https://paperpile.com/c/aaO5Pg/SHPCW

tiempo y costo.

Para futuras aplicaciones del
novedoso método v-qPCR y
para la adaptacion de las
consecuencias legales, mas
estudios deben evaluar el
sesgo de subestimaciéon de
CFU dependiendo del tipo de
muestra.

(Stingl et al., 2021)

Nota. Elaboracion propia
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Apéndice A.
Uso de R Studio

Una vez obtenido los resultados de busqueda de las bases de datos utilizadas se

seleccionan en su totalidad y se selecciona la opcion exportar
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En el caso de Scopus, al seleccionar exportar aparecera un cuadro de opciones, las cuales

deberan ser seleccionadas en su totalidad, luego escoger el método de exportacion Bibtex y dar

clic en exportar lo que permitira descargar la “semilla” o conjunto de referencias encontradas.

Después se guardan en el equipo.


http://paperpile.com/b/aaO5Pg/IdC36

86

.o »uy
(<] recamisurade S ]
293 resultados de documentos
= e
L ]
-
& e
-
s 2
s :
+ .
. :
» .
- *
-

En el caso de Web of Science, en la opcion exportar se desplegara una ventana de

opciones, donde se selecciona “Plaint text file”
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Luego se selecciona la totalidad de documentos encontrados y después “full tetx and cite

reference”, finaliza con exportar y al igual que en Scopus se descarga y se guarda en el equipo
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En el buscador se coloca R-Studio Cloud y se selecciona PosidCloud
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Se desplegara una pantalla como se muestra a continuacion

En el recuadro inferior derecho se selecciona la opcion subir “upload” para cargar los
cadigos del con los cuales trabaja R-Studio los cuales son: LICENSE, README, Template
1 mb, Template 1_rmd.

Se selecciona uno a uno los codigos para que el programa lo instale, en la ventana que se

despliega al seleccionar el cddigo se debe dar clic en instalar y esperar a que el proceso termine.

D il AR e

El proceso termina una vez se completa la barra verde.
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El siguiente paso es dar clic en el recuadro superior donde estan las librerias, para esto se

da clic en el boton verde de “play”
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Aparecera un recuadro para confirmar el deseo de instalacion al cual se debe dar clic en
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En el recuadro inferior derecho se cargan las semillas previamente guardadas en el

equipo, utilizando la opcidn cargar “upload”.
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Paso seguido se da play en libreria para cargar las semillas a R- studio y se espera hasta

que termine el cargue.
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En el recuadro que aparece en la parte inferior de “data getting” aparecera un paréntesis

y unas comillas, dentro de las cuales se debera dar clic y escoger la semilla de las bases de dato,

una a la vez.

——

1o oe Table L Zanira ratecia

Luego el software hara la eliminacion de articulos que se encuentren repetidos en ambas

bases de datos, para saber que cantidad de referencias quedaron despues de ese proceso se da clic
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en el boton “play” de Tabla 1. search criterio y aparece el total de articulos con los que R-Studio

va a trabajar.
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Luego se da clic en el “play” del siguiente titulo “Figura 1. Languague”
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El programa arrojara los resultados del porcentaje de documentos publicados en los

diferentes idiomas.
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Se dara clic en el boton play del siguiente cuadro y este mostrara los resultados anteriores

en una grafica de torta.
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Arrojando los resultados de la produccién cientifica por afios.

elaie

) v




Se da clic en el siguiente botdn play para obtener el gréafico de la produccién cientifica

por afios, que permite observar y analizar dichos datos de una manera mas facil.

Luego dar clic en el boton play del titulo “Tabla 2.country produccion”
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Luego dar clic en el boton play del titulo “Tabla 3. author produccién”
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Se mostraran los resultados de los autores con mayor namero de publicaciones

cientificas.

posit Ooud  ® o

Luego dar clic en el boton play del titulo “Tabla 4. Journal produccién”
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Se mostraran los resultados de revistas con mayor niamero de publicaciones cientificas

sobre el tema.
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Luego dar clic en el boton play del titulo “Figura 3. Co-cotitation network”
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Se mostraran los resultados de autores que poseen co-citaciones.
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Luego dar clic en el boton play del titulo “Country collaboration network” y se mostraran

los resultados de la red de colaboracion entre paises.
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Luego dar clic en el boton play del titulo “Figura 4. Tree of science” y se mostraran los

resultados del arbol de la ciencia.
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Luego dar clic en el boton play del titulo “keyword co-citation network™ y se mostraran

los resultados de la red de cocitacion de palabras claves.
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Para ejecutar los “cluster” deberd dar clic en el botdn play, aparecen 4 en los cuales

dar clic en play.

posit Cloud o W f ustancias perfluoroaiquiladas y pollf quilad o>

estudio.

El sistema arrojara los resultados de las principales perspectivas acerca del tema de
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En la parte izquierda de la pantalla aparecera el listado de todos los resultados que arrojé
Rstudio, los cuales deberan ser seleccionados y luego en la opcion de configuraciones se escoge

la opcidn exportar para descargar y guardar.
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