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RESUMEN

La bacteria Vibrio parahaemolyticus corresponde a una de las principales ETA de la
temporada de verano a lo largo de todo Chile, principalmente debido al consumo de
productos del mar crudos o mal cocidos. Para su deteccion o recuento existen dos técnicas
referenciales: Una cualitativa perteneciente a ISO (International Organization for
Standardization), que expresa su resultado como presencia 0 ausencia de
V. parahaemolyticus y otra cuantitativa perteneciente a FDA-BAM (Food & Drugs
Administration's Bacteriological Analytical Manual) que expresa su resultado como
NMP/g.

Ambos métodos fueron implementados y verificados en dos matrices hidrobiologicas, cada
matriz fue compuesta por 10 muestras de salmon y 10 muestras de chorito. El trabajo se
realiz6 en el Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos del Departamento de Medicina
Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile.

En el método cualitativo ISO 21782 se logré reconocer la presencia de la bacteria en el
100% de las muestras contaminadas, y a su vez todos los controles negativos arrojaron
como resultado la ausencia de V. parahaemolyticus en ambas matrices. Para cumplir con la
verificacion del método cuantitativo FDA-BAM se debio realizar la contaminacion de las
muestras con tres niveles distintos de indculo (101, 102 10%). Se logr6 apreciar directa
relacion entre el nivel de indculo contaminado y el resultado obtenido posteriormente en la
Tabla NMP del mismo método. Los resultados de ambos métodos cumplieron con la
verificacion 1ISO 16140.

Los resultados pueden concluir que el Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos del
Departamento de Medicina Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile, se encuentra capacitado para la implementacion de
normas de referencia internacional, con el fin de cooperar y ser una herramienta valida para

la deteccion y recuento de este patdgeno en las matrices estudiadas.

Palabras claves: V. parahaemolyticus, implementacion, verificacion, ISO, FDA-BAM.
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ABSTRACT

The bacteria Vibrio parahaemolyticus corresponds to one of the main ETA of the summer
season throughout Chile, mainly due to the consumption of raw or undercooked seafood. In
order to detect and count that bacteria; there are two reference techniques: A qualitative,
that belongs to ISO (International Organization for Standardization), which expresses its
result in two terms; either as presence or absence of V. parahaemolyticus. Secondly, the
quantitative technique, belonging to FDA-BAM (Food & Drug Administration's

Bacteriological Analytical Manual), that expresses its result as NMP/g.

Both methods were implemented and verified on two seafood matrixes, each of them was
composed of 10 salmon samples and 10 chorito samples as well. This process was put into
effect at the Laboratory of Food Safety Department of Animal Preventive Medicine of the

Faculty of Veterinary and Animal Sciences at the University of Chile.

In the qualitative method 1SO 21782, the presence of the bacteria was recognized in 100%
of contaminated samples, at the same time every negative control showed, as a result, the
absence of V. parahaemolyticus in both matrixes. In order to fulfill the requirements of
verification of FDA-BAM quantitative method, the contamination of samples with three
different levels of inoculums (10%, 102, 10%) had to be done. Thanks to this; it was possible
to appreciate the direct relationship between the level of contaminated inoculums and the
result obtained in the Table NMP of the same method. The results of both methods meet the
requirements of the ISO 16140 verification.

The results obtained conclude that the Laboratory of Food Safety Department of Animal
Preventive Medicine of the Faculty of Veterinary and Animal Sciences at the University of
Chile is trained for the implementation of international reference standards methods in

order to cooperate and be a valid tool for the detection and count of V. parahaemolyticus.

Keywords: V. parahaemolyticus, implementation, verification, ISO, FDA-BAM.



INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son un problema transversal que afecta
a la poblacion no s6lo en términos de salud; se puede observar su impacto también en el
plano social, tecnologico, econdmico, y politico. La OMS establece a las ETA como un
problema que afecta gravemente a grupos vulnerables (lactantes, nifios pequefios, ancianos
y enfermos), pudiendo incluso provocarles la muerte tanto en paises desarrollados como en

vias de desarrollo.

Las ETA, junto con el fomento del comercio, son las razones por las cuales Chile debe
fortalecer y garantizar, la promocién y distribucion de productos inocuos a mercados
nacionales e internacionales, ya que la exportacion de estos es cada vez mas relevante para
la economia nacional. Actualmente, el pais ocupa el décimo lugar en produccion acuicola
en el mundo, es por ello que resulta primordial tener sistemas confiables para la deteccién

de microorganismos y contaminantes.

Dentro de las ETA de origen hidrobiolégico mas importantes, se encuentra la vibriosis
causada por V. parahaemolyticus, responsable de tres grandes brotes identificados en Chile,
en los afios 1998, 2003 y 2005, y que manifiesta un aumento de su incidencia a nivel

mundial, en los ultimos anos.

En busqueda de la estandarizacion en los laboratorios de inocuidad alimentaria,
internacionalmente se utilizan las Normas referenciales de analisis microbioldgicos, tal
como lo hace el Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura (SERNAPESCA) a través de sus
programas de aseguramiento de la calidad en productos de exportacion en sus laboratorios
autorizados. Por este motivo, en la presente memoria de titulo se implementaron y
verificaron dos métodos referenciales de andlisis de Vibrio parahaemolyticus aplicados a
productos hidrobioldgicos. Las metodologias implementadas fueron las descritas en la
norma de deteccion 1SO 21872-1 y la norma de recuento FDA-BAM especifica para la
bacteria. Todo esto con el fin de responder a las nuevas demandas definidas por la autoridad
y transformar al Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile en una nueva herramienta para el

estudio de este patdgeno.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Enfermedades Transmitidas por Alimentos

Una enfermedad transmitida por alimentos (ETA) es el sindrome originado por la ingesta
de alimentos y/o agua, que contengan agentes etiologicos en cantidades tales que afectan la
salud del consumidor, a nivel individual o en grupos de poblacion (FAO/OMS, 2004)
Con el fin de controlar y minimizar el numero de casos de ETA, se instauran diferentes
medidas comunes a muchos paises, que van desde la adecuacion de reglamentaciones hasta
incentivos econdmicos de distinta naturaleza para la industria alimentaria. Se realizan
también campafias educativas y otras maneras de crear y aumentar el nivel de conciencia y
conocimiento entre el puablico, en general, acerca de la importancia de la inocuidad
alimentaria y de practicas de manejo y consumo de alimentos que contribuyen a disminuir
la incidencia de ETA (Kopper, 2009).

En el afio 2005, en Chile, un estudio de evaluacion de riesgo microbiolégico basado en
Codex- FAO/OMS, postula que la estimacion del riesgo de enfermarse de vibriosis, bajo
condiciones determinadas, es de un 20% en la regién de Los Lagos (Lupin, et al., 2008).
Region que concentra un 77% de la produccion total de moluscos bivalvos del pais (FAO,
2005).

La infeccion alimentaria por Vibrio parahaemolyticus causa tres entidades clinicas
reconocidas: gastroenteritis, septicemia e infeccién de heridas. El cuadro intestinal es el
mas frecuente, caracterizado por diarrea acuosa y colicos abdominales que pueden
acompafarse de nauseas, vomitos, fiebre y cefalea (Fica, 2007). Estas infecciones son
causadas principalmente por la ingesta de moluscos bivalvos crudos o mal cocidos, y han
producido tres grandes brotes en Chile (Antofagasta en el afio 1998 con 293 casos, Puerto
Montt, afio 2003 con 1.500 casos y varias ciudades de Chile en el afio 2005 con mas de
10.000 casos). Durante el afio 2007 los casos notificados hasta el 24 de abril fueron 3.651,

causando serios problemas al sistema de salud y exportaciones (ISP, 2014).

En el afio 2013 se aprecia un aumento en el porcentaje de brotes en comparacion a los afios
2011 y 2012. Del total de brotes notificados, el 64% se asocid a un tipo de alimento, siendo
los méas frecuentemente involucrados, los mariscos (75%). Actualmente se desarrolla un

proceso de vigilancia, la cual es realizada durante el periodo estival, puesto que aumenta el
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riesgo de enfermar debido al aumento de la temperatura del agua de mar, que se ha
demostrado como uno de los factores que favorecen el crecimiento de la bacteria
(MINSAL, 2014).

En el afio 1989 se establece un convenio de entendimiento entre el Estado Chileno y el
Food and Drugs Administration (FDA), para la exportacion de moluscos bivalvos frescos a
Estados Unidos, conocido como “Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos”, (PSMB-
USA). En el caso de la Union Europea, PSMB-UE, el programa cumple las normas
definidas por la autoridad sanitaria Europea en su Reglamento CE N°853/2004 y CE
N°854/2004, donde se detallan los requisitos especificos para la importacion de moluscos
bivalvos. Los organismos gubernamentales involucrados en este convenio son: El
Ministerio de Salud y el Ministerio de Economia, Fomento y Turismo, siendo el Servicio
Nacional de Pesca, el organismo regulador, encargado de dar cumplimiento a los requisitos
establecidos por Estados Unidos y la Union Europea en todo el proceso de extraccion y
exportacion de moluscos bivalvos (FAO, 2007; FIP, 2008; SERNAPESCA, 2007a).

Agente Etiologico

En el grupo de agentes patdbgenos que causan ETA se encuentra el
Vibrio parahaemolyticus. EI género Vibrio esta compuesto por bacilos, moviles con un
flagelo polar. Son tres especies las que se consideran altamente patdgenas para el humano:
V. cholerae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus. Igualmente V. alginolyticus, V. fluvialis,
V. furnissii, V. metschnikovii y V. hollisae se reconocen como patdgenos ocasionales. Todas
estas especies representan una proporcion significativa de las enfermedades provocadas por

el consumo de mariscos crudos o mal cocidos (FDA, 2014).

Es un bacilo Gram negativo, levemente curvo, aerobio facultativo, halofilico, con reaccion
oxidasa positiva, fermentador de glucosa y ureasa variable. Requiere de medios selectivos
para su desarrollo, con una concentracion de NaCl desde 1%. En el ambiente forma parte de
la flora normal de estuarios y costas del mundo. Es una bacteria emergente en Chile que ha
producido brotes epidémicos en clara asociacion con el consumo de mariscos,
especialmente moluscos bivalvos (choritos, ostras, almejas, machas, cholgas) crudos o mal
cocidos. Estos moluscos abundan en aguas templadas y con nutrientes; se alimentan de

fitoplancton a través de branquias, las cuales por accién de cilios filtran grandes voliumenes
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de agua, reteniendo las particulas alimenticias y concentrando las bacterias en sus glandulas
digestivas (Heitmann, et al., 2005; Fica, 2007). Las condiciones ambientales favorables
para el desarrollo y crecimiento de la bacteria son una temperatura de 10°C-44°C (6ptimo:
35°C-37°C), pH de 5-11 (6ptimo: 7,5-8,6), condiciones atmosféricas: aerébica o anaerdbica

(6ptimo: aerobica), concentracion de NaCl 3%-8% (Quifidnez, et al., 2005).

Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos
El V. parahaemolyticus pertenece al PSMB, el cual es un componente integral del programa
de vigilancia de sanidad para los productos pesqueros, establecido por el Servicio Nacional
de Pesca. El programa se basa en los requisitos establecidos en los Reglamentos
Comunitarios y en el National Shellfish Sanitation Program del FDA. Tiene como objetivo
garantizar la calidad sanitaria de los moluscos bivalvos de exportacion, a traves de la
clasificacion y monitoreo de las areas de extraccion, respecto a la ocurrencia de floraciones
de algas nocivas (FAN) o marea roja y de microorganismos que afecten la salud humana.
Dentro de la exportacion destaca el recurso Chorito (Mytilus chilensis) con porcentajes por
sobre un 80% del total de productos exportados, desde el afio 2012. Los centros de cultivo
de chorito se centran en la X region, conformados por 12 bancos naturales y 136 areas de
cultivo. Las etapas del PSMB se dividen en:

1. Clasificacién del area de extraccion: Inspeccion sanitaria/Evaluacién de la linea de

costa. Muestreos y andlisis.

La evaluacion de la linea de costa consiste en una evaluacién en terreno de las
fuentes de contaminacidn actuales y potenciales que afectan directa o indirectamente

el area de crecimiento de moluscos bivalvos.
2. Monitoreo del area clasificada: Muestreos y analisis.

Se requiere extraer como minimo 5 muestras por estacion de muestreo. Los anélisis
incluirdn determinaciones microbioldgicas, fisicoquimicas, de toxicidad y cualquier

otra, de acuerdo con la condicidn sanitaria de cada area en particular.

La frecuencia de monitoreo para Vibrio parahaemolyticus es quincenal en periodos

de extraccion (Rozas, 2010).



Con el objetivo de certificar y exportar productos hidrobioldgicos inocuos se utilizan dos
normas independientes entre si, una cualitativa y otra cuantitativa para la deteccion y
recuento de V. parahaemolyticus respectivamente. La metodologia cualitativa es
desarrollada por la norma ISO 21872 y la metodologia cuantitativa por la Norma BAM.

Método cualitativo Norma 1SO 21872-1

Una norma ISO es un documento de referencia que proporciona los requisitos,
especificaciones, directrices o caracteristicas que pueden ser utilizadas consistentemente
para asegurar que los materiales, productos, procesos y servicios son adecuados para su
propésito (1ISO, 2014a).

La Norma 21872-1 es aplicable a la deteccion de V. parahaemolyticus y V. cholerae.
Ambas especies causantes de enfermedad intestinal en humanos. Es recomendada para
productos destinados al consumo humano y animal. También para muestras ambientales en
areas de produccion y manipulacion de alimentos. Los resultados se expresaran como

presencia o ausencia de Vibrio spp. potencialmente enteropatogeno (ISO, 2007).

Método cuantitativo Norma V. parahaemolyticus FDA-BAM

La FDA es la agencia del gobierno de los Estados Unidos responsable de la regulacion en
alimentos, medicamentos, cosméticos, aparatos médicos, productos biolégicos y derivados
sanguineos, tanto para personas como para animales. A través de las normas BAM,
“Bacteriological Analytical Manual”, la FDA indica los procedimientos de referencia

aceptados para el analisis microbiol6gico (FDA, 2014).

La norma BAM para V. parahaemolyticus es aplicable para la deteccion de la bacteria en
productos hidrobiolédgicos y alimentos en general. Corresponde a un método cuantitativo,

en el que los resultados se expresan como NMP/g.

Posteriormente, la verificacion, se realizo segin la norma ISO 16140, cuyo propdsito es
demostrar que un laboratorio es capaz de cumplir con las exigencias de ejecucion del
método en condiciones habituales de trabajo, es decir, sometido a variantes tales como los

analistas, matrices, insumos, equipos, entre otras (Fornés, 2014).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Implementar y verificar un método cualitativo y un método cuantitativo para la deteccion

de Vibrio parahaemolyticus en productos hidrobioldgicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Implementar el método cualitativo 1SO 21872 de deteccion de Vibrio parahaemolyticus

en productos hidrobiolégicos.

2. Implementar el método cuantitativo BAM de recuento de Vibrio parahaemolyticus en

productos hidrobioldgicos.

3. Verificar la ejecucion de ambos métodos, de acuerdo a la norma ISO 16140.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo de implementacion y verificacion de las metodologias analiticas se realizo en el
Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos, perteneciente al Departamento de Medicina
Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile.

1 Cepa bacteriana

Corresponde a una cepa nativa perteneciente al cepario del Laboratorio de Inocuidad de los
Alimentos de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile,
la cual fue identificada por la técnica espectrometria de masas, MALDI-TOF, en el Instituto
de Salud Pdblica de Chile.

2 Matriz alimentaria

Para este estudio se utilizaron dos matrices alimentarias: Salmén (Oncorhynchus kisutch) y
Chorito (Mytilus chilensis). Para el método cualitativo, cada matriz estuvo compuesta de 10
muestras, de 25 gramos cada una. En el método cuantitativo, la matriz salmén estuvo
compuesta por la misma cantidad de muestras, correspondientes a un pool de 300 gramos
cada una, con el fin de cumplir con la verificacion del método. Y la matriz chorito por 10

muestras de 12 piezas cada una, tal como indica la norma.

Las muestras de salmén utilizadas corresponden a contramuestras congeladas
proporcionadas por el Programa de Aseguramiento de la Calidad (PAC/SERNAPESCA)
del laboratorio FARMAVET Universidad de Chile. EI PAC consiste en un programa de
certificacion voluntario, basado en el concepto de andlisis de peligros y control de puntos
criticos (HACCP), al cual pueden optar todas las plantas pesqueras y barcos factoria. Este
programa, sin embargo, es obligatorio para todas las empresas que estan autorizadas para
exportar a la UE y Estados Unidos. El rol de la industria en este Programa es implementar
un sistema de prevencion y control de peligros durante el proceso, con lo cual asegura la
calidad e inocuidad de su producto final (SERNAPESCA, 2007b).

Las muestras de chorito fueron compradas en un supermercado de la Regién Metropolitana

y mantenidas en condiciones de congelacion (-20°C).
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3 Disefio experimental

3.1 Implementacion metodologias

En ambos métodos, las muestras fueron inoculadas después del proceso de pesaje. El
indculo se prepar6 a partir de la cepa perteneciente al laboratorio. Desde un tubo
criogénico, la cepa fue traspasada a 3 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubada a
35°C por 24 horas, luego se sembrd por estria en un tubo con 9 mL de agar TSA
(Trypticase Soy Agar) inclinado e incubado a 35°C por 24 horas. Posterior a esto, se
traspasaron colonias, por medio de un asa, a un tubo con 9 mL de agua destilada y se ajusto
su turbidez a un valor de absorbancia entre 0,08 y 0,13 a 625 nm de longitud de onda,
medido con Spectroquant® Pharo 300-Merck reg, rango equivalente a la dilucion 108
UFC/mL. Desde este nivel de turbidez, se procedié a realizar diluciones al décimo, con
agua destilada esterilizada, hasta llegar a dilucién 10, con la cual se inocularon las
muestras del método cualitativo y comprobd su concentracidn a través de recuento en placa.
Para el método cuantitativo se utilizaron las diluciones 10%, 107, 10%, las que se sembraron

en agar recuento en placa, para comprobar su concentracién y calcular la exactitud.

3.1.2 Metodologia Cualitativa
Se realizo6 bajo la Norma 1SO 21872-1: 2007. La cual es aplicable a todos los alimentos de
consumo humano y animal, incluidos los productos hidrobiolégicos, es decir, diversas

especies marinas o de aguas interiores, frescas o procesadas.

Este método de ensayo permite determinar la presencia o ausencia de Vibrio cholerae y

Vibrio parahaemolyticus mediante la ejecucion de las siguientes etapas:

Pesaje e inoculacion (se pesaron 25 g de muestra en bolsa estéril y contaminé con 1
mL de la dilucion 10%)

Primer enriquecimiento en medio liquido selectivo (selectividad dada por la
concentracion de NaCl al 2%): La muestra de 25 g en la bolsa estéril, se hidraté con 90 mL
de agua peptonada salina (APAS) suplementada con 2% de NaCl. Posteriormente se incub0
a37°Cpor6h=1h.

Segundo enriquecimiento en medio liquido selectivo (selectividad dada por la

temperatura de incubacion de 41,5°C): Terminado el primer periodo de incubacion se

13



transfirié 1 mL de cultivo a un tubo que contenga 10 mL de APAS, el que fue incubado a
41,5°C £ 1°C por 18 h = 1 h en bafio termoregulado.

Aislamiento en placa, en agar tiosulfato citrato sales biliares sacarosa (TCBS) de
uso obligatorio, y un segundo agar a eleccion del laboratorio, que correspondié a un agar
cromogenico. Se sembrd por agotamiento una porcion de los cultivos obtenidos sobre la
superficie de placas de agar TCBS y agar cromogénico de modo de obtener colonias
aisladas. Incubandolas en posicion invertida a 37°C + 1°C durante 24 h + 3 h. Pasado el
tiempo de incubacidn se marcaron las colonias tipicas en la base de la placa (colonias lisas,

verdes (sacarosa negativas) y de 2 mm a 3 mm de diametro).

Confirmacién por pruebas bioquimicas: Se seleccionaron 5 colonias tipicas (o las
disponibles) y fueron sembradas en placas de agar nutritivo salino, para obtener colonias
aisladas. Se procedié a la incubacién a 37°C * 1°C durante 24 h = 3 h. Desde las placas de
agar nutritivo salino, se seleccionaron colonias tipicas para la confirmacion a traves de las
siguientes pruebas: Reaccion oxidasa, Tincion de Gram y movilidad, Prueba con Agar TSI
Salino, Deteccion de ornitina decarboxilasa, Deteccion de L-lisina decarboxilasa,
Deteccidn de arginina dehidrolasa, Deteccion de Beta-galactosidasa, Deteccion del indol,
Tolerancia a la sal. De igual forma se realizaron controles de esterilidad de los medios

segun indica el método.

3.1.3 Metodologia Cuantitativa
Se realiz6 bajo la Norma para V. parahaemolyticus perteneciente al “Bacteriological

Analytical Manual” (BAM) y consta de las siguientes etapas:

Para las muestras de salmon se pesaron 50 g luego se adicionaron 450 mL de buffer
fosfato salino (BFS), pH: 7,4 medido con pH-metro Hanna Hi 111, y homogeneiz6 por 1
minuto. Para el caso de moluscos, se extrajo todo el contenido interior de 12 piezas, se
pesaron y se adicion0 igual cantidad de BFS para después homogeneizar (esto sera igual a
la dilucion 1:2). La dilucion 10 correspondié a transferir 20 g de la dilucion 1:2 a 80 mL
de BFS.

Se inocularon 3 tubos que tenian 10 mL de agua peptonada alcalina (APA) de doble

concentracion de sal, con 10 mL de la dilucién 10, De igual forma se inocularon 3 tubos
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que contenian 10 mL de agua peptonada alcalina (APA) de simple concentracion con 1 mL

de la misma dilucion.

Para los tubos de APA simple, se realizaron tres diluciones a partir de la dilucion 102, La
dilucion 1072 fue el resultado de traspasar 1 mL de la dilucion 10 a 9 mL de agua
destilada estéril, y después transferir 1 mL desde este ultimo tubo y traspasarlo a 10 mL de
caldo APA simple. Posteriormente, la dilucion 107, se realizo traspasando 1 mL del tubo
con agua destilada, usado para realizar la dilucion 102, a un tercer tubo con 9 mL de igual
contenido, para traspasar 1 mL de este ultimo, a 10 mL de caldo APA simple. Finalmente
se realizo el mismo procedimiento con la dilucion 10*. Se incub6 a 35°C + 2°C durante
toda la noche. La turbidez de cada serie de diluciones fue utilizada para leer el resultado en
la Tabla del NMP del método.

Después de la incubacion se procedi6 al aislamiento presuntivo, para esto se sembro
por estria una asada desde 1 cm de la superficie de caldo contenido en los tubos, en agar
TCBS. Se procedi6 a la incubacién a 35°C + 2°C durante toda la noche.

Para la confirmacion se seleccionaron 2 0 mas colonias tipicas o sospechosas
y traspasaron a TSA inclinado suplementado con una concentracion de NaCl al 2% y a
caldo TSB igualmente suplementado. Se incub6 a 35°C * 2°C durante toda la noche. Estos
cultivos proporcionaron indculo para realizar pruebas de identificacion bioquimica. Las
pruebas realizadas fueron las siguientes: Tinciobn de Gram, Agar arginina glucosa
inclinado, Agar TSI, Prueba movilidad, Prueba de la oxidasa, Tolerancia a la sal. Prueba
del ONPG, Fermentacion de lactosa y arabinosa, Prueba de aminoacidos, Prueba de ureasa.

También se realizaron controles de esterilidad de los medios segin método.

4 Verificacion
La verificacion de los métodos se realizé bajo la Norma ISO 16140: “Microbiology of the
food chain —Method validation- Part 3: Protocol for the verification of reference and

alternative methods implemented in a single laboratory”

4.1 Metodologia Cualitativa
El protocolo de verificacion evaluo si el método 1SO 21872 pudo detectar un nivel bajo de

V. parahaemolyticus en ambas matrices. En este estudio, el laboratorio usé su propio medio
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cultivo (Agar Plate Count), desde el cual se obtuvo un nivel de in6culo <30 UFC por
porcion. Se utilizaron 10 muestras contaminadas y 2 controles negativos por matriz

evaluada. El método fue capaz de detectar el 100% de las muestras contaminadas.

4.2 Metodologia Cuantitativa

El protocolo para la norma BAM, busca determinar la repetibilidad, reproducibilidad
intralaboratorio, exactitud e incertidumbre. El calculo de estas variables se desarrollo con
10 muestras de cada matriz, inoculadas en tres distintos niveles de contaminacion (10%, 102,
10%). El método fue realizado por 2 analistas, trabajando de manera independiente, por esta
razon la muestra de 300 gramos fue subdividida en 2 submuestras de 150 gramos, las que a
su vez se dividieron en 3 porciones de 50 gramos, con el fin de inocular cada porcion con
uno de los tres niveles de contaminacion. La repetibilidad determiné la precision de cada
analista, es decir, que cada analista se encontrara capacitado para la realizacion del método,
la reproducibilidad definid la precision del trabajo en el laboratorio. Ambas se calcularon
segun la Norma ISO 16140 y la “Guia para la evaluacion del desempefio de métodos de
prueba microbiologicos por la técnica del Numero Mas Probable” perteneciente a la
Comision Federal Para la Proteccion contra el Riesgo Sanitario (COFEPRIS), de la
Secretaria de Salud de los Estados Unidos Mexicanos. El criterio de aceptacion de estos
parametros es obtener una repetibilidad (r) y una reproducibilidad (R) <32% (COFEPRIS,
2013). La determinacion de la exactitud se realiz6 comparando el recuento de colonias en
un medio no selectivo, como Agar Plate Count, versus el recuento en un medio selectivo
(Agar TCBS), proceso conocido como recuperacion; el criterio de aceptacion para este
parametro fue obtener un porcentaje de recuperacion sobre 50%, tal como lo indica la
Norma ISO 11133 de Medios de Cultivos. Finalmente la incertidumbre fue proporcionada
por la Tabla Nimero Més Probable, incluida en la misma norma BAM.

5 Normas de bioseguridad

Se trabaj6 bajo las condiciones descritas para un nivel 2 de bioseguridad. Fue obligatorio el
uso de ropa protectora, guantes protectores para los procedimientos, el uso de dispositivos
de pipeteo y autoclaves validados con métodos apropiados, entre otros. Segun el Manual de
Bioseguridad en el Laboratorio, de la Organizacion Mundial de la Salud, dicho nivel es el

adecuado para trabajar con V. parahaemolyticus (OMS, 2005) (Ver Anexo 1).
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RESULTADOS

6 Metodologia Cualitativa

6.1 Metodologia Cualitativa en Matriz Salmon

Todos los resultados obtenidos por el método ISO 21872 en las 10 muestras de salmon de
25 g cada una, fueron positivos, es decir se confirmo la presencia de V.parahaemolyticus en
el 100% de las muestras contaminadas. Por otra parte los dos controles negativos arrojaron

como resultado ausencia de la bacteria (Ver Anexo 2).

Los resultados de las pruebas para confirmacién bioquimica fueron los siguientes:
Reaccion oxidasa positiva, Tincion de Gram negativo, Movilidad al microscopio positiva,
Prueba con Agar TSI Salino reaccién parte tendida alcalina (rojo), fondo &cido (amarillo),
sin presencia de gas, ni acido sulfhidrico (K/A- -), Deteccion de ornitina decarboxilasa
positiva, Deteccion de L-lisina decarboxilasa positiva, Deteccion de arginina dehidrolasa
negativa, Deteccion de Beta-galactosidasa negativa, Deteccion del indol positiva y
Tolerancia a la sal con crecimiento al 3%, 6% y 8% de concentracion de sal. Todos los

procedimientos fueron realizados segun el método ISO 21872.

6.2 Metodologia Cualitativa en Matriz Chorito

Los resultados obtenidos por el método ISO 21872 en las 10 muestras de chorito de 25 g
cada una, al igual que en la matriz salmén, confirmaron la presencia de
V. parahaemolyticus en la totalidad de las muestras contaminadas. De igual forma, ambos

controles negativos arrojaron ausencia de la bacteria (Ver anexo 2).

Para la confirmacion bioquimica se realizaron las mismas pruebas que en la matriz salmon,
siguiendo el método 1SO 21872.
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7 Metodologia Cuantitativa
7.1 Metodologia Cuantitativa en Matriz Salmén
Los resultados obtenidos bajo la Norma FDA-BAM para V. parahaemolyticus en 10

muestras de salmon de 50 g cada una, se detallan en Tabla 1y 2.

Tabla 1. Resultados NMP/g obtenidos por el primer analista en las muestras de salmon (N°

1 a10) bajo la Norma BAM para V. parahaemolyticus.

Resultados expresados en NMP/g segun Nivel de Contaminacion
NUmero Muestra Primer Nivel 10! Segundo Nivel 10? Tercer Nivel 103
1 21 120 1200
2 43 390 2100
3 39 210 1500
4 61 150 4600
5 39 210 2400
6 43 150 1600
7 72 210 1200
8 39 120 2400
9 73 390 1200
10 43 430 2100

18




Tabla 2. Resultados NMP/g obtenidos por el segundo analista en las muestras de salmén

(N° 1b a 10b) bajo la Norma BAM para V. parahaemolyticus.

Resultados expresados en NMP/g segun Nivel de Contaminacion
NUmero Muestra Primer Nivel 10! Segundo Nivel 102 Tercer Nivel 103
1b 26 150 1500
2b 73 350 2100
3b 43 150 2400
4b 72 210 4600
5b 61 160 1600
6b 61 200 1500
7b 39 390 1200
8b 45 210 4600
9b 72 350 1200
10b 43 460 2400

Los resultados de las pruebas para confirmacién bioquimica fueron los siguientes: Tincion
de Gram negativo, Agar arginina glucosa inclinado reaccion alcalina (purpura) en superficie
y &cido (amarillo) en profundidad, sin gas, ni produccion de acido sulfhidrico (K/a- -), Agar
TSI reaccion alcalina en superficie (rojo) y &cido (amarillo) en profundidad, sin gas, ni
produccion de acido sulfhidrico (K/A- -), Prueba movilidad positiva, Prueba de la oxidasa
positiva, Tolerancia a la sal con crecimiento a concentraciones de sal al 3%, 6% y 8%.
Prueba del ONPG negativa, Fermentacion de lactosa negativa y arabinosa positiva, Prueba
de aminoacidos (arginina dihidrolasa negativa, lisina decarboxilasa positiva, ornitina
decarboxilasa positiva), Prueba de ureasa variable. Todos los procedimientos fueron

realizados segun la norma FDA-BAM para V. parahaemolyticus.

19




7.2 Metodologia Cuantitativa en Matriz Chorito

Los resultados obtenidos bajo la Norma FDA-BAM para V. parahaemolyticus en 10

muestras del contenido interior de 12 piezas de chorito cada una, con sus respectivos tres

niveles de contaminacién, se detallan en Tabla 3 y 4.

Tabla 3. Resultados NMP/g obtenidos por el primer analista en muestras de chorito (N° 11

a 20) bajo la Norma BAM para V. parahaemolyticus.

Resultados expresados en NMP/g segun Nivel de Contaminacién

NUmero Muestra

Primer Nivel 10!

Segundo Nivel 102

Tercer Nivel 103

11 39 210 4600
12 72 290 1600
13 29 290 1200
14 35 210 2400
15 43 640 2100
16 39 150 1200
17 35 390 1500
18 73 290 2100
19 35 350 2400
20 29 270 4600
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Tabla 4. Resultados NMP/g obtenidos por el segundo analista en muestras de chorito (N°

11b a 20b) bajo la Norma BAM para V. parahaemolyticus.

Resultados expresados en NMP/g segun Nivel de Contaminaciéon
NUmero Muestra Primer Nivel 10! Segundo Nivel 102 Tercer Nivel 103
11b 35 390 4600
12b 64 210 1600
13b 20 290 1500
14b 39 240 2900
15b 43 750 2400
16b 35 290 1600
17b 39 430 1500
18b 64 750 2100
19b 39 340 2900
20b 35 750 4600

Se realizaron las mismas pruebas de confirmacion bioquimica y esterilidad que en la matriz
anterior. Todos los procedimientos fueron realizados segun la norma FDA-BAM para

V. parahaemolyticus.

VERIFICACION

8 Método Cualitativo ambas Matrices
Todas las muestras contaminadas dieron como resultado presencia de V. parahaemolyticus

y los controles negativos de ambas matrices ausencia de la bacteria.

Se sembrd en Agar Recuento en Placa 1 mL de indculo, obteniendo como resultado en
todas las muestras un numero <30 UFC de Vibrio parahaemolyticus (Ver anexo 3). Por lo

tanto se verifica la implementacion del método para ambas matrices.
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9 Método Cuantitativo Matriz Salmén

9.1 Repetibilidad

Se calculé mediante Método ISO 16140 y la “Guia para la evaluacion del desempefio de
métodos de prueba microbioldgicos por la técnica del Numero Mas Probable” perteneciente
a la COFEPRIS. Los resultados de cada analista fueron sometidos a funcion logaritmica,
para luego mediante el cociente entre la desviacidn estandar y el promedio multiplicado por
100, obtener el coeficiente de variacion. El cual fue corregido por la constante “2,8”,
correspondiente al valor de “Z” en una distribuciéon normal de datos con una confianza del
95%, dando como resultado la repetibilidad (r). El resultado de (r) debe ser <32% para
cumplir con la verificacion. Al multiplicar el coeficiente de variacion por el valor de “Z”
con una confianza de 95%, se busca normalizar los resultados con el fin de asegurar que los
valores obtenidos sean por causa de la contaminacion realizada y no por otros factores. Los

resultados se detallan en las Tablas 5,6y 7.

Tabla 5. Calculo de Repetibilidad (r). 1¢"y 29° Analista en 1% Nivel de contaminacion (Ver

anexo 4).
1°" Analista | 2% Analista
MEDIA 1,650 1,707
DESVEST 0,158 0,147
CV 9,6% 8,6%
r 26,9% 24,1%

Tabla 6. Repetibilidad (r). 1" y 2%° Analista en 2%° Nivel de contaminacion (Ver anexo 5).

1" Analista | 2% Analista
MEDIA 2,329 2,384
DESVEST 0,211 0,184
CV 9,1% 7,7%
r 25,4% 21,6%
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Tabla 7. Repetibilidad (r). 1" y 29° Analista en 3% Nivel de contaminacion (Ver anexo 6).

1" Analista | 2% Analista
MEDIA 3,269 3,312
DESVEST 0,185 0,214
CV 5,6% 6,5%
r 15,8% 18,1%

9.2 Reproducibilidad
Se calculé mediante Método ISO 16140 y la “Guia para la evaluacion del desempefio de

métodos de prueba microbioldgicos por la técnica del Niimero Mas Probable” perteneciente

a la COFEPRIS. Los coeficientes de variacion de ambos analistas, obtenidos en la

repetibilidad, fueron promediados y corregidos por el valor de “Z” en una distribucion

normal de datos con una confianza del 95% (2,8), dando como resultado la reproducibilidad

(R). El resultado de R debe ser <32% en todos los niveles de contaminacion para cumplir

con la verificacion. El resultado se detalla en la Tabla 8.

Tabla 8. Calculo de la Reproducibilidad (R) en cada nivel de contaminacion.

16" Nivel de 290 Nivel de 3¢r Nivel de
Contaminacién Contaminacioén Contaminacion
CV | MEDIA R CV | MEDIA R MEDIA R
er
Anénsta 9,6% 9,1% 5.6%
>d0 9,1% 25,48% 8,44% | 23,52% 6,05% | 16,94%
Analista 8,6% 7,7% 6,5%

23




9.3 Exactitud

La exactitud se calcul6 mediante la Norma de Medios de Cultivo ISO 11133 (ISO, 2014b).
En la cual se indica que el calculo de la exactitud se llevard a cabo mediante el proceso
conocido como “Recuperacion”. Este consiste en la comparacion de los recuentos de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) entre un agar no especifico y otro especifico. Se
debe obtener un Porcentaje de Recuperacion (PR) >50%, es decir, el medio de cultivo
especifico debiod ser capaz de recuperar sobre el 50% de las colonias crecidas en el medio
no selectivo para cumplir con la verificacion. Esta operacion se realizd para cada nivel de
contaminacion y para cada analista (Tablas 9 y 10). El agar especifico para
V. parahaemolyticus es Agar TCBS y como agar no especifico se utilizd Agar Recuento en
Placa (ARP).

Tabla 9. Célculo del Porcentaje de Recuperacién (PR) en cada nivel de contaminacion

del 1°" analista.

1o pnalista | 1 Nivel de 2% Nivel de 3 Nivel de
contaminacién contaminacién contaminacién
N° muestra | ARP | TCBS PR ARP | TCBS| PR ARP | TCBS| PR
1 26 18 69% 288 212 74% | 2812 | 1900 | 68%
2 28 21 5% 280 204 | 73% | 3004 | 2112 | 70%
3 24 15 63% | 252 180 | 71% | 2596 | 1904 | 73%
4 27 20 74% 284 208 73% | 2704 | 1908 | 71%
5 28 20 71% 270 192 71% | 3112 | 2212 | 71%
6 16 12 5% 160 104 | 65% | 1812 | 1104 | 61%
7 20 13 65% 212 132 62% | 2408 | 1508 | 63%
8 23 14 61% 244 160 66% | 2716 | 1816 | 67%
9 29 21 72% | 290 208 | 72% | 2808 | 1908 | 68%
10 24 16 67% 228 156 68% | 2516 | 1812 | 72%
Promedio 69% 70% 68%
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Tabla 10. Calculo del Porcentaje de Recuperacion (PR) en cada nivel de contaminacion

del 29 analista.

odo Analista 1" Nivel d_e, 200 Nivel de 3" Nivel d_e,
contaminacion contaminacion contaminacion
N° muestra | ARP | TCBS| PR | ARP |TCBS| PR | ARP | TCBS| PR
1b 24 16 67% | 260 176 | 68% | 2808 | 1908 | 68%
2b 26 19 73% | 264 188 | 71% | 2704 | 1896 | 71%
3b 27 18 67% | 288 224 | 78% | 2416 | 1708 | 70%
4b 24 16 67% | 228 172 | 75% | 2308 | 1816 | 79%
5b 23 17 74% | 220 148 | 67% | 2512 | 1704 | 68%
6b 19 13 68% | 192 134 | 70% | 2096 | 1612 | 77%
7b 22 15 68% | 228 152 | 67% | 2204 | 1588 | 72%
8b 25 17 68% | 248 180 | 73% | 2480 | 1600 | 65%
9b 29 21 72% | 240 192 | 80% | 2208 | 1492 | 68%
10b 21 15 71% | 224 152 | 68% | 2388 | 1604 | 67%
Promedio 70% 71% 70%

9.4 Incertidumbre

El valor de la incertidumbre determiné el intervalo de resultados donde se encuentra el
valor verdadero de la medicion. Este calculo viene incluido en la Tabla del Niumero Més
Probable de la Norma FDA-BAM para V. parahaemolyticus. (Ver anexo 10).

10 Método Cuantitativo Matriz Chorito

10.1 Repetibilidad

Al igual que en la matriz anterior, se realizd el célculo de esta variable mediante el
Método ISO 16140 y la “Guia para la evaluacion del desempeno de métodos de prueba
microbiologicos por la técnica del Numero Mas Probable” perteneciente a la COFEPRIS.

Los resultados se detallan en las Tablas 11, 12 y 13.
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Tabla 11. Céalculo de Repetibilidad (r). 1% y 2% Analista en 1¢ Nivel de contaminacion

matriz chorito (Ver anexo 7).

Tabla 12. Repetibilidad (r). 1" y 2% Analista en 2% Nivel de contaminacion matriz chorito

(Ver anexo 8).

Tabla 13. Repetibilidad (r). 1%y 2% Analista en 3* Nivel de contaminacion matriz chorito

(Ver anexo 9)

1" Analista | 2% Analista
MEDIA 1,609 1,595
DESVEST 0,143 0,143
CV 8,9% 9%
r 24,8% 25,2%

1" Analista | 2% Analista
MEDIA 2,458 2,601
DESVEST 0,171 0,210
CcV 7% 8,1%
r 19,5% 22,6%

1" Analista | 2% Analista
MEDIA 3, 327 3,371
DESVEST 0,209 0,189
CvV 6,3% 5,6%
r 17,6% 15,7%
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10.2 Reproducibilidad

Al igual que en la matriz salmén, se realizd el célculo de esta variable mediante el

Método ISO 16140 y la “Guia para la evaluacion del desempeio de métodos de prueba

microbioldgicos por la técnica del Numero Mas Probable” perteneciente a la COFEPRIS.

Donde el promedio de los coeficientes de variacion de ambos analistas se multiplicé por el

valor de distribucion “Z” con un 95% de confianza (2,8). Los resultados se muestran en la

Tabla 14.

Tabla 14. Calculo de la Reproducibilidad (R) en cada nivel de contaminacion.

16" Nivel de 290 Nivel de 3er Nivel de
Contaminacién Contaminacioén Contaminacion
CV | MEDIA R CV | MEDIA R CV | MEDIA R
er
An;Iista 8,9% 7.0% 6,3%
>do 8,95% | 25,06% 7,55% | 21,14% 5,95% | 16,66%
. 9,0% 8,1% 5,6%
Analista

10.3 Exactitud

Se calculé de igual forma que en la matriz salmén, siguiendo la Norma de Medios de

Cultivo 1SO 11133. El procedimiento se realizo para cada nivel de contaminacién y para

ambos analistas (Tablas 15 y 16).

Tabla 15. Calculo del Porcentaje de Recuperacion (PR) en cada nivel de contaminacién en

matriz chorito para el 1*" analista.

1o Analista | 1 Nivel de 2 Nivel de 3 Nivel de
contaminacion contaminacion contaminacion

N° muestra | ARP | TCBS| PR | ARP |[TCBS| PR | ARP | TCBS| PR
11 28 18 64% | 264 180 | 68% | 2904 | 1796 | 62%
12 25 17 68% | 248 172 | 69% | 2496 | 1708 | 68%
13 23 16 70% | 288 192 | 67% | 2416 | 1736 | 72%
14 26 18 69% | 236 168 | 71% | 2504 | 1512 | 60%
15 18 13 72% | 192 132 | 69% | 2108 | 1396 | 66%
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16 21 15 71% 244 176 72% | 2196 | 1508 | 69%
17 27 18 67% 268 180 67% | 2712 | 1904 | 70%
18 23 14 61% 220 136 62% | 2416 | 1512 | 63%
19 26 17 65% 276 192 70% | 2696 | 2096 | 78%
20 24 17 71% 228 164 | 72% | 2412 | 1704 | 71%
Promedio 68% 69% 68%

Tabla 16. Célculo del Porcentaje de Recuperacion (PR) en cada nivel de contaminacion

en matriz chorito para el 2%° analista.

2% Analista Gl 2% Nivel de S Nivel de
contaminacion contaminacion contaminacion
N° muestra | ARP | TCBS PR ARP | TCBS| PR ARP | TCBS| PR
11b 26 18 69% 288 188 65% | 2912 1908 66%0
12b 26 17 65%0 256 176 69% | 2404 1652 | 69%
13b 24 15 63% 276 168 61% | 2928 1824 | 62%
14b 28 19 68% 292 188 64% | 2508 1896 76%
15b 23 15 65% 220 172 78% | 2296 1728 | 75%
16b 22 15 68% 272 180 66% | 2836 2048 | 72%
17b 24 16 67% 264 192 73% | 2412 1852 7%
18b 25 18 72% 288 190 66% | 2608 1592 | 61%
19b 27 20 74% 268 176 66% | 2804 1944 | 69%
20b 23 17 74% 248 168 68% | 2512 1588 63%
Promedio 69% 68% 69%

10.4 Incertidumbre
Para la obtencion de la Incertidumbre se utilizé la Tabla NMP perteneciente a la Norma

FDA-BAM para V. parahaemolyticus (Anexo 10).
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DISCUSION

La presencia de V. parahaemolyticus en productos hidrobioldgicos ha sido identificada a lo
largo de todo el mundo. Es uno de los principales agentes detectados en las Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (ETA) en el pais, entre los que también destacan
Salmonella spp., Listeria mnocytogenes, Staphylococcus aureus, entre otros. En Chile los
antecedentes revelan que la bacteria se encuentra presente en todas las regiones,
produciendo brotes epidémicos, siendo estos de notificacion obligatoria segun lo
establecido en el Decreto 158 de 2004, debiendo ser informados a la SEREMI
correspondiente, quién notificara al Departamento de Epidemiologia del MINSAL el

numero de casos semanales.

En el caso de esta memoria, el proposito de la verificacion de ambas metodologias
referenciales, fue comprobar que el laboratorio logré dominar y utilizar los métodos de
forma correcta. La importancia de implementar métodos referenciales radica en la
significancia de los resultados obtenidos, ya que al contar con el respaldo del proceso de
validacion por organismos de acreditacion internacional son considerados como confiables
(ISP, 2010).

El método cualitativo en ambas matrices detectd el 100% de las muestras contaminadas
como positivas y todos los controles negativos arrojaron ausencia para la bacteria. Se logro
detectar un nivel muy bajo de in6culo <30 UFC, por lo que se puede sefialar que el
laboratorio fue capaz de trabajar con un nivel de sensibilidad 6ptimo. Se confirmé

V. parahaemolyticus en todas las muestras a través de las pruebas bioquimicas.

Para el caso de la metodologia cuantitativa se observo directa relacion entre los resultados
obtenidos en la Tabla NMP y el nivel con el que se contaminaron las muestras. Esto
significa que estamos frente a un analisis cuantificable, el que podria permitir identificar
estimaciones de valores de concentracion desde los resultados de analisis de turbidez de los
tubos NMP. Al igual que en el método cualitativo se confirmo V. parahaemolyticus en
todas las muestras a traves de las pruebas bioquimicas.

29



En relacion a los resultados obtenidos en los parametros de repetibilidad y reproducibilidad
en ambas matrices, en el 3* nivel de contaminacion se observaron valores porcentuales
menores en comparacion a los otros niveles, esto fue considerado como esperable, ya que
en este nivel al existir una mayor concentracion de indculo, se obtuvo mayor cantidad de
tubos y series positivas en cuanto a turbidez, repercutiendo en una menor dispersion de los

resultados entregados por la Tabla NMP perteneciente a la norma BAM-FDA.

Gracias a los resultados obtenidos en los controles negativos, se pudo determinar que la
matriz inicial se encontraba libre de V. parahaemolyticus o cualquier otra especie
perteneciente al género Vibrio spp, ya que el agar utilizado para su crecimiento (Agar
TCBS) es altamente selectivo incluso permite diferenciar entre las especies del género,
cumple con los requisitos nutritivos y permite que los vibrios compitan con otros
patdgenos. La alta concentracion de sodio favorece el crecimiento especialmente de las

bacterias halofilicas, como lo es el V. parahaemolyticus.

Como consecuencia del desarrollo de esta memoria se puede determinar que ambos
métodos son reproducibles en el Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos de la Facultad
de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, es decir, cuenta con las
condiciones necesarias para la correcta utilizacion de los métodos, desde materiales,

limpieza y adecuado funcionamiento interno.
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CONCLUSIONES

Ambas metodologias, tanto cualitativa como cuantitativa, cumplieron a cabalidad
con el proceso de verificacion definido por la norma ISO 16140, es decir, fueron
reproducibles, esto quiere decir que el laboratorio, bajo sus condiciones de trabajo,

fue capaz de obtener resultados similares y coherentes para cada método.

En el método cualitativo se logré detectar un nivel muy bajo de inoculo (<30UFC).
A su vez en el método cuantitativo los resultados obtenidos lograron directa relacién
con el nivel de contaminacion, detectando incluso recuentos de 20 NMP/g, en el
primer nivel. Por lo tanto, el laboratorio trabaja con un nivel de sensibilidad

adecuado para la implementacion de estos métodos.

El trabajo realizado demuestra que el Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos del
Departamento de Medicina Preventiva de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile, puede responder satisfactoriamente a las

nuevas demandas definidas por los mercados nacionales e internacionales.
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ANEXO 1

ANEXOS

Universidad de Chile

favet

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO N° 55

Santiago 31 de agosto del 2015

El Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, ha revisado el proyecto de memoria titulado: "Implementacién y
Verificacién de un Método Cualitativo y uno Cuantitativo para la Deteccién y Recuento
de Vibrio parahaemolyticus en Productos Hidrobioldgicos”, del alumno Sr. Edson
Pincheira V., y que corresponde a su proyecto de memoria para optar al titulo de
Médico Veterinario. Profesor Guia Dra. Pilar Oviedo.

En el proyecto se estipulan entre otras, las siguientes medidas de Bioseguridad:

1.- El Personal recibird una induccién en normas de bioseguridad y entrenamiento en
el trabajo de laboratorio. Se utilizard vestimenta y equipos adecuados para realizar el
trabajo en el laboratorio.

2.- Uso de gabinete de bioseguridad clase 2, desinfeccién de mesones en forma
adecuada.

3.- Los desechos bioldgicos seran eliminados adecuadamente. Los desechos quimicos
también serdn eliminados adecuadamente.

El proyecto de memoria de titulo fue revisado por el comité en base a las
especificaciones contenidas en el “Manual de Normas de Bioseguridad” editado por
CONICYT versién 2008 y que previenen los riesgos para las personas, los animales y
el medioambiente.

Coordinadora
Comité de Bioseguridad
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ANEXO 2
Resultados Método Cualitativo. Matriz Salmon: Muestras 01 a 010, controles negativos:

Muestras 001 — 002. Matriz Chorito: Muestras 011 a 020, controles negativos: Muestras

003 — 004.

36

Muestra Numero | Resultado Muestra Nimero | Resultado
01 Presencia 011 Presencia
02 Presencia 012 Presencia
03 Presencia 013 Presencia
04 Presencia 014 Presencia
05 Presencia 015 Presencia
06 Presencia 016 Presencia
07 Presencia 017 Presencia
08 Presencia 018 Presencia
09 Presencia 019 Presencia
010 Presencia 020 Presencia
001 Ausencia 003 Ausencia
002 Ausencia 004 Ausencia




ANEXO 3

Recuento de colonias en agar Plate Count (ARP) obtenidas del in6culo utilizado en
Metodologia Cualitativa (10'). Matriz Salmon: Muestras 01 a 010. Matriz Chorito:
Muestras 011 a 020.

Muestra Namero | Resultado Recuento Muestra Namero | Resultado Recuento
01 16 011 21
02 19 012 12
03 23 013 15
04 13 014 26
05 14 015 19
06 27 016 11
07 21 017 13
08 24 018 25
09 18 019 20

010 12 020 16
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ANEXO 4
Resultados Método Cuantitativo Matriz Salmon. Primer Nivel de Contaminacion: Primer
Analista (Muestras 1 a 10). Segundo Analista (Muestra 1b a 10b).

N° Muestra NMP/g Log N° Muestra NMP/g Log
1 21 1,322 1b 26 1,415
2 43 1,633 2b 73 1,863
3 39 1,591 3b 43 1,633
4 61 1,785 4b 72 1,857
5 39 1,591 5hb 61 1,785
6 43 1,633 6b 61 1,785
7 72 1,857 7b 39 1,591
8 39 1,591 8b 45 1,653
9 73 1,863 9b 72 1,857
10 43 1,633 10b 43 1,633
MEDIA 1,650 MEDIA 1,707
DESVEST 0,158 DESVEST 0,147
cv 9,6% cv 8,6%
r 26,9% r 24,1%
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ANEXO 5
Resultados Método Cuantitativo Matriz Salmon. Segundo Nivel de Contaminacion: Primer
Analista (Muestras 1 a 10). Segundo Analista (Muestra 1b a 10b).

39

N° Muestra | NMP/g Log N° Muestra | NMP/g Log
1 120 2,079 1b 150 2,176
2 390 2,591 2b 350 2,544
3 210 2,322 3b 150 2,176
4 150 2,176 4b 210 2,322
5 210 2,322 5b 160 2,204
6 150 2,176 6b 200 2,301
7 210 2,322 7b 3290 2,591
8 120 2,079 8b 210 2,322
9 390 2,591 9b 350 2,544
10 430 2,633 10b 460 2,663
MEDIA 2,329 MEDIA 2,384
DESVEST 0,211 DESVEST 0,184
cV 9,1% cv 7 7%
r 25,4% 4 21,6%




ANEXO 6
Resultados Método Cuantitativo Matriz Salmén. Tercer Nivel de Contaminacion: Primer
Analista (Muestras 1 a 10). Segundo Analista (Muestra 1b a 10b).
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N° Muestra | NMP/g Log N° Muestra | NMP/g Log
1 1200 3,079 b 1500 3,176
2 2100 3,322 2b 2100 3,322
3 1500 3,176 3b 2400 3,380
4 4600 3,663 ab 4600 3,663
5 2400 3,380 5b 1600 3,204
6 1600 3,204 6b 1500 3,176
7 1200 3,079 7b 1200 3,079
8 2400 3,380 8b 4600 3,663
9 1200 3,079 9b 1200 3,079
10 2100 3,322 10b 2400 3,380
MEDIA 3,269 MEDIA 3,312
DESVEST 0,185 DESVEST 0,214
cV 5,6% c.V 6,5%
r 15,8% ' 18,1%




ANEXO 7

Resultados Método Cuantitativo Matriz Chorito. Primer Nivel de Contaminacion: Primer
Analista (Muestras 11 a 20). Segundo Analista (Muestra 11b a 20b).

N° Muesira NMP/g Log
11 39 1,591
12 72 1,857
13 29 1,462
14 35 1,544
15 43 1,633
16 39 1,591
17 35 1,544
18 73 1,863
19 35 1,544
20 29 1,462
MEDIA 1,609
DESVEST 0,143
cv 8,9%
F 24,8%

41

N° Muestra NMP/g Log
11b 35 1,544
12b 64 1,806
13b 20 1,301
14b 39 1,591
15b 43 1,633
16b 35 1,544
17b 39 1,591
18b 64 1,806
19b 39 1,591
20b 35 1,544

MEDIA 1,595
DESVEST 0,143
Cc.v 9%

r 25,2%




ANEXO 8

Resultados Método Cuantitativo Matriz Chorito. Segundo Nivel de Contaminacion: Primer
Analista (Muestras 11 a 20). Segundo Analista (Muestra 11b a 20b).

N° Muesira NMP /g Log
11 210 2,322
12 290 2,462
13 290 2,462
14 210 2,322
15 640 2,806
16 150 2,176
17 390 2,591
18 290 2462
19 350 2,544
20 270 2,431
MEDIA 2,458
DESVEST 0,171
cv 7%
r 19.5%
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N° Muestra | NMP/g Log
11b 390 2,591
12b 210 2,322
13b 290 2,462
14b 240 2,380
15b 750 2,875
16b 290 2,462
17b 430 2,633
18b 750 2,875
19b 340 2,531
20b 750 2875

MEDIA 2,601
DESVEST 0,210
cV 8,1%

r 22,6%




ANEXO 9

Resultados Método Cuantitativo Matriz Chorito. Tercer Nivel de Contaminacion: Primer
Analista (Muestras 11 a 20). Segundo Analista (Muestra 11b a 20b).

N° Muesira NMP/g Log
11 4600 3,663
12 1600 3,204
13 1200 3,079
14 2400 3,380
15 2100 3,322
16 1200 3,079
17 1500 3,176
18 2100 3,322
19 2400 3,380
20 4600 3,663
MEDIA 3327
DESVEST 0,209
c.v 6,3%
r 17,6%
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N° Muestra NMP/g Log
11b 4600 3,663
12b 1600 3,204
13b 1500 3,176
14b 2900 3,462
15b 2400 3,380
16b 1600 3,204
17b 1500 3,176
18b 2100 3,322
19b 2900 3,462
20b 4600 3,663

MEDIA 3,371
DESVEST 0,189
cvV 5,6%

r 15,7%




ANEXO 10
Tabla Numero Mas Probable del Método FDA-BAM para V. parahaemolyticus.

For 3 tubes esch 3t 0.1, 0.4, and 0001 g inocula, thtT:ltF! :4_1 per gram and 35 percend confidence intervals

Pos. Tubes Conf. lim. Pos. tubes Conf. lim.

0,10 0 0,001 MFPHig Low High 0.10 0.1 0,001 MPMig Low High
0 0 0 3.0 - 9.5 2 i 0 4| 4.5 42
0 0 1 30| Das 9.6 2 2 1 8 8.7 a4
o 1 o 30| Das 1 2 2 2 5 8.7 a4

|0 1 1 fi.1 12 18 2 3 I i 8y g4

1] 2 1] 6.2 1.2 18 2 3 1 1] 8y 94
0 3 0 9.4 36 8 3 o 0 3 46 94
1 o o 38| pav 18 3 o 1 a8 a7 10
1 1 1 7.2 1.3 18 3 o 2 fid 17 180
1 o 2 1 36 38 3 1 o 43 ] 150
1 1 ] T.4 1.3 20 3 1 1 Fi-] 17 200
1 1 1 1" 36 i 3 1 F 120 3 420
1 2 0 1 38 & 3 1 3 160 40 430
1 2 1 15 45 42 3 2 o a3 18 430
1 3 1] 16 4.5 42 3 2 1 150 aw 420
2 0 0 9z 14 28 3 2 2 210 40 420
2 0 1 14 35 42 3 2 3 290 o | 1,000
2 o 2 0 45 42 3 3 i 240 42 1,000
2 1 1 15 37 42 3 3 1 460 90 | 2,000
2 1 1 20 4.5 42 3 3 . oo 120 4,100
Z 1 Z & 87 94 3 3 3 =100 420 =
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