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RESUMEN

En la presente investigacién se calculd el tiempo en que se obtienen
resultados de analisis de Salmonella en muestras de superficies en contacto
directo con los alimentos (zona 1) utilizando la tecnologia gqPCR. Se compararon
los resultados de analisis obtenidos con el método MEMP-gPCR, el método
tradicional BAM y el método rapido RapidChek® SELECT™. Se determiné el
costo de implementacién, el costo de materiales y el costo de andlisis de

Salmonella por muestra para cada una de las metodologias evaluadas.

El estudio se realiz6 en una planta que fabrica premezcla de harinas y
como primer paso se definieron los puntos para la toma de muestra. Para ello, se
identificaron los equipos y utensilios que tienen contacto directo con el producto.
Posteriormente, se procedié con la toma de muestras de superficies utilizando la
técnica de hisopado y estas fueron analizadas siguiendo cada una de las

metodologias.

La metodologia MEMP-gPCR resulté ser la mas rapida para la deteccidn
de Salmonella y los resultados concuerdan con los obtenidos con el método de
referencia. La concordancia de resultados para el método rapido RapidCheck®

SELECT™y el método de referencia no fue aceptable.

Se determind que el costo de implementacion de la tecnologia qPCR es
mayor comparado con las otras dos metodologias, sin embargo, esta diferencia
puede ser compensada por el ahorro que las empresas alimenticias pueden

obtener al reducir costos de almacenaje por retencion de producto a la espera de
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resultados microbiolégicos por lo que se concluye que la industria de alimentos

se veria beneficiada con su implementacion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las plantas de produccién de alimentos listos para consumir realizan
muestreos en superficies de contacto directo (a lo que se le conoce como zona
1), para analisis de deteccién de Salmonella spp. Se requiere de una cantidad de
tiempo especifico para la obtenciéon de los resultados de analisis de dichos

muestreos, y el tiempo depende del método de analisis implementado.

Los métodos de ensayo tradicionales para la deteccion de Salmonella
requieren de multiples medios de cultivo, tiempos minimos de incubacién a

temperaturas controladas y requieren mas de 72 horas para brindar resultados.

Se pueden obtener resultados de Salmonella en 24 horas utilizando
meétodos de ensayo rapidos sin embargo aun es necesario el uso de medios de

cultivo y tiempos de incubacion a temperaturas controladas.

Las plantas de alimentos que no cuentan con ensayos que les permita
obtener resultados de analisis de Salmonella en el menor tiempo posible tienen
la probabilidad de producir grandes cantidades de alimentos potencialmente

contaminados con dicho patdgeno.

Si se realizan analisis de Salmonella en superficies de zona 1 se
recomienda que los alimentos fabricados sean retenidos hasta obtener los
resultados y que los mismos sean satisfactorios. Por lo que tiempos prolongados
en la obtencién de resultados de analisis puede repercutir en costos adicionales

por almacenamiento de producto para la industria de alimentos.
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Las plantas de alimentos que comercializan sus productos sin esperar los
resultados de analisis de superficies de zona 1 pueden ser sometidas a retiros

de producto en evidencia de resultados positivos para Salmonella.

Esto lleva a plantear la pregunta principal de este estudio ¢Podra la
tecnologia qPCR reducir el tiempo de deteccion de Salmonella spp en superficies
de zona 1, con resultados confiables? Para responder a esta interrogante se

deberan contestar las siguientes preguntas auxiliares:

o ¢ En cuanto tiempo se obtienen los resultados de andlisis de Salmonella

con la tecnologia qPCR en superficies de zona 1?

o ¢ Los resultados obtenidos con tecnologia gPCR coincidiran con el método

tradicional BAM y un método rapido?

o ¢, Cual es el costo de implementacion de la tecnologia qPCR, el método

tradicional BAM y un método rapido para la deteccion de Salmonella?
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OBJETIVOS

General

Evaluar la tecnologia qPCR en la reduccion del tiempo de deteccion de

Salmonella spp en superficies de zona 1 (contacto directo).

Especificos

1. Calcular el tiempo en que se obtienen los resultados de analisis de

Salmonella con la tecnologia gPCR en superficies de zona 1.

2. Comparar los resultados obtenidos con tecnologia gPCR con el método

tradicional BAM y un método rapido.

3. Determinar el costo de implementacién de la tecnologia qPCR, el método

tradicional BAM y un método rapido para la deteccion de Salmonella.
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RESUMEN DEL MARCO METODOLOGICO

El presente estudio es de tipo cuantitativo con un alcance descriptivo, se
especifican las caracteristicas del método propuesto para deteccién de
Salmonella y mediante el analisis de datos se compararon con dos métodos de

deteccion utilizados en la industria de alimentos.

Se realizd un disefio de tipo experimental, ya que se hizo una toma de
datos a pequefia escala en muestras de superficies en contacto directo durante

la produccién de un alimento de baja humedad.

La toma de muestra de hisopados de superficies en contacto directo con
los alimentos se realizé durante la fabricacion de una harina para panqueques.
Se tomaron 9 muestras de superficies ubicadas en las areas de mezclado,

llenado y pesado de producto terminado.

Para el analisis microbioldgico se utilizaron las metodologias siguientes:
Método para deteccion de Salmonella segun FDA, capitulo 5 del Bacteriological
Analytical Manual, Método rapido RapidChek® SELECT™ Salmonella Test
System y Método MEMP-qPCR para deteccién de Salmonella. Para cada corrida
de analisis, se incluyé 1 muestra de hisopo estéril como blanco y 2 muestras con

cepas de Salmonella como controles positivos.

Se tabularon los resultados obtenidos por muestra y se determiné el
tiempo total requerido para cada una de las metodologias. Finalmente, se
determiné el costo de implementacion por metodologia, el costo de materiales

requeridos y el costo de deteccion de Salmonella por muestra.
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INTRODUCCION

La implementacion de sistemas de inocuidad, asi como controles
preventivos son indispensables para garantizar la produccion segura de
alimentos. Programas preventivos como el programa de monitoreo ambiental de
patdgenos permite detectar nichos de contaminacion biolégica que pueden poner
en peligro la inocuidad de los alimentos elaborados. Para garantizar que no se
estan comercializando alimentos contaminados con patdgenos es importante
considerar la retencion de producto terminado hasta obtener el resultado de

analisis de superficies en contacto directo con los alimentos.

Debido a la necesidad de optimizacion de procesos muchas veces las
plantas de alimentos no someten a retencién el producto terminado a la espera
de resultados de analisis microbiologico, debido a que esto puede repercutir en
un incremento en el costo de almacenamiento, reduccidon de la vida util de

anaquel, pérdida de oportunidad de venta en mercado, entre otros.

La presente investigacion demuestra que el método MEMP-gPCR reduce
el tiempo en obtencidén de resultados de analisis de Salmonella en superficies de
contacto directo con los alimentos con un nivel de efectivad comparable a un
método de referencia, logrando asi beneficiar a las industrias de alimentos que

buscan liberar sus productos de forma rapida.

Por medio de hisopado de superficies se analizd la presencia de
Salmonella en superficies de zona 1 utilizando las metodologias MEMP-qPCR,
BAM. Capitulo 5 y RapidCheck® SELECT™. Se determind el tiempo en que se

obtienen resultados con cada metodologia, los resultados obtenidos fueron
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comparados con el método de referencia y se calcul6 el costo de implementacién

de cada una de las metodologias.

En el capitulo 1 se presenta el marco tedrico de la investigacion que
incluye los antecedentes de esta. En el capitulo 2, se detalla el procedimiento de
muestreo, el proceso de analisis de Salmonella, el tiempo que se obtuvieron los
resultados, el analisis comparativo de estos, asi como el costo de implementacion

para cada metodologia evaluada.
En el capitulo 3, se presenta los resultados obtenidos en la investigacion

y su discusion se presenta en el capitulo 4. Al final, se presentan las conclusiones

y recomendaciones de esta investigacion.

XX



1. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

En Guatemala, se encontraron estudios sobre la tecnologia qPCR, en la
deteccion de contaminaciéon de diferentes microorganismos, incluyendo

Salmonella spp. A continuacion, las publicaciones mas sobresalientes.

En la publicacion Desarrollo de un PCR multiplex para identificar las
principales Escherichia coli causantes de diarrea infantil en Guatemala, Torres
(2011), propone el uso de la tecnologia PCR para la deteccidon de Escherichia
Coli. El método desarrollado utiliza un enfoque multiplex para la deteccion y
diferenciacion simultanea de 4 variantes de E. coli. Sus resultados demostraron
el desarrollo exitoso de un ensayo PCR multiplex que permite la identificacion y
diferenciacion simultanea de diferentes genes de E. coli en muestras de heces

diarreicas.

Alvarez (2013) en su trabajo de graduacién Validacién de dos métodos
para la deteccion de Salmonella spp. en embutidos artesanales, distribuidos en
mercados municipales del Departamento de Guatemala indica que, en el afo
2000, se encontraba entre las principales causantes de enfermedades
transmitidas por alimentos. Sus resultados muestran que los 2 métodos referidos
reflejaron una sensibilidad del 100 % y especificidad del 98.59 % al compararlos

con el método referido por el BAM para la determinacion de Salmonella spp.



En otros paises se encontraron aplicaciones de la tecnologia PCR para la
deteccidon de Salmonella spp en alimentos. A continuacion, se presentan las mas

destacadas.

Gbémez, Silva, Salva y Elias (2019), utilizaron el método qPCR para
evaluar la contaminacién en carne de llama. Sus resultados demuestran que, de
32 muestras de carne de llama, el 53.13 % fueron positivas para Salmonella spp.
Asi mismo, la metodologia qPCR fue utilizada para confirmar la presencia o

ausencia de células de Salmonella en las muestras evaluadas.

La publicacion Técnicas moleculares para la deteccion e identificacion de
patégenos en alimentos: Ventajas y Limitaciones, por Palomino y Gonzalez
(2014), evalua las ventajas del uso de técnicas de diagndstico molecular
incluyendo la PCR. Su publicacion concluye que las técnicas de diagndstico
molecular representan una alternativa prometedora en el campo de los alimentos,
debido a su rapidez, elevada sensibilidad y eficiencia para la deteccion temprana

de microorganismos patdégenos.

Ventura, Parra, Toledo y Girén (2017), evaluaron la presencia de
Salmonella spp por gPCR en carne de res procedente de rastros tipo inspeccion
federal y no procedente de dichos rastros. Los resultados muestran que fue
posible la detecciéon de Salmonella por medio del uso de PCR tiempo real, en
donde el 100 % de las muestras colectadas en locales populares de

abastecimiento de carne dieron positivo para dicho patégeno.

En la publicacion Comparison of Real-Time PCR, Reverse Transcriptase
Real-Time PCR, Loop-Mediated Isothermal Amplification, and the FDA
Conventional Microbiological Method for the Detection of Salmonella spp. in

Produce, Zhang, Brown y Gonzalez (2011), compararon la tecnologia qPCR



contra el método convencional de microbiologia de la FDA para la deteccion de
Salmonella spp en vegetales. Los resultados reflejaron que la eficiencia del
método qPCR fue equivalente al método convencional al obtener resultados
negativos en todas las muestras control evaluadas (no inoculadas) y detectar la
presencia de Salmonella en muestras de vegetales con diferentes niveles de
inoculacion (10%y < 10" UFC/25 g).

1.2. Generalidades de Salmonella

El objetivo de este capitulo es introducir al lector en aspectos generales

del patdgeno Salmonella y algunos métodos de deteccion.

1.2.1. Caracteristicas

El género Salmonella se encuentra integrado por bacilos Gram negativos,
no esporulados pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Son de igual
forma anaerobios facultativos con flagelos peritricos que le dan movilidad. Los
parametros de entorno para su crecimiento ideal son: Temperatura de 35 °C - 37
°C, pH 6.5 - 7.5 y actividad de agua de 0.94 - 0.99. Su crecimiento es inhibido a
temperaturas menores a los 7 °C, pH menor a 3.8 y actividad de agua menor a

0.94. (Gonzalez, Pereira, Soto, Hernandez y Villarreal, 2014)

Para Hammack (2012), la Salmonella se encuentra ampliamente dispersa
en la naturaleza. Puede colonizar el tracto intestinal de los vertebrados, incluidos
el ganado, la vida silvestre, las mascotas domésticas y los humanos, y también
puede vivir en entornos como los sedimentos de agua de estanques. Se transmite
por via fecal-oral y por contacto con agua contaminada. Puede, por ejemplo,

contaminar la carne, el agua de riego de la granja (contaminando asi los



productos en el campo), el suelo e insectos, equipo de fabrica, manos y

superficies y utensilios de cocina.

En anos anteriores, la Salmonella era asociada unicamente a productos
de origen animal, sin embargo, en afos recientes se han reportado brotes en
productos vegetales frescos. En los ultimos afios también se han tenido brotes
asociados con Salmonella en productos de baja humedad como las harinas y
especias. Los ejemplos mas comunes de alimentos asociados con la
Salmonelosis incluyen carnes, aves, huevos, leche y productos lacteos, pescado,

camarones, especias, chocolate, mantequilla de mani, cacao, frutas y verduras
1.2.2. Clasificaciéon
“El género Salmonella se clasifica en dos grupos o especies: Salmonella
Bongori y Salmonella Entérica, esta ultima compuesta por 6 subespecies”

(Grimont y Weill, 2007, p. 6). Las cuales se describen en la tabla |.

Tabla I. Salmonella especies, subespecies, serotipos y su habitat

Numero de
Especie y subespecie

serotipos dentro Habitat
de Salmonella (S.)

de la especie

S. entérica subsp. Entérica () 1,531 Animales de sangre caliente

o Animales de sangre fria vy
S. entérica subsp. salamae (Il) 505 .

caliente

S. entérica subsp. arizonae 99 Animales de sangre fria vy
(Ina) caliente
S. entérica subsp. diarizonae 336 Animales de sangre fria y
(INb) caliente




Continuacion tabla |I.

S. entérica subsp. diarizonae 73 Animales de sangre fria y
(llb) caliente
_ o Animales de sangre fria y
S. entérica subsp. indica (VI) 13 _
caliente
o o Animales de sangre fria y
S. entérica subsp. indica (VI) 22 _
caliente
Total 2,579

Fuente: Grimont y Weill (2007). Antigenic Formulae of the Salmonella Serovars.

1.2.3. Patogenicidad

Segun Sakugawa, et al., (2008), la Salmonella spp, es conocido como uno
de los causantes mas comunes de brotes de intoxicaciones alimentarias que
afecta a varios paises incluyendo a los desarrollados como los que se encuentran
en vias de desarrollo. Se ha visto que estos brotes pueden causar sobrepoblacién
en la red hospitalaria debido a la irregularidad de su sintomatologia que lleva
muchas veces a un mal diagndstico. Gran parte de serotipos de este género
causan enfermedades en el ser humano, con diferencias en la sintomatologia
como resultado de la variacion en el mecanismo de patogenicidad, ademas de la

edad y la respuesta inmune del paciente.

De acuerdo con el serotipo implicado, la Salmonella puede causar dos
tipos de enfermedades, la fiebre tifoidea, causada por los serotipos Salmonella
Typhiy Salmonella Paratyphi'y la Salmonelosis no tifoidea, causada por setoripos
distintos a Salmonella Typhiy Salmonella Paratyphi. De las dos, la mas seria es
la fiebre tifoidea ya que presenta un nivel mas alto de mortalidad que la

salmonelosis no tifoidea. (Hammack, 2012)



Los brotes de enfermedades causadas por Salmonella se encuentran
asociados a contaminacion cruzada de alimentos crudos con cocidos,
temperatura de coccion no adecuada, asi como temperaturas de

almacenamiento inadecuadas. (Carrasco, Morales y Garcia, 2012)

No se ha determinado la dosis infecciosa especifica ya que la misma
depende de la especie de Salmonella, el serovar y del alimento en la que se
encuentra presente. La dosis infecciosa puede variar entre 103 y 106 UFC/g de
alimento para algunas especies, y entre 10° y 10" UFC/g para otras, en las que
al estar presente desencadena la sintomatologia general (diarreas, escalofrios,
dolores abdominales, nauseas y vomitos). “Sin embargo, otros autores relatan
haber constatado, a través de estudios epidemiologicos, que Salmonella
typhimurium fagotipo 10 puede presentar dosis infectivas de solamente una
célula” (Alvarez, 2013, p. 8).

1.2.4. Prevencion y control

Codex Alimentarius (2018) indica que:

La implementacion de un programa de vigilancia ambiental es una
herramienta importante para la prevencion y control de Salmonella en las
plantas procesadoras de alimentos, en especial las plantas que procesan
alimentos con baja humedad. El programa debe incluir el muestreo y
analisis de superficies en contacto y no contacto con los alimentos. Estas
actividades son criticas para comprobar que las medidas de control de la

instalacion son efectivas. (p. 11)

La implementacién de sistemas que controlen y garanticen la inocuidad de

los alimentos desde la seleccidn de materias primas, proveedores, areas



de elaboracion adecuadas, manejo adecuado de producto terminado,
todos enfocados en la prevencion de contaminacidén por microorganismos
en especial los patdogenos, los cuales no solo pueden alterar las
propiedades sensoriales de los alimentos, sino que pueden causar
enfermedades a los consumidores. Al mismo tiempo, es importante
considerar las pérdidas econdémicas que representa la industria de
alimentos por la eliminacion de un producto contaminado. (Robledo, 2015,
p. 22)

Segun Carrasco et. al., (2012), la principal causa de contaminacion de
Salmonella en los alimentos de baja humedad es la contaminacién cruzada o
recontaminacion originada por malas practicas de saneamiento y de personal,
instalaciones deficientes, disefio no adecuado de los equipos y el mantenimiento

deficiente de los equipos e instalaciones.

En la industria de alimentos de baja humedad, el control de Salmonella es
uno de los mayores retos. Se han publicado documentos que sugieren elementos

de control para la prevencién de contaminacién por Salmonella, como lo son:

o Prevenir el ingreso a las instalaciones de proceso

o Incrementar las buenas practicas de personal

o Disefio de equipos con la aplicacion de principios higiénicos

° Prevencion y reduccién de nichos que propicia el crecimiento de

patdgenos en la instalacion

o Desarrollo e implementacion de programas para el control de materias
primas / ingredientes

o Validacién de todas las medidas de control y prevencion de Salmonella

o Implementacion de procedimientos de verificacion de los controles vy

documentacién de acciones correctivas.
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1.3. Métodos de deteccion de Salmonella spp

En los siguientes apartados se mencionan los métodos de referencia mas

utilizados en la industria de alimentos para deteccién de Salmonella.

1.3.1. Caracteristicas

Los métodos para la detecciéon de Salmonella no se enfocan en la
cuantificacion de la bacteria sino a su deteccién cualitativa, determinando
si esta presente o ausente en las muestras analizadas. La deteccion se
realiza utilizando medios de cultivo selectivos. (Gonzalez et. al., 2014, p.
75)

Si bien existen varios métodos relativamente sencillos para la
recuperacion de células bacterianas no lesionadas, no se puede decir lo
mismo de las células con lesiones subletales que sobreviven a un
tratamiento de procesamiento. Se necesitan métodos mas sensibles para
la recuperacién de las células de Salmonella dafiadas, especialmente de
alimentos secos o con poca humedad. Factores, incluida la eliminacién de
oxigeno, la rehidratacion gradual, el enriquecimiento del caldo, los medios
de cultivo en placa, el tiempo y la temperatura de incubacion y la adicion
de solutos (es decir, glicerol, glucosa) pueden contribuir a una mejor
recuperacion de las células dafiadas por calor o desecacion. (Podolak,
Enache, Stone, Black y Elliott, 2010, p. 192)



1.3.2. Determinacion de Salmonella spp segun el método
FDA/CFSAN, BAM capitulo 5

La administracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos de
América (FDA por sus siglas en inglés), es la entidad responsable de
proteger la salud publica asegurando que los alimentos sean seguros,
saludables, sanitarios y estén debidamente etiquetados. Se exceptuan los
productos carnicos, aves de corral y algunos productos de huevo, los
cuales son regulados por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos de América. (U.S. Food and Drug Administration, 2018, parr. 1)

El método menciona el mantenimiento del hisopo con que se tomo la
muestra de superficie utilizando un medio neutralizante, suficiente para cubrir
todo el hisopo. El transporte hacia el laboratorio se debe realizar utilizando
medios que garanticen mantener fria la muestra. Si las muestras no son
procesadas de manera inmediata se pueden mantener en refrigeracion en un
rango de temperatura de 4 + 2 °C y el analisis se debe realizar en menos de 48
horas posterior a la toma de la muestra. El procedimiento incluye las etapas de
enriquecimiento no selectivo o preenriquecimiento, enriquecimiento selectivo e
identificacién utilizando placas con agar selectivo. (U.S. Food and Drug
Administration, 2018)

El preenriquecimiento tiene como objetivo recuperar células dafadas por
diferentes condiciones de manejo y/o almacenamiento del alimento o superficie
previo al analisis. Altas temperaturas, presencia de desinfectantes, elevada
presion osmatica y presencia de preservantes son algunos factores que pueden

danar las células de Salmonella (Gonzalez et. al., 2014).



La funcién de la etapa de enriquecimiento selectivo es de proveer los
nutrientes necesarios para el crecimiento selectivo de Salmonella inhibiendo al
mismo tiempo el crecimiento de otros microorganismos que compiten bajo el
mismo medio. El efecto de inhibicion se puede propiciar al incubar las muestras
en el rango de temperatura mas adecuado. Para muestras con baja carga
microbiana se recomienda una temperatura de incubacion de 35 °C mientras que
para muestras con alta carga microbiana se recomienda incubar a una

temperatura de 43 °C.

Segun Gonzalez et. al. (2014), los medios de cultivo selectivos contienen
componentes que brindan condiciones especiales para incrementar la tasa de
crecimiento de Salmonella, como, por ejemplo, el tetrationato contenido en el
caldo bilis tetrationato verde brillante inhibe el crecimiento de bacterias
intestinales como los coliformes y el verde brillante inhiben el desarrollo de

bacterias grampositivas.

El aislamiento e identificacién en placas con agar selectivo de igual forma
inhiben el crecimiento de otros microorganismos y contienen indicadores que
colorean las bacterias por medio de reacciones bioquimicas y por consiguiente
se pueden diferenciar las unidades formadoras de colonia (UFC) que crezcan en

la placa.

1.4. Métodos de deteccion de Salmonella spp

Los métodos seroldgicos brindan una solucion rapida en la deteccién de

Salmonella en alimentos y superficies, en los siguientes apartados se detallan las

caracteristicas y sus ventajas.
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1.4.1. Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

El ensayo ELISA utiliza como sus siglas lo indican una enzima como
marcador para mediar la formaciéon de complejos antigeno-anticuerpo.
Casi todas las pruebas ELISA son ensayos en fase sdlida en los cuales se
absorbe un antigeno o un anticuerpo sobre un soporte sélido. Algunos de
los protocolos se basan en reacciones de enlace competitivo y otras en
reacciones de enlace no competitivo, pero en todas las pruebas ELISA se
requiere de un paso de separacion para eliminar el conjugado enzimatico
libre antes de proceder a determinar la cantidad de conjugado enzimatico
enlazado. Para lo cual se anade sustrato enzimatico y se mide la reaccién

catalitica entre la enzima y el sustrato. (Guzman, 2004, p. 48)

Para Guzman (2004):

Por sus caracteristicas cataliticas las enzimas son marcadores muy
sensibles y versatiles. Una sola proteina enzimatica puede transformar en
algunos minutos gran numero de moléculas de sustrato en una cantidad
igualmente abundante de producto final, produciendo un cambio de color

amplificado y que se detecta con facilidad.

La prueba ELISA se basa en varias teorias: primero el antigeno y
anticuerpo pueden enlazarse a una superficie portadora insoluble y retener
su reactividad inmunolégica; segundo, las enzimas tienen actividad
especifica alta y convierten una cantidad relativamente grande de sustrato
en producto detectable, lo que permite detectar concentraciones muy
bajas del ligando; tercero, la actividad enzimatica o reactividad

inmunoldgica de los conjugados se preserva y permanece estable durante
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el analisis y el almacenamiento; y cuarta, las enzimas no estan presentes

en el liquido bioldgico que se va a analizar. (p. 48)

1.4.2. Ensayo de flujo lateral

El principio detras de los ensayos de flujo lateral (LFA) es simple, una
muestra liquida (o su extracto) que contiene el analito de interés se mueve
sin la ayuda de fuerzas externas (accion capilar) a través de varias zonas
de tiras poliméricas, sobre las cuales se unen moléculas que pueden
interactuar con el analito. Una tira de prueba de flujo lateral tipica consiste
en membranas superpuestas que estan montadas en una tarjeta de

respaldo para una mejor estabilidad y manejo.

La muestra se aplica en un extremo de la tira, sobre la almohadilla
de muestra absorbente, que esta impregnada con sales y tensioactivos
que hacen que la muestra sea adecuada para interactuar con el sistema
de deteccion. La almohadilla de muestra asegura que el analizador
presente en la muestra sera capaz de unirse a los reactivos de captura de
conjugados y en la membrana. La muestra va migrando a través de la
almohadilla de liberacion conjugada, que contiene anticuerpos que son
especificos del analizador objetivo y se conjugan con particulas
coloreadas o fluorescentes, mas comunmente microesferas de oro

coloidal.

La muestra, junto con el anticuerpo conjugado unido al analito
diana, se mueve a lo largo de la tira hacia la zona de deteccion. Se trata
de una membrana porosa (normalmente compuesta de nitrocelulosa) con

componentes biolégicos especificos (en su mayoria anticuerpos o

12



antigenos) inmovilizados en lineas. Su funcion es reaccionar con el analito

unido al anticuerpo conjugado.

El reconocimiento de los analisis de muestra da como resultado una
linea de prueba en la zona asignada como prueba, mientras que una linea
en la zona asignada como de control indica el flujo de liquido adecuado a
través de la tira. La lectura, representada por las lineas que aparecen con
diferentes intensidades, se puede desafiar visualmente o con un lector
dedicado. Para analizar varios analitos simultaneamente en las mismas
condiciones, se pueden inmovilizar lineas de prueba adicionales de

anticuerpos especificos para diferentes analitos en un formato de matriz.
(p. 112)

1.5. Métodos basados en acidos nucleicos

Los métodos moleculares basados en acidos nucleicos han sido aplicados
en la industria de alimentos con éxito debido al nivel de sensibilidad comparado
con métodos tradicionales de ensayo. En los siguientes apartados se mencionan

dos métodos de comun aplicacion en la industria de alimentos.
1.5.1. Reaccion en cadena de la polimerasa
Para Palomino y Gonzalez (2014):
La PCR o reaccion en cadena de la polimerasa, asi como como la reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) tienen como objetivo la

multiplicacion de uno o varios segmentos de ADN por la accion de una

enzima ADN polimerasa. Una de las técnicas de diagnostico mas utilizada
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ya que se pueden desarrollar protocolos sencillos y de facil uso para los

usuarios.

La literatura reciente reporta un numero significativo de técnicas
moleculares, alternativas, sensibles y selectivas para la deteccion,
enumeracion e identificacion de microorganismos patégenos en alimentos,
siendo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) la plataforma mas
popular, mientras que la secuenciacién de alto rendimiento se perfila como

una técnica de gran aplicabilidad a futuro. (p. 535)

1.5.2. Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)

Debido al alto costo del sistema de PCR (Termociclador, camara de
electroforesis, sistema de fotodocumentacion, entre otros.) y la
contaminacion por arrastre asociada con la mala manipulacién y uso de
los reactivos antes y después de la amplificacion, surgié una nueva
tecnologia de PCR que emplea fluorémetros/fotometros para la deteccion
de amplicones fluorescentes denominada PCR en tiempo real (QPCR).
Este nuevo desarrollo tecnoldgico eliminé la contaminacion por arrastre al
desarrollar toda la reaccion y cuantificacion en el tubo de PCR sin

necesidad de abrirse. (Gonzalez et. al., 2014, p. 84)

Aunque la PCR en tiempo real elimin6 la contaminacion por arrastre, el
principal inconveniente de este método es que detecta la acumulacién de
productos de PCR tanto especificos como no especificos. Este
inconveniente se soluciona empleando sondas marcadas con
fluorocromos que detectan especificamente el producto deseado, entre las
mas conocidas estan las sondas TAQMAN y las sondas moleculares
Beacon. (Maurer, 2011, p. 262)
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1.6. Monitoreo de Salmonella en superficies

Cuando existe retencion de bacterias en superficies de contacto con los
alimentos se incrementa el riesgo de contaminacién cruzada de estos
microorganismos con los alimentos. En bajas humedades o superficies secas, se
ha considerado que el riesgo de contaminacién es bajo ya que la supervivencia
de bacterias es reducida. Sin embargo, algunas bacterias como la Salmonella
pueden sobrevivir en superficies bajo condiciones de baja humedad por un

tiempo prolongado. (Kusumaningrum, Riboldi, Hazeleger y Hazeleger, 2003)

El modo de supervivencia mas comun de las bacterias es la formacion de
biofilms, el cual es bien conocido ya que protege a las bacterias de condiciones
ambientales adversas como lo son los sanitizantes durante la limpieza. (Reuter,
Mallet, Pearson y Van, 2010)

Para estos autores el riesgo de una infeccion causada por contaminacion
cruzada es directamente proporcional al nivel de contaminacién de la superficie.
Salmonella enteritidis puede estar presente y viable en superficies de acero
inoxidable aun inclusive luego de varias horas o dias posterior a su contaminacion

dependiendo del nivel de inoculacion inicial presente en la superficie.

El enfoque principal en el monitoreo, no solo de Salmonella sino de
cualquier patégeno, en superficies de contacto con los alimentos debe estar
basado hacia la prevencion proactiva de cualquier posible contaminacién que se
pudiera dar en los alimentos que se estan procesando. Para lograr esto, el
disefio, implementacion y mantenimiento de un programa de monitoreo ambiental

es indispensable.

15



1.6.1. Programa de monitoreo ambiental en plantas de alimentos

de baja humedad

Debido a que se encuentra en muchos ambientes, es muy comun detectar
presencia de Salmonella en productos crudos, sin embargo, estudios han
demostrado que esta bacteria es capaz de sobrevivir también en alimentos de

baja humedad y piensos por largos intervalos de tiempo. (Podolak et al., 2010)

El objetivo del plan de un plan de monitoreo debe establecerse antes de
ser definido este. Cuando asegurar la inocuidad de los alimentos es el principal
objetivo del plan de monitoreo sera mas facil lograr definir los puntos de
muestreo. Posterior a ello, se puede determinar el rigor del plan de muestreo con
los criterios de aceptacién y rechazo. Cuando se define el plan de muestreo se
deben tomar en cuenta la fuente potencial del problema y la poblacion a
muestrear. También es importante considerar la herramienta o método adecuado

para la recoleccidn de las muestras, asi como el método de analisis.

Varios autores reportan que la reduccion en la actividad del agua tiene un
efecto protector frente a la inactivacion de Salmonella en diferentes
productos alimenticios, como mezcla para pasteles, mantequilla de mani,
chocolate, jarabe de chocolate, leche desnatada, sopa de cebolla, harina,
chips de calamar deshidratado, leche deshidratada. y cacao en polvo. Si
bien la actividad del agua es un factor de control importante del crecimiento
y la supervivencia microbianos, otros factores como la composicion del
medio (es decir, los solutos utilizados para disminuir la actividad del agua)
o la distribucion microscopica de aire y agua en los alimentos, puede ser
tan o mas importante como la actividad del agua en si. (Podolak et. al.,
2010, p. 1924)
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1.6.2. Zonificacién y muestreo

Para Beuchat, et al., (2012)

La verificacion de la efectividad de la zonificacion en plantas que producen
alimentos de baja actividad de agua puede lograrse mediante
observaciones obtenidas por analisis ambientales. Para que el programa
sea mas eficaz, se deben identificar los sitios de muestreo criticos y los
patdbgenos de interés. Esto requiere un conocimiento detallado del
producto y el proceso, asi como una zonificacién detallada en la fabrica,

antes de establecer un plan de muestreo significativo.

Dependiendo del tipo de produccion, el muestreo puede enfocarse
en las zonas de higiene basica y media donde es mas probable que se
detecte al ingresar por primera vez a la instalacién, mejorando asi la
vigilancia proactiva. El muestreo en la zona de alta higiene confirma la
relevancia del programa de monitoreo, pero no es el area para enfocar la
investigacion cuando la presion ambiental se limita a areas menos criticas.
Si un patégeno se encuentra en multiples ubicaciones, se recomiendan
meétodos de tipificacion molecular para determinar el nivel de parentesco.
(p- 166)

Para Masri (2013), el plan de monitoreo ambiental se debe disefar para

optimizar la deteccion y control de microorganismos patdégenos. El plan de

monitoreo debera considerar la inclusién de informacién con respecto a cantidad

de muestras, puntos de muestreo, cantidad de muestras, metodologia de analisis

entre otras. Es indispensable controlar cualquier condicion que puede generar la

creacion de biopeliculas asi mismo es importante considerar. Un programa

eficiente que pueda detectar cualquier contaminacion patégena de manera
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oportuna, evaluacién a corto plazo de los resultados y revision de tendencias y
resultados a largo plazo como por ejemplo datos con frecuencia trimestral o
anual. Una forma de disefiar un programa de muestreo ambiental es dividir la

linea de proceso por zonas.

° Zona 1: todas aquellas superficies que tienen contacto directo con los
alimentos.
o Zona 2: area de no contacto con los alimentos pero que es la mas proxima

a los mismos, la cual puede incluir, equipos cercanos, ventiladores,

herramientas, entre otras.

o Zona 3: area de no contacto con los alimentos mas lejana de la zona 2.

Estas pueden ser: pisos, paredes, drenajes, pediluvios, entre otros.

o Zona 4: son areas y equipos lejanos al area de proceso, como pasillos,

zonas de ingreso, bafios, entre otros.
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Figura 1. Zonificacién para monitoreo ambiental

ZONA 4
vestuarios, cafeteria, pasillos,
depdsitos, muelles de carga

ZONA 3

teléfonos, carretillas de mano,
paredes, piso, alcantarillas

ZONA 2
superficies en donde no haya contacto con
el producto y estén cercanos al producto
(exterior de equipos, enfriadores,
armazones, bastidores de equipos)

ZONA 1
Superficies que estén en
contacto con el producto

(rebanadoras, transportadores,
peladores, mesas para pelar,
utensilios, estantes, mesas de

trabajo, manos de los
empleados, cortadoras en
dados, bombas)

Fuente: Aimond Board of California [ABC] (2007). Pathogen Environmental Monitoring.
Consultado el 25 de mayo de 2021. Recuperado de https://www.almonds.com/almond-

industry/processors-and-suppliers/processing-safe-product/pem.

Posterior a que las zonas de muestreo fueron debidamente identificadas,
se debe implementar un programa de muestreo. Inicialmente se sugiere realizar
un estudio intensivo con el objetivo de identificar nichos en donde se pueda
encontrar el patégeno objetivo. En esta fase inicial, adicional a la cantidad de
muestras, el muestreo se debe realizar de manera frecuente para confirmar la

ausencia del patégeno. Es importante incluir como criterio la experiencia del

19



equipo de inocuidad, asi como de expertos investigadores incluidos en el
desarrollo del programa. Se debe considerar planes de muestreo que incluya no
menos de 25 muestras 0 mas por cada zona al inicio de la implementacion del
programa. Es muy importante considerar la inclusién de otros microorganismos

como enterobacterias u otros indicadores adicionales a la Salmonella.

Tabla Il. Frecuencia y nimero de muestras por zona
Analisis Frecuencia de Cantidad de
Zona
microbiolégico muestreo muestras
| Salmonella Semanal Segun la linea
1] Salmonella Semanal 10-15
1" Salmonella Semanal 10-15
v Salmonella Mensual 5-10

Fuente: Aimond Board of California [ABC] (2007). Pathogen Environmental Monitoring.
Consultado el 25 de mayo de 2021. Recuperado de https://www.almonds.com/almond-

industry/processors-and-suppliers/processing-safe-product/pem.

1.6.3. Acciones correctivas basadas en los resultados de analisis

Es muy importante documentar las acciones correctivas que se deben
implementar en caso de detectar la presencia de Salmonella para cada muestra
y zona. Para muestras tomadas en zona 1 es importante considerar la retencién
del lote producto terminado elaborado en el mismo periodo de tiempo en que fue

realizado el muestreo:

o Para la zona 1, las acciones correctivas deben incluir la disposicion del

producto. No se recomienda realizar pruebas microbiolégicas al producto
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terminado como criterio para la liberacién del producto. El paro de
actividades de produccion de alimentos y realizar actividades de limpieza
de choque es recomendado. La toma de muestras adicionales para
analisis microbiolégico es importante para verificar que la accion correctiva

fue aplicada de forma correcta.

o Para zona 2, se debe incluir como accidén correctiva la aplicacién de
limpiezas de choque y el incremento de muestras para analisis
microbiologico. El equipo de inocuidad debe establecer el criterio

adecuado para definir la disposicién del producto elaborado.

Para zona 3 y 4, el equipo de inocuidad debe establecer acciones
correctivas a implementar en el caso de detectar Salmonella. Cada
hallazgo debe atenderse con la misma prioridad que un hallazgo en las
otras zonas con el objetivo de prevenir el ingreso del patégeno en las

instalaciones de procesamiento de alimentos.

Los resultados de analisis por zona deben revisarse acorde a la frecuencia
que defina el equipo de inocuidad. Se debe incorporar un analisis de frecuencia
de hallazgos por punto y por zona como herramienta para detectar nichos que
ayuden a la proliferacién de Salmonella. Asi mismo, se debe revisar cada accion
correctiva implementada en cada caso de manera individual para confirmar que

las mismas siguen siendo efectivas.

“Todas las acciones correctivas, incluidos los resultados de muestras
adicionales, deben ser debidamente documentados. Es muy util tener una hoja
de calculo en computadora para seguir los resultados y documentar acciones
correctivas” (ABC, 2007, p. 38).
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Cuando se tiene una alta frecuencia de hallazgos con relacion a muestras
positivas de Salmonella en superficies, esto es un indicativo que los programas
de saneamiento de la planta no son efectivos y que existe una alta probabilidad
que los alimentos sean contaminados con dicho patdégeno. Por lo anterior, se
deben considerar planes de acciones correctivas inmediatas, incluyendo la
disposiciéon del producto producido cuando se dan eventos de resultados

positivos en muestras de superficies.

Tomando en consideracion que son varios los puntos que son definidos
en un plan de monitoreo de superficies, la seleccion de una herramienta que
permite visualizar e identificar tendencias y puntos de recurrencia es un punto
importante de considerar, asi como la frecuencia en que seran revisados los
resultados por el equipo responsable, todo con el fin de poder implementar las

acciones preventivas o correctivas en caso estas sean necesarias.
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2. DESARROLLO DE LA INVESTIGACION

21. Muestreo y analisis microbioldgico

En el siguiente apartado se detalla como fue realizada la toma de muestras

y el analisis de estas siguiendo cada una de las metodologias evaluadas.

2.1.1. Muestreo

El muestreo se realiz6 en una planta de premezclas durante el proceso de
fabricacion de una base de harina para panqueques. Para la toma de muestras
se utilizé el kit para hisopado MEMP el cual incluye caldo neutralizante y de

recuperacioén (NRB), el hisopo y la solucién de extraccion.

Las muestras de superficies se recolectaron por medio de hisopo
previamente humedecido con medio NRB cubriendo un area aproximada de 1 x
1 pulgadas. Posteriormente los hisopos se colocaron dentro de los tubos con

solucién de extraccion tal como se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Toma de muestras de superficie

Sa hidratd el hisopo
con la solucion NRB

El hisopo se colocd dantro de la
solucién de extraccion

Se realizd el hisopado de
las superficies cubriendo un
area de 1°x1"

Fuente: AFD (2019). Inserto del kit MEMP Salmonella.

Se realizé el hisopado en 9 superficies de equipos y utensilios en contacto
directo con la base para panqueques (zona 1) las cuales se encontraban
ubicadas en las areas de proceso de mezclado, llenado, pesado y empaque.
Posteriormente las muestras fueron trasladadas al laboratorio de analisis
fisicoquimico y microbiolégico (LAFYM). El traslado de las muestras se realiz
cuidando la cadena de frio desde el punto donde se realiz6 el muestreo hasta el

laboratorio.

Dentro de las muestras evaluadas, se incluyé 1 muestra con solucion de
extraccion estéril como muestra de control o blanco y 2 muestras inoculadas con
colonias de Salmonella como controles positivos, las cuales fueron
proporcionadas por LAFYM. Las 12 muestras fueron homogenizadas y divididas

en 3 partes para su posterior analisis.
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2.1.2. Anadlisis microbiolégico de Salmonella por método BAM,

capitulo 5

El analisis de las muestras por medio de la metodologia BAM fue realizado
y reportado por LAFYM.

2.1.3. Analisis microbiolégico método RapidChek® SELECT™

Salmonella

El analisis de las muestras se llevo a cabo siguiendo las instrucciones
detalladas en el inserto del kit RapidCheck® SELECT™ Salmonella.

Las muestras se incubaron por 18 horas a 42 °C para el enriquecimiento
primario y por 6 horas a 42 °C para el enriquecimiento secundario. Posterior a los
enriquecimientos, se colocaron las tiras reactivas en sus respectivos recipientes
por 10 minutos y se procedidé con la interpretacion de resultados segun se

muestra en la figura 3.
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Figura 3. llustraciéon de resultado positivo / negativo RapidCheck®
SELECT™

& A Siempre debe desarrollarse al menos
una linea, la Linea de control. Una linea
— — roja en esta posicién indica que la tira
esta funcionando correctamente. Si la tira
T et 1 — [ reactiva muestra 2 lineas rojas, la prueba

sk Ling— estd completa y la muestra es positiva
(presencia) para Salmonella.

H Si a los 10 minutos la tira reactiva solo
] - muestra una linea de control claramente
o visible, entonces la muestra es negativa
Negativo . .
" (ausencia) para Salmonella. Si no se
Positivo

desarrolla una linea de control en 10
minutos, la prueba no es valida y debe
repetirse.

Fuente: Romer Labs Technology Inc. (2019). Inserto del kit RapidCheck® SELECT™ Sistema

de Prueba de Salmonella.

2.1.4. Analisis microbiolégico método MEMP-qPCR para detecciéon

de Salmonella

Se procedid con el ensayo molecular MEMP-qgPCR acorde a las
instrucciones del kit. Se colocaron 500 pyL de la muestra dentro del tubo de
centrifuga y se procedié con la lisis a 37 °C por 15 minutos y la lisis a 95 °C por
10 minutos. Posteriormente los tubos se enfriaron a temperatura ambiente por 5
minutos. Se mezclaron 180 pL de buffer de lisis con 20 yL de la muestra lisada.
De esa mezcla se pipeted 20 pL dentro de los tubos de PCR, se taparon y se
colocaron dentro del termociclador gPCR acorde a la plantilla generada en el

Software MyGo Pro y se inici6é con el ensayo.
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En la figura 4 se muestra graficamente el flujo de trabajo utilizado para el
ensayo MEMP-qPCR.

Figura 4. Procedimiento de los ensayos MEMP-qPCR

Lisis de la muestra

Listeria 55°C +2°C _95°C +3°C

Salmonella 37°C £2°C
- 10
min

Temperatura
Ambiente

Corrael
qPCR

@ Negativo Positivo
_’HR W

Fuente: AFD (2019). Inserto del kit MEMP Salmonella.

La interpretacion de resultados se realizé utilizando el software MyGo Pro-

acorde a los criterios establecidos en el inserto del kit MEMP-qPCR Salmonella.

El software analiza cualquier dato de amplificaciéon de ADN y mostrara un
valor Cq para cualquier muestra que se amplifique. Un valor Cq que tenga una
curva sigmoidal tipica o el inicio de la curva se considera positivo 0 presencia
para Salmonella. Cuando no se obtiene un valor Cq, el resultado es negativo o
ausencia para Salmonella siempre que haya un valor Cq presente en el canal
CAL Fluor Red 610 para el IAC (control interno de amplificacién). (AFD, 2019)
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En la figura 5 se ejemplifica un resultado positivo (presencia) y un

resultado negativo (ausencia) para Salmonella utilizando el software MyGo Pro.

Figura 5. Resultados MEMP-qPCR con el software MyGo Pro
L
s i
Ep
W
il H
P et iy i G SOEE == - r.
G ame Ul Tl bl o el ® 0w DLED y i
il B G b i s | + M 4 - [Ep i { S
g | i ] Wi gk | r ] B
Resultado Positivo (Presencia) Resultado Negativo (Ausencia)

Fuente: elaboracion propia, empleando software MyGo Pro.

2.2. Comparativo de métodos de ensayo

En el siguiente apartado se detalla como se determiné el tiempo total de
ensayo, el comparativo de los resultados obtenidos, asi como el costo de

implementacion por metodologia.

En la figura 6 se muestran resumen los pasos realizados para obtener los

resultados de analisis de Salmonella para cada metodologia.
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Figura 6. Procedimiento y toma de tiempo por metodologia

Enriquecimiento Primario | Enriquecimiento Primario | P— e ﬂ@: ke
Caldo Lactosado (24 h) Salmonella Primary (18 h) ©) 4 <4
i 5
S A= @
[ o)
v ) il N )
Enriquecimiento Secundario Enriquecimiento Secundario
RVy TT (24 h) Secondary Media (6 h) J i
n oo BO000080  conergecn M
v v v f.- + T HHHE ey
Ca;lohTT . CalznlohRV : . ::a:: ::l;m,__l R !E_:
R T —
7

Agar XLD | [ Agar HE | Agar BS
24h 24h 24h

‘ Agar‘TSI | Agar LIA i
| 48 h 48 h P—
_-/_—
=S &

Ausencia Presencia

Ausencia Presencia Ausencia Presencia

Fuente: elaboracion propia, empleando software Microsoft Power Point.

2.21. Determinacién del tiempo total por metodologia

Para cada metodologia se anoté la fecha y hora a la que se inicié con los
ensayos (hora inicial) asi como la fecha y hora en que los resultados obtenidos

fueron reportados (hora final). En la tabla Ill se muestran las fechas y horas en

que se realizaron los analisis.
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Tabla lll. Hora inicial y hora final para obtencién de resultados de

Salmonella
Método Fecha y hora inicial Fecha y hora final
FDA-BAM 07/07/2021; 10:00 am 12/07/2021; 12:00 pm
RapidCheck® SELECT™ 07/07/2021; 11:00 am 08/07/2021; 01:00 pm
MEMP-qPCR 07/07/2021; 10:00 am 07/07/2021; 12:00 pm

Fuente: LAFYM (2021). Datos experimentales.

El tiempo total en horas se determind por medio del calculo de la diferencia

entre la hora final y la hora inicial para cada una de las metodologias evaluadas.

2.2.2. Comparacion de resultados

El listado de las muestras evaluadas y los resultados obtenidos por

metodologia se muestran en la tabla IV.

Tabla IV. Resultados analisis de Salmonella
Método FDA-BAM RapidCheck® MEMP-gqPCR
Tolva de Alimentacion Ausencia Ausencia Ausencia
Tolva de llenado Ausencia Ausencia Ausencia
Salida de llenadora Ausencia Ausencia Ausencia
Cucharén de llenadora Ausencia Ausencia Ausencia
Bandeja de rebalse Ausencia Ausencia Ausencia
Cuchardén de rebalse Ausencia Ausencia Ausencia
Tapa #1 de mezcladora Ausencia Ausencia Ausencia
Salida de mezcladora Ausencia Ausencia Ausencia
Tapa #2 de mezcladora Ausencia Ausencia Ausencia
Blanco Ausencia Ausencia Ausencia
Control positivo #1 Presencia Ausencia Presencia
Control positivo #2 Presencia Presencia Presencia

Fuente: LAFYM (2021). Datos experimentales.
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Los resultados obtenidos con la metodologia MEMP-gPCR y el método
rapido RapidChek® SELECT™ fueron comparados con el método de referencia
BAM utilizando tablas de contingencia. Se calcul6 el valor del indice Kappa para
determinar la concordancia de cada uno de los métodos al compararlo con el

método de referencia.

2.2.3. Determinaciéon de costos de implementacion para cada

metodologia

Para determinar el costo de implementacién se enlistaron los equipos

requeridos por metodologia los cuales se detallan en la tabla V.

Tabla V. Costos de equipos necesarios por metodologia
Equipos FDA-BAM RapidCheck® MEMP-qPCR
Tubos de ensayo Q0.25 N/A N/A
Incubadora a 35 °C Q 10,200.00 N/A N/A
Bafio térmico a 49 °C Q 12,500.00 Q 12,500.00 N/A
Autoclave Q 9,000.00 Q 9,000.00 N/A
Frascos para autoclave de 1
L Q 29.17 Q29.17 N/A
Balanza Q 3,200.00 Q 3,200.00 N/A
Probeta de 100 mL Q 175.00 Q 175.00 N/A
Incubador a 42 °C Q 10,200.00 Q 10,200.00 N/A
Refrigerador estandar Q 28,500.00 N/A Q 28,500.00
Pipeta monocanal de 1,000
n Q 850.00 Q 850.00 Q 850.00
Pipeta monocanal de 200
n N/A N/A Q 850.00
Pipeta monocanal de 20 uL N/A N/A Q 850.00
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Continuacion tabla V.

Rack para tubos de 1.5 mL N/A N/A Q 110.00
Rack para tubos de 0.1 mL N/A N/A Q 110.00
Bloque de calentamiento N/A N/A 5,800.00
Q
Termociclador gPCR N/A N/A
230,105.00

Q

Laptop N/A N/A
7,800.00

Fuente: elaboracion propia.

Para determinar el costo por prueba se calcul6 el costo por material en

base al precio y rendimiento cotizado para cada material los cuales se muestran

en la tabla VI.

Tabla VI. Costos de materiales y reactivos por metodologia
Materiales Precio Rendimiento CEEO por

material

Caldo Lactosado 5750% 2.130 Qo0.27
Caldo D/E Q 1,750.00 810 Q2.16
Medio Rappaport-Vassiliadis 500_0% 1,040 Q0.48
Caldo tetrationato 550_0% 600 Q0.92
Agar bismuto sulfito 950_0% 530 Q1.79
Agar xylose lisina desoxycholate 975.0% 500 Q1.95
Agar entérico Hektoen 875.0% 365 Q240
Asa microbioldgica Q 1,000.00 1,000 Q1.00
Cajas Petri Q22.50 50 Q0.45
Bolsas estériles de 18 onzas Q 1,200.00 500 Q 2.40
Tips para pipeta de 1,000 pL Q 96.00 96 Q 1.00
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Continuacion tabla VI.

Kit RapidCheck® SELECT™ Q 50 Q
Salmonella 9,500.00 190.00
. Q Q
Kit MEMP-qPCR para Salmonella 4,000.00 32 12500
Swabbing kit MEMP gPCR Q Q
1,600.00 32 50.00
Tips para pipeta de 200 yL Q 96.00 9 Q1.00
Tips para pipeta de 20 pL Q 96.00 9 Q1.00

Fuente: elaboracion propia.
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3. PRESENTACION DE RESULTADOS

A continuacién, se presentan los resultados que respaldan la presente

investigacién cumpliendo con cada uno de los objetivos planteados:

3.1. Tiempo en obtencion de resultados de Salmonella por metodologia

En la tabla VIl se muestra el tiempo total en horas requerido para la

obtencion de resultados para cada metodologia evaluada.

Tabla VIl.  Tiempo total para obtencion de resultados de Salmonella
Método Tiempo total
FDA-BAM 122 horas
RapidCheck® SELECT™ 26 horas
MEMP-gPCR 2 horas

Fuente: LAFYM (2021). Datos experimentales.

3.2 Analisis comparativo de resultados obtenidos por metodologia

En la tabla Il se muestra el nivel de concordancia entre el método MEMP-
gPCRy el método de referencia BAM para el cual se obtuvo un valor Kappa igual
a 1.000.
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Tabla VIlIl. Comparativo de resultados entre el método MEMP-qPCR y el

método BAM
] BAM
Indice Kappa = 1.000
Valores positivos  Valores negativos Total

o Valores positivos 2 0 2
(&)

o

-3 Valores negativos 0 10 10
o

=

1T Total 2 10 12
=

Fuente: LAFYM (2021). Datos experimentales.

El nivel de concordancia entre el método RapidChek® SELECT™ vy el

método BAM se muestra en la tabla Il en donde se obtuvo un valor Kappa igual

a 0.625.

Tabla IX. Comparativo de resultados entre el método RapidChek®

SELECT™ y el método BAM

BAM
indice Kappa = 0.625
Valores positivos  Valores negativos Total

® Valores positivos 1 1 2
X

o

5 Valores negativos 0 10 10
2

% Total 1 1 12
(14

Fuente: LAFYM (2021). Datos experimentales.
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3.3. Costo de implementacién por metodologia de analisis
El costo total de equipos y de materiales necesarios para realizar un
ensayo de deteccién de Salmonella utilizando cada uno de los métodos

evaluados se muestran en la tabla X.

Tabla X. Costo de equipos y costo de materiales

Materiales por

Método Equipos

ensayo
FDA-BAM Q 74,654.42 Q 14.82
RapidChek® SELECT™ Q 35,954.17 Q 193.40
MEMP-gPCR Q 274,965.00 Q 178.00

Fuente: elaboracion propia.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

El presente trabajo de investigacion busca evaluar el método de analisis
MEMP-gPCR Salmonella para la reduccion de tiempo en obtencion de resultados

para muestras de hisopados de superficies en contacto directo con alimentos.

La inspeccioén fisica realizada en el area de proceso de premezclas
permitid la identificacion de 9 superficies que tienen contacto directo con el
alimento (base de harina para panqueques) en los cuales se realizé la toma de

muestra por medio del hisopado de la superficie.

Para la evaluacion de la correcta deteccién de cada uno de los métodos
se incluyé una muestra conteniendo unicamente medio estéril como blanco.
Como muestra positiva se utilizd una muestra conteniendo Salmonella Arizonae
y una muestra conteniendo Salmonella Enteritidis, ambas provenientes del banco
de cepas de LAFYM.

Para el comparativo de los resultados obtenidos se utilizé el método BAM
por ser un método de referencia. Se incluyé el método RapidCheck SELECT™
por ser el flujo lateral una de las metodologias utilizados con mayor frecuencia

en los laboratorios de analisis en la industria de alimentos.

El método MEMP-gPCR fue validado por la asociacion de comunidades
analiticas AOAC (por sus siglas en inglés) de acuerdo con el programa
Performance Tested Methods (PTM) para la deteccién de Salmonella en muestra

de hisopado en diferentes superficies.
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El comparativo de resultados entre el método MEMP-qPCR y el método
BAM muestra una concordancia perfecta ya que se obtuvo un valor Kappa igual
a 1.000. Se obtuvo un valor Kappa igual a 0.625 al comparar el método rapido
RapidCheck® SELECT™ y el método BAM debido a la discrepancia en el
resultado de una muestra control positiva, no siendo esta detectada por el método

rapido (Ausencia).

Como se observa en la tabla VI, se logra una reduccién de 120 horas para
obtener resultados de analisis de Salmonella en muestras de superficies al utilizar
el método MEMP-gPCR comparado con el método BAM y una reduccién de 24
horas comparado con el método RapidCheck® SELECT™.

Acorde a la tabla X, se requiere una inversion de Q 274,965.00 para la
implementacion del método MEMP-gPCR lo cual representa una diferencia de
Q 200,310.58 comparado con el costo de implementacion del método tradicional
BAM y una diferencia de Q 239,010.83 comparado con el costo de
implementacién del método RapidCheck SELECT™,

Segun la tabla X, el costo de analisis por muestra utilizando el método
MEMP-gPCR es mayor si se compara con el método BAM sin embargo es menor
si se compara con el método rapido RapidCheck® SELECT™ lo cual puede
generar un ahorro en el costo por analisis a métodos alternativos que actualmente

utiliza la industria de alimentos en sus laboratorios.

Se considera que el costo de inversion y el costo de analisis por muestra
utilizando el método MEMP-gPCR no es significativo si se compara con el monto
que representa la retencion de cada lote de producto producido a la espera de

resultados de analisis.
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CONCLUSIONES

Se calculé que el tiempo en que se obtienen resultados de analisis de
Salmonella en superficies de zona 1 con la tecnologia qPCR fue de 2 horas
lo que representa una reduccion de 120 horas comparado con el método
tradicional BAM y 24 horas comparado con el método rapido RapidCheck®
SELECT™,

Se compararon los resultados obtenidos con la tecnologia qPCR y el
método tradicional BAM obteniendo una concordancia significativa y
aceptable. La concordancia entre el método BAM y el método rapido
RapidCheck® SELECT™ no fue aceptable.

Se determind que el costo de implementacion de la tecnologia para
deteccion de Salmonella por el método qPCR es de Q 274,965.00, el del
método tradicional BAM es de Q 74,654.42 y el del método RapidCheck®
SELECT™ es de Q 35,954.17.
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RECOMENDACIONES

Implementar la tecnologia gqPCR empleada en la presente investigacion
en superficies de no contacto directo con los alimentos (zonas 2, 3y 4)
como complemento del programa de monitoreo ambiental de patdogenos

en plantas de produccion de alimentos.

Utilizar el procedimiento de evaluacion propuesto en este trabajo de
investigacion para otros microorganismos de interés en la industria de
alimentos (como por ejemplo Listeria monocytogenes) y asi conseguir
una optimizacion de recursos y cumplimiento en normativas de

inocuidad.

A la academia, el seguir proponiendo metodologias alternativas para el
analisis microbiologico de superficies, materias primas y producto
terminado que se adapten a las modernas practicas de produccion de

alimentos en la reduccién de tiempos y costos asociados.

La industria de alimentos en general puede utilizar la informacion del
presente estudio para la implementacion de métodos moleculares que
permitan la reduccion de tiempo en obtencidén de resultados y con ello

puedan optimizar la disponibilidad de su producto en el mercado.
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APENDICES

Apéndice 1. Matriz de coherencia

Problema

Objetivos

Conclusiones

Recomendaciones

Pregunta Principal

¢(Podra la tecnologia
qPCR reducir el tiempo
de deteccion de
Salmonella  spp en
superficies de zona 1 con
resultados confiables?

Objetivo General

Evaluar la tecnologia
gPCR en la reduccion del
tiempo de deteccion de
Salmonella spp en
superficies de zona 1.

Preguntas Auxiliares

¢ En cuanto tiempo se
obtienen los resultados
de analisis de
Salmonella con la
tecnologia gPCR en
superficies de zona 1?

Objetivos Especificos

Calcular el tiempo en que
se obtienen los
resultados de analisis de
Salmonella con la
tecnologia gPCR en
superficies de zona 1.

Se calcul6 que el tiempo en
que se obtienen resultados de
analisis de Salmonella en
superficies de zona 1 con la
tecnologia qPCR fue de 2
horas lo que representa una
reduccion de 120 horas
comparado con el método
tradicional BAM y 24 horas
comparado con el método
rapido RapidCheck®
SELECT™.

Utilizar el procedimiento de
evaluacion propuesto en este
trabajo de investigacion para
otros microorganismos de
interés en la industria de
alimentos (como por ejemplo
Listeria monocytogenes) y asi
conseguir una optimizacion
de recursos y cumplimiento
en normativas de inocuidad.

¢ Los resultados
obtenidos con tecnologia
qPCR coincidiran con el
método tradicional
BAM?

Comparar los resultados
obtenidos con tecnologia
qPCR con el método
tradicional BAM y un
método rapido.

Se compararon los resultados
obtenidos con la tecnologia
gPCR y el método tradicional
BAM obteniendo una
concordancia significativa y
aceptable. La concordancia
entre el método BAM y el
método rapido RapidCheck®
SELECT™ no fue aceptable.

Se recomienda a la
academia, el seguir
proponiendo metodologias
alternativas para el analisis
microbioldgico de superficies,
materias primas y producto
terminado que se adapten a
las modernas practicas de
produccién de alimentos en la
reduccion de tiempos y
costos asociados.

¢ Cual es el costo de
implementacion de la
tecnologia gPCR, el
método tradicional BAM
y un método rapido para
la deteccion de
Salmonella?

Determinar el costo de
implementacion de la
tecnologia gPCR, el
método tradicional BAM y
un método rapido para la
deteccion de Salmonella.

Se determiné que el costo de
implementacion de la
tecnologia para deteccién de
Salmonella por el método
gPCR es de Q 274,965.00, el
del método tradicional BAM es
de Q 74,654.42 y el del
método RapidCheck®
SELECT™ es de Q 35,954.17.

La industria de alimentos en
general puede utilizar la
informacién del presente
estudio para la
implementacion de métodos
moleculares que permitan la
reduccion de tiempo en
obtencion de resultados y con
ello puedan optimizar la
disponibilidad de su producto
en el mercado.

Fuente: elaboracion propia.
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ANEXOS

Anexo 1. Equipos necesarios para la implementacion del método

MEMP-qPCR para analisis de Salmonella

T —— —
() |
ARPLIED FOOD .

OR

Fuente: AFD (2019). Inserto del kit MEMP Salmonella.
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Anexo 2. Informe de resultados de Salmonella para muestras

evaluadas reportadas por LAFYM segun método BAM
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Fuente: LAFYM (2021). Datos experimentales.
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Anexo 3. Informe de resultados para llenadora
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Fuente: LAFYM (2021). Datos experimentales.
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Anexo 4. Informe de resultados para tubo de salida de llenadora
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Fuente: LAFYM (2021). Datos experimentales.
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Anexo 5. Informe de resultados para llenadora

Labararorio de Analisis Fsicoguimesos
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Fuente: LAFYM (2021). Datos experimentales.

57



Anexo 6. Informe de resultados para bandeja de rebalse
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Fuente: LAFYM (2021). Datos experimentales.

58



Anexo 7. Informe de resultados para cucharén de rebalse
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Fuente: LAFYM (2021). Datos experimentales.
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Anexo 8. Informe de resultados para muestra blanco
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Anexo 9. Informe de resultados para tapa 1 mezcladora
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Fuente: LAFYM (2021). Datos experimentales.
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Anexo 10. Informe de resultados para salida de mezcladora
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Fuente: LAFYM (2021). Datos experimentales.
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Anexo 11. Informe de resultados para tapa 2 de mezcladora
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Anexo 12. Informe de resultados para control positivo 1
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Anexo 13. Informe de resultados para control positivo 2
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Fuente: LAFYM (2021). Datos experimentales.
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Anexo 14. Informe de resultados de Salmonella para muestras evaluadas

con método MEMP-qPCR

Resultados método MEMP-gPCR
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Fuente: Software MyGo Pro. (2022). Informe de resultados.
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