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RESUMEN

Listeria monocytogenes es la bacteria causante de la enfermedad transmitida por alimentos
conocida como listeriosis, la cual se ha visto asociada principalmente a alimentos listos
para consumo (LPC). Dentro de los brotes de listeriosis se han visto involucrados los
productos hidrobioldgicos. En los dltimos afios, Chile ha aumentado la produccion vy
exportacion de este tipo de productos, llegando a diferentes mercados que tienen requisitos
sanitarios, los cuales Chile debe cumplir. Los laboratorios, para demostrar que son capaces
de realizar un método de andlisis microbioldgico de manera satisfactoria, pueden realizar
un Proceso de Verificacion, a través del cual se evalua el rendimiento del método en un

laboratorio especifico.

Para analizar L. monocytogenes en alimentos, existen diferentes métodos, entre los cuales
se encuentran los descritos en las normas ISO 11290-1 para analisis cualitativo, e 1SO
11290-2 para analisis cuantitativo. Ambos métodos fueron implementados y verificados en
Salmén del Atlantico y en Chorito, 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. EI proceso de verificacion se realizo en base a la
norma ISO/WD 16140-3. En el método cualitativo, se evaluo si este es capaz de detectar un
nivel suficientemente bajo de L. monocytogenes. Como resultado se obtuvo la deteccion
positiva de la bacteria en un 100% de las muestras contaminadas. En el método
cuantitativo, las muestras fueron contaminadas con tres niveles de in6culos (10> 10° y 10%)
de L. monocytogenes, y se evalué la repetibilidad, reproducibilidad intralaboratorio,

exactitud e incertidumbre del método.

Los resultados obtenidos en ambos métodos cumplieron con los criterios para la verifiacion
de éstos. Asi, 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, demuestra que tiene las capacidades para realizar ambos métodos en las matrices que

fueron probadas, siendo capaz de entregar resultados confiables.

Palabras claves: Listeria monocytogenes, implementacion, verificacion.



ABSTRACT

Listeria monocytogenes is the bacterium that causes the foodborne disease known as
listeriosis, which has been mainly linked to ready-to-eat (RTE) foods. Hydrobiological
products have been involved in listeriosis outbreaks. In recent years, Chile has increased
production and export of this type of products, reaching various markets with their own
health requirements, which Chile must meet. In order to prove they are capable of
performing a microbiological analysis method, laboratories can go through a Verification

Process, which evaluates the method’s performance in a specific lab.

There are various methods to analyze L. monocytogenes in food, among which are those
described in the 1ISO 11290-1 standard, for qualitative analysis, and ISO 11290-2, for
quantitative analysis. Both methods were implemented and verified in the Atlantic Salmon
and the Mussel, in the Food Harmlessness Laboratory of the Department of Preventative
Animal Medicine of the Faculty of Veterinary and Animal Sciences of the University of
Chile. The verification process was carried out according to the ISO/WD 16140-3 standard.
It evaluated whether the qualitative method is able to detect a low enough level of
L. monocytogenes. The results showed positive bacteria detection in 100% of the
contaminated samples. For the quantitative method, the samples were contaminated with
three inocula levels (10, 10 and 10%) of L. monocytogenes, and it evaluated the method’s
repeatability, within-laboratory reproducibility, accuracy and uncertainty.

The results obtained for both methods satisfied their verification criteria. This way, the
Food Harmlessness Laboratory of the Department of Preventative Animal Medicine of the
Faculty of Veterinary and Animal Sciences of the University of Chile demonstrates it has

the capabilities to perform both methods in the tested matrices.

Key words: Listeria monocytogenes, implementation, verification.
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INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) constituyen uno de los mayores
problemas en salud publica. Ademas de tener un efecto sobre la salud de los consumidores,
tienen un costo para autoridades sanitarias y repercusiones a nivel econémico debido a que
provocan un impacto en los productores por pérdida de alimentos, desconfianza por parte
del consumidor, obstaculizan el comercio, entre otras. Sin embargo, dichas consecuencias,
tanto en Chile como en otros paises, son dificiles de cuantificar ya que los brotes
notificados se encuentran subestimados. Dentro de las ETA mas importantes se encuentra
la listeriosis, la cual es causada por Listeria monocytogenes, que se caracteriza por su alta
letalidad, la cual puede llegar hasta 30%. Segun la FDA (U.S Food and Drug
Administration), esta bacteria, se encuentra dentro de los 14 patdgenos principales
involucrados en las enfermedades asociadas a patdgenos alimentarios. En 1983 fue
publicado el primer brote de listeriosis asociado a alimentos y desde entonces se han
seguido produciendo, asociados a diferentes alimentos, incluidos los productos
hidrobiol6gicos.

En Chile, en los Gltimos afios se ha observado un crecimiento en la produccion de alimentos
y la incorporacion de nuevas tecnologias. En particular el sector pesquero, ha aumentado su
desembarque total de manera considerable, alcanzando en los Ultimos afios, segin la
ODEPA, 4 millones de toneladas por afio, en comparacion al afio 1951 en donde el
desembarque fue de 90 mil toneladas. Las exportaciones del sector pesquero han
aumentado notablemente, llegando productos chilenos a distintos mercados. Para poder
exportar, es obligacion contar con la certificacién de los productos conforme al Programa
de Aseguramiento de Calidad, elaborado por el Servicio Nacional de Pesca. Por otra parte,
los laboratorios de control de calidad microbioldgica para poder implementar los métodos
de analisis deben realizar la verificacion de cada método, ya que a través de dicho proceso,

el laboratorio puede demostrar que es competente para realizar el método seleccionado.

En la presente memoria de titulo se implementaron y verificarondos métodos de analisis de
Listeria monocytogenes aplicados a productos hidrobioldgicos, en el Laboratorio de
Inocuidad de los Alimentos de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Listeria monocytogenes

El género Listeria consta de seis especies, dentro de las cuales Listeria monocytogenes es la
principal especie patogena tanto en animales como en el humano (Jewell et al.,2004).
Listeria monocytogenes corresponde a un bacilo gram positivo, no formador de esporas,
anaerobio facultativo. Es catalasa positivo, oxidasa negativo y movil a temperaturas de 20 a
25°C gracias a flagelos peritricos (Adams y Moss, 2008). Esta diseminada por todo el
mundo y se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza (Acha y Szyfres, 2001).
L. monocytogenes es una bacteria psicrotrofa, capaz de crecer entre 0 y 45°C, siendo su
temperatura 6ptima de 30 a 37°C. En cuanto al pH, al igual que muchas otras bacterias,
crece facilmente en valores cercanos a 7 y se ha registrado crecimiento entre 4 y 9,8. La
actividad de agua ideal para esta bacteria es >0,97 (Lado y Yousef, 2007; Adams y Moss,
2008).

Listeriosis

L. monocytogenes puede ser transmitida al humano, por contacto directo con la bacteria en
el entorno, por contacto con animales infectados o a través de alimentos contaminados,
siendo ésta Ultima la principal via de infeccién (Jewell et al., 2004). La listeriosis
corresponde a la infeccion provocada por L. monocytogenes debido al consumo de
alimentos contaminados (Ching Chai et al., 2013). Hoy en dia, se considera que
L.monocytogenes es la bacteria que causa mas muertes por enfermedades de origen
alimentario en Estados Unidos (Alcayaga y Hott, 2008.). EI Centro para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC) estima que en EE.UU, cada afio, 1591 personas se
enferman de listeriosis y 255 de ellas mueren (Angulo et al., 2011). Esta enfermedad tiene
un periodo de incubacién de 30 dias y puede cursar de dos formas, como gastroenteritis o
mediante una forma invasora. Esta Gltima, se puede presentar en grupos susceptibles de la
poblacion, que corresponde a mujeres embarazadas, recién nacidos, adultos mayores y
personas debilitadas o inmunocomprometidas. La forma invasora en embarazadas puede
causar aborto, muerte fetal o nacimiento prematuro. En los recién nacidos, puede

desarrollar septicemia, granulomatosis diseminada, enfermedades respiratorias o


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713512006354

meningitis. En adultos mayores y en personas inmunocomprometidas puede producir

meningitis 0 meningoencefalitis (Andn, 2007).

Los brotes de listeriosis se han asociado a productos cérnicos, productos lacteos, mariscos,
frutas y hortalizas. Las investigaciones epidemioldgicas de los grandes brotes de listeriosis
que se han producido desde 1981 demuestran que se asocian principalmente a alimentos
listos para consumo (LPC), siendo considerada L. monocytogenes como un patégeno de
alto riesgo en este tipo de alimentos (Orsi y Wang, 2013). En Chile, el afio 2008 se
notificaron 165 casos de Listeria monocytogenes, de los cuales se reportaron 14 fallecidos,
lo que corresponde a una tasa de letalidad del 8%. En el afio 2009 se notificaron 73 casos,
de los cuales se reportaron 17 fallecidos, es decir, una tasa de letalidad del 25% (MINSAL,
2010). Hasta la SE (semana epidemioldgica) 36 del afio 2014, se habian confirmado en
Chile 42 casos de L. monocytogenes por el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP). El
mayor numero de casos notificados fue de 16 en la region Metropolitana, seguido de la
region de Valparaiso con cinco casos, y la region de Los Lagos también con cinco casos
(MINSAL, 2014).

Se han reportado brotes de listeriosis asociados a productos hidrobiolégicos listos para el
consumo, como mejillones ahumados, trucha ahumada y salmén ahumado. Dentro de los
retiros de productos (“recalls”) realizados por la FDA debido a contaminacion con
L. monocytogenes entre 1986 y 2006, los productos hidrobioldgicos presentan la proporcion
méas alta. Los productos hidrobiolégicos que tienen alto riesgo de contaminacion con
L. monocytogenes, en general son consumidos sin coccion adicional (LPC). Dentro de estos
se encuentran los pescados ahumados, tanto en frio como en caliente, productos
ligeramente salados, caviar, camarones en salmuera, y productos hidrobioldgicos
marinados. La contaminacién de pescados y mariscos con Listeria spp., podria ocurrir
desde el mismo medio acuoso, ya que en estos sistemas la bacteria esta casi siempre
presente. Sin embargo, la via de transmision principal corresponde a la contaminacion

cruzada durante su proceso desde fuentes ambientales (Orsi y Wang, 2013).



Sector pesquero en Chile

Las exportaciones chilenas desde el sector pesquero han sufrido un importante crecimiento
en los ultimos 50 afios, especialmente desde los afios 80, debido al mayor desarrollo de la
acuicultura. EI volumen de exportacion total de los productos pesqueros chilenos en 1960
fue de 28.927 toneladas, mientras que el 2013 fue de 1.163.177 toneladas (Bravo y Cox,
2014). De esta forma Chile, se encuentra dentro de los 10 principales exportadores de
pescado y productos pesqueros del mundo (FAO, 2012). Hasta Noviembre de 2013 hubo
126 tipos de recursos pesqueros exportados, el Salmén del Atlantico represento el 43,4%
del valor total de las exportaciones pesqueras y acuicolas. Hasta noviembre del 2013 el
namero de mercados registrados fue de 109 destinos. Los nueve principales destinos
representan el 77,6% del valor total exportado. El principal destino corresponde a Estados
Unidos con un 25,5% del valor total, seguido de Japon, Brasil, China y Rusia (Subpesca,
2014). Ademas del Salmon, los productos elaborados a partir de moluscos bivalvos son una
de las principales exportaciones pesqueras desde Chile a la Union Europea. Destaca dentro
de estos el Chorito (Mytilus chilensis). En el primer trimeste del afio 2012, represento el
88,79 % de las exportaciones. Este recurso, es exportado a variados paises de la U.E, siendo
el principal Espafia (44,4%), seguido por Francia (25,2%) e Italia (12,4%) (Sernapesca,
2012).

En Chile la entidad competente y responsable de garantizar la calidad sanitaria de los
productos pesqueros y de la acuicultura de exportacion, y de dar cumplimiento a los
requisitos sanitarios de paises importadores, es el Servicio Nacional de Pesca y
Acuicultura (Sernapesca). Para esto, cuenta con diferentes programas dentro de los cuales
se encuentra el Programa de Aseguramiento de Calidad (PAC), el cual es de caracter
obligatorio para aquellas empresas autorizadas para exportar a la Comunidad Europea y a
Estados Unidos. Este, corresponde a un programa de certificacion, basado en el analisis de
peligros y control de puntos criticos (HACCP). El programa cuenta con verificaciones,
dentro de las cuales se incluye un control del producto final. Parte de estas verificaciones
deben ser derivadas a laboratorios de verificacion de Sernapesca, como procedimiento de
supervision (Sernapesca, 2014a; Sernapesca, 2014b). Dichos laboratorios forman parte

del sistema de laboratorios autorizados por Sernapesca, que pertenecen al Programa de



Laboratorios (LAB), los cuales deben cumplir con ciertos requisitos, como estar
acreditados bajo la norma 1SO 17.025. Los procedimientos de muestreo y analisis se
realizan segln técnicas oficiales acorde a métodos normalizados  reconocidos
internacionalmente y a partir de normas nacionales (Normas Chilenas, NCh) (Sernapesca,
2014c).

Meétodos estandarizados y su verificacién en un laboratorio

Las normas mencionadas anteriormente, describen métodos estandarizados, es decir,
desarrollados por un organismo internacional de estandarizacion. Los métodos
normalizados describen de forma clara y exacta las condiciones de realizacion del ensayo.
Sus caracteristicas de funcionamiento deben ser acordes con el uso previsto. Estos, son
considerados métodos de referencia ya que pueden ser utilizados con el fin de evaluar otros
métodos desarrollados para la misma determinacion (ENAC, 2012). Dentro de los métodos
internacionales normalizados para el aislamiento de L. monocytogenes desde alimentos, se
encuentran, el método del Manual de Andlisis Bacteriologico (BAM) de la FDA, el método
oficial de la Asociacién Oficial de Quimicos Analistas (AOAC), las normas ISO 11290
(OIE, 2004). Estos, cuentan con validacion internacional, la cual de acuerdo a la AOAC
consiste en determinar las caracteristicas de funcionamiento de los métodos, a través de la
evaluacion de determinados parametros (AOAC, 2012). Por otra parte, de acuerdo a la
norma ISO/WD 16.140-3, para implementar un método de analisis estandarizado en un
laboratorio, es necesario realizar un proceso de verificacion. Este, tiene como objetivo
evaluar el rendimiento de un método en un laboratorio especifico, contra las
especificaciones del método establecidas durante la validacion, y evaluar el rendimiento del
método en las matrices incluidas en su alcance y probadas rutinariamente en el laboratorio.
A través del proceso de verificacion, el laboratorio demuestra que es capaz de realizar el
método y que este se realiza de manera satisfactoria en las matrices probadas. En un
proceso de verificacion se evallan las caracteristicas del método que dependen del
laboratorio en donde este se va a implementar y del tipo de método. Para un método
cualitativo, la caracteristica de rendimiento relevante para la verificaciones el nivel de

deteccidn. Por otra parte, las caracteristicas de rendimiento, relevantes, para la verificacion



del método cuantitativo son reproducibilidad intralaboratorio, incertidumbre de la

medicién, repetibilidad y exactitud.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Implementar y verificar un método cualitativo y un método cuantitativo para el analisis de

Listeria monocytogenes en productos hidrobiologicos.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Implementacion y verificacion de un método de deteccion de Listeria
monocytogenes en Salmon del Atlantico y Chorito.

2. Implementacion y verificacion de un meétodo de enumeracion de Listeria

monocytogenes en Salmon del Atlantico y Chorito.



MATERIALES Y METODOS

La implementacion y verificacion de los métodos para el andlisis de Listeria
monocytogenes en productos hidrobiologicos se realizo en el Laboratorio de Inocuidad de
los Alimentos de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile. En este laboratorio se trabaja bajo un sistema de gestion basado en la norma ISO
17025 (Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y

calibracion).
1.Cepa bacteriana

La cepa que se utilizd para contaminar las muestras, corresponde a una cepa nativa de
Listeria monocytogenes, proveniente del cepario del Laboratorio de Inocuidad de
Alimentos. La cepa fue identificada para género y especie por la técnica de espectrometria
de masas MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization- Time of Flight Mass
Spectrometry). La identificacion se basa en el analisis de proteinas, a través de la creacion
de un espectro de masas, el que es especifico para cada bacteria. Este anélisis fue realizado
por la unidad de Bacteriologia del Instituto de Salud Publica de Chile.

2. Normas de bioseguridad

El Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile tiene las condiciones necesarias para trabajar con un
nivel 2 de bioseguridad (ANEXO 1). Segun el Manual de Bioseguridad en el Laboratorio,
de la Organizacion Mundial de la Salud (versién 2005), dicho nivel es el adecuado para

trabajar con L. monocytogenes.
3. Matrices alimentarias

Se utilizaron dos matrices alimentarias las cuales corresponden a Salmon del Atlantico
(Salmo salar) y Chorito (Mytilus chilensis). Las muestras que se utilizaron corresponden a
contra muestras del Programa de Aseguramiento de Calidad de Sernapesca, provenientes
del Laboratorio de Farmacologia Veterinaria de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile (FARMAVET), las cuales llegaron procesadas, en



bolsas individuales y en condiciones de congelacion (-20°C), y fueron mantenidas asi hasta

Su uso.
4. Implementacion de metodologias analiticas

Se implementaron dos metodologias de analisis de L. monocytogenes en productos

hidrobiolégicos.

4.1 Metodologia Cualitativa: se realizar6 segun la norma 1SO 11290-1:1996/FDAM
1:2004(E), la cual especifica un método horizontal para la deteccién de Listeria
monocytogenes. Se comenzd realizando un enriquecimiento primario de 25 g muestra
agregando 225 ml de un medio de enriquecimiento selectivo (caldo Half fraser) y luego se
incubd a 30°C por 24 h. Después, se realizd un enriquecimiento secundario transfiriendo
0,1 ml del cultivo obtenido, a un tubo de ensayo con 10 ml de un medio de enriquecimiento
selectivo (caldo Fraser), el cual se incubo por 48 h a 37°C. Una vez realizado esto, se saco
parte del cultivo obtenido en el enriquecimiento primario y secundario, para inocular en
superficie en Agar Listeria segun Ottaviani y Agosti (ALOA) y en agar OXFORD, de
manera de obtener colonias aisladas. Ambos medios de cultivo se incubaron a 37°C y se
examinanaron después de 24 h para ver la presencia de colonias presuntivas de Listeria
spp. Luego, se realizd la confirmacion de las colonias presuntivas mediante reaccion de
catalasa, tincion gram y prueba de motilidad. En agar ALOA, dichas colonias son verde
azuladas, rodeadas de un halo opaco. En agar OXFORD son pequefias (1 mm), grisaceas y
rodeadas de un halo negro. Finalmente, se confirmé L. monocytogenes con la prueba de
hemolisis, la utilizacion de carbohidratos (ramnosa positiva y xilosa negativa) y la prueba
CAMP (ANEXO 2)

4.2 Metodologia Cuantitativa: se realizaré segun la norma I1SO 11290-2:1998/FDAM
1:2004(E), la cual especifica un método horizontal para la enumeracion de Listeria
monocytogenes. Se comenzo6 diluyendo 25 g de muestra en 225 ml de agua peptonada
tamponada y se dejo durante 1 hora a 20°C para permitir la revitalizacion de los
microorganismos estresados. Luego, se realizaron las diluciones necesarias y se traspasaron
0.1 ml de las diluciones a analizar, a placas con Agar Listeria segin Ottaviani y Agosti

(ALOA) vy se incubaron a 37°C. Después de 24 horas de incubacion se examinaron las

9



placas para ver la presencia de colonias de Listeria spp., se identificaron y enumeraron.
Despues, se realizo su confirmacion mediante reaccion de catalasa, tincién gram y prueba
de motilidad. Finalmente, se confirm6 L. monocytogenes con la prueba de hemolisis, la
utilizacion de carbohidratos (ramnosa positiva y xilosa negativa) y la prueba CAMP
(ANEXO 3)

4.3 Procedimiento para la contaminacion artificial de las muestras

Las muestras de alimentos se contaminaron con la cepa L. monocytogenes previamente
identificada. Para el andlisis cualitativo las muestras se contaminaron con 1 mililitro de un
indculo de 10! unidades formadoras de colonia (ufc) por mililitro, el cual contenia menos de
30 ufc. Para el andlisis cuantitativo, se utilizaron tres niveles de contaminacion,

correspondientes a 102, 10% y 10* ufc por mililitro.
4.4 Preparacion del indculo

Para la preparacion del inoculo se utilizaron criotubos que contenian cepa pura de
L. monocytogenes y caldo glicerol, los cuales se mantuvieron almacenados a -20°C. Se
descongelé el criotubo y se pasé el contenido a un tubo de ensayo que contenia 3 ml de
caldo infusion cerebro corazén (BHI). Se incub6 a 35° C por 24 h. Luego, se sembrd por
estria el contenido en un tubo de ensayo que contenia 9 ml de agar Tripticasa soya (TSA)

preparado previamente de forma inclinada y se incub6 a 35°C por 24 h.

De este ultimo tubo, se sacé a travées de un asa, el crecimiento superficial de las bacterias y
se introdujo en un tubo de ensayo con 9 ml de agua peptonada, se puso en un agitador tipo
vortex para homogeneizar el contenido. Después, se verificd la absorbancia mediante un
espectrofotdmetro a 625 nm, la cual debia ser de 0.06 a 0.09, lo que corresponde a una
concentracion de 108 unidades formadoras de colonia de L. monocytogenes por mililitro.
Una vez hecho esto, se realizaron diluciones decimales traspasando 1 ml de cada tubo a
otro que contienia 9 ml de agua peptonada. Se realiz6 este procedimiento hasta llegar a las
diluciones necesarias para cada metodologia. Paralelamente se sembré en profundidad y en
duplicado en placas Petri con agar para recuento en placa, 1 ml de la dilucion 10%. Estas se

incuban a 37°C por 24 horas con el fin de verificar que el crecimiento sea menor a 30
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ufc/ml. Si hay un crecimiento mayor al esperado no se consideran validas esas muestras. Lo
mismo se realizo con las diluciones 102, 10° y 10* para poder calcular la exactitud de la
metodologia cuantitativa.

Para determinar la absorbancia en la cual existen 108 ufc de L. monocytogenes por mililitro,
se realizaron 10 suspensiones en tubos de ensayo con la cepa, ajustadas a un patrén
estandar de turbidez 0,5 McFarland. Luego se midi6 la absorbancia de cada uno de los
tubos en un espectrofotometo a 625 nm, se calculd el promedio y luego la desviacién
estandar. Ademas, se midié la absorvancia de un tubo que contenia solo agua peptonada

para saber si su absorvancia era o no significativa.(ANEXO 4)
5. Verificacion de metodologias analiticas

La verificacion de los métodos analiticos se realizard en base a la norma ISO/WD 16140-3;
Microbiology of the food chain-Method validation-Part 3: Protocol for the verification of

reference and alternative methods implemented in a single laboratory.
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RESULTADOS
1. Verificacion Metodologia Cualitativa

Se evalué si el método descrito en la norma ISO 11290-1:1996/FDAM 1:2004(E) puede
detectar un nivel suficientemente bajo de L. monocytogenes en ambas matrices. Para
determinar esto, se utilizé un cultivo preparado en el Laboratorio de Inocuidad de los
Alimentos con la cepa previamente identificada por MALDI-TOF. A partir de este se
obtuvo el indculo de acuerdo a lo descrito. Se utilizaron 10 muestras contaminadas y 2

controles negativos por matriz evaluada.

El criterio de aceptacion para cada matriz corresponde a la deteccion positiva de

L. monocytogenes en un 100% de las muestras inoculadas.
1.1 Verificacion Metodologia Cualitativa en Salmén del Atlantico (Salmo salar)

Los resultados obtenidos en Salmén del Atlantico (Salmo salar) analizados bajo la norma
ISO 11290-1:1996/FDAM 1:2004(E) se detallan en las Tablas 1 y 2.

Tabla 1. Resultados obtenidos en las muestras de Salmon del Atlantico (Salmo Salar)
inoculadas con menos de 30 ufc.

Salmon del Atlantico (Salmo salar)
NuUmero de Resultado
muestra (Presencia/Ausencia en 25 gramos)
Presencia
Presencia
Presencia
Presencia
Presencia
Presencia
Presencia
Presencia
Presencia
Presencia

OO |IN|oo|O | ]|W[IN |-

=
o
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Tabla 2. Resultados obtenidos en los dos controles negativos de Salmon del Atlantico

(Salmo salar).

Salmon del Atlantico (Salmo salar)

Control negativo | Crecimiento L. monocytogenes

1 No existe crecimiento

2 No existe crecimiento

Lectura: (N° de positivos)/(N° de repeticiones) x 100
Entones, 10/10 x 100 = 100%
1.2 Verificacion Metodologia Cualitativa en Chorito (Mytilus chilensis)

Los resultados obtenidos en Chorito (Mytilus chilensis) analizados bajo la norma 1SO
11290-1:1996/FDAM 1:2004(E) se detallan en las Tablas 3 y 4.

Tabla 3. Resultados obtenidos en las muestras de Chorito (Mytilus chilensis) inoculadas
con menos de 30 ufc.

Chorito (Mytilus chilensis)

NUmero de Resultado
muestra (Presencia/Ausencia en 25 gramos)

1 Presencia

Presencia

Presencia

Presencia

Presencia

Presencia

Presencia

Presencia

Ol (N |W|N

Presencia

[EN
o

Presencia
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Tabla 4. Resultados obtenidos en los dos controles negativos de Chorito (Mytilus

chilensis).

Chorito (Mytilus chilensis)

Control negativo | Crecimiento L. monocytogenes

1 No existe crecimiento

2 No existe crecimiento

Lectura: (N° de positivos)/(N° de repeticiones) x 100
Entones, 10/10 x 100 = 100%
2. Verificacion Metodologia Cuantitativa

En ambas matrices, Salmén del Atlantico (Salmo salar) y Chorito (Mytilus chilensis), se
evaluaron los siguientes parametros de verificacion: reproducibilidad intralaboratorio,
incertidumbre, repetibilidad y exactitud del método descrito en la norma ISO 11290-
2:1998/FDAM 1:2004(E).

- Repetibilidad: Precision en condiciones de repetibilidad, es decir, condiciones en las que
se obtienen resultados de analisis con el mismo método en muestras de ensayo idénticos, en
el mismo laboratorio, por el mismo analista, utilizando el mismo equipo, en intervalos de
tiempo cortos (ISO/DTS 21748).

- Reproducibilidad intralaboratorio: Precision en condiciones de reproducibilidad, es decir,
condiciones donde los resultados de los anélisis se obtienen con el mismo método en
elementos de ensayo idénticos, en condiciones diferentes, ya sea, distintos analistas o
utilizando equipos diferentes (ISO/DTS 21748).

- Incertidumbre de la medicién: parametro asociado al resultado de una medicion, que
caracteriza la dispersion de los valores que razonablemente pueden ser atribuidos al
mensurado (ISO/DTS21748).

- Exactitud: grado de concordancia entre el valor medio obtenido de una gran serie de
resultados de ensayos y un valor de referencia aceptado (ISO/DTS 21748).
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a. Numero de muestras por matriz y replicas probadas

Se analizaron 10 muestras de cada matriz, cada una de ellas contaminadas con tres niveles

de contaminacion.
b. Determinacion de la repetibilidad y de la reproducibilidad intralaboratorio

La muestra fue dividida en dos submuestras. Luego, cada submuestra fue analizada segun
lo descrito en la norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E). Una de las submuestras fue

realizada en duplicado por un analista y la otra submuestra sélo una vez, por otro analista.
2.1 Cuantificacion en Salmon del Atlantico (Salmo salar)

Los resultados obtenidos en Salmén del Atlantico (Salmo salar) analizados bajo la norma
ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E) se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados obtenidos en las muestras de Salmon del Atlantico (Salmo salar)

inoculadas con tres niveles contaminacion.

Salmon del Atlantico (Salmo salar)

Nivel de Cadigo Recuento en placa
contaminacion muestra Resultados (ufc/gr) (ufc/ml)
Analistal| Analistal | Analista2 |An. 1 An.2
la 50 40 65 60 80
2a 45 60 50 60 65
3a 40 45 40 60 70
4a 40 50 35 60 75
102 5a 50 50 40 70 80
6a 35 45 25 70 45
7a 45 35 45 70 90
8a 60 60 20 75 65
%a 45 55 35 75 80
10a 65 50 55 75 80
1b 460 580 440 610 535
2b 490 460 460 610 585
3b 500 470 590 610 655
4b 480 450 400 610 535
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103 5b 510 680 600 685 665
6b 470 570 600 685 770
7b 550 640 540 685 710
8b 530 470 430 640 500
9b 400 500 530 640 595
10b 590 610 500 640 710
1c 1600 1500 1300 1615 1225
2C 1400 1500 1300 1615 1325
3cC 1600 1600 1300 1615 1330
4c 1500 1600 1500 1615 1360
10* 5¢c 1600 1600 1600 1510 1425
6C 1500 1500 1400 1510 1215
7cC 1500 1400 1600 1510 1485
8c 1500 1600 1200 1530 1165
9c 1400 1400 1600 1530 1455
10c 1500 1500 1400 1530 1435

2.2 Cuantificacion en Chorito (Mytilus chilensis)

Los resultados obtenidos en Chorito (Mytilus chilensis) analizados bajo la norma 1SO
11290-2:1998/FDAM 1:2004(E) se detallan en la Tabla 6.

Tabla 6. Resultados obtenidos en las muestras de Chorito (Mytilus chilensis) inoculadas

con tres niveles contaminacion.

Chorito (Mytilus chilensis)

Nivel de Cadigo Recuento en placa
contaminacion muestra Resultados (ufc/gr) (ufc/ml)
Analista 1| Analista 1 | Analista 2 | An. 1 An.2
la 35 50 60 65 70
2a 45 35 65 65 75
3a 50 45 40 65 70
4a 50 40 55 65 60
102 5a 40 35 80 70 90
6a 45 40 35 70 65
7a 35 50 80 70 50
8a 65 45 35 75 75
9a 60 65 75 75 85
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10a 50 70 40 75 50
1b 510 400 460 720 510
2b 440 630 600 720 575
3b 550 590 640 720 670
4b 570 420 460 720 535
103 5b 440 590 690 650 715
6b 550 500 640 650 725
7b 500 580 530 650 625
8b 430 430 520 745 550
9b 460 580 550 745 590
10b 660 550 500 745 660
1c 1800 1500 1400 1630 1280
2C 1600 1500 1500 1630 1395
3c 1500 1500 1300 1630 1420
4c 1500 1600 1400 1630 1260
10* 5¢C 1500 1600 1600 1680 1480
6C 1600 1400 1400 1680 1315
7c 1500 1500 1200 1680 1165
8c 1500 1400 1400 1545 1250
9c 1700 1500 1700 1545 1550
10c 1400 1300 1500 1545 1250

2.3 Repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio del método cuantitativo

La repetibilidad se midio a través de la desviacion estandar y del coeficiente de variacion
de los resultados obtenidos en condiciones de repetibilidad. La reproducibilidad se midi6 a
través de la desviacion estandar y del coeficiente de variaciéon de los resultados obtenidos
bajo condiciones de reproducibilidad, como se sefiala en las Directrices sobre la
terminologia analitica, del Codex Alimentarius (FAO y OMS, 2009). Tanto la repetibilidad,
como la reproducibilidad, deben ser menor a 30%. Estos criterios de aceptacion, se
establecieron en base a la “Guia para le evaluacion del desempefio de métodos de prueba
microbioldgicos”, de la Secretaria de Salud, de Mexico (CCAYAC, 2011). Ademas, se
calulco el limite de repetibilidad y el limite de reproducibilidad, que corresponde al valor
por debajo del cual se encuentra, con una probabilidad del 95%, la diferencia entre dos
resultados, obtenidos bajo ya sea condiciones de repetibilidad o de reproducibilidad (FAO
Y OMS, 2009).
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Los resultados de repetibilidad obtenidos en Salmon del Atlantico (Salmo salar) y en
Chorito (Mytilus chilensis) analizados bajo la norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E)
se detallan en la Tabla 7 y 8. El desarrollo de los resultados se especifica en el ANEXO 5.

Tabla 7. Repetibilidad en Salmon del Atlantico (Salmo salar) inoculado con 102, 10° y 10*
ufc/g y analizado bajo la norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Repetibilidad en Salmoén del Atlantico (Salmo Salar)
Nivel de Contaminacion
102 103 10
Desviacion Estandar (Sy) 0,055811496 0,04391898 0,01018323
Coeficiente de Variacion (%) 3,327762309 1,61904804 0,320236551
Limite de repetibilidad 0,15627219 0,12297314 0,02851304

Tabla 8. Repetibilidad en Chorito (Mytilus chilensis) inoculado con 102, 10° y 10* ufc/g y
analizado bajo la norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Repetibilidad en Chorito (Mytilus chilensis)
Nivel de Contaminacion
102 103 10
Desviacion Estandar (Sy) 0,07151334 0,05922828 0,023883587
Coeficiente de Variacion (%) 4,290041694 2,185068568 0,750873905
Limite de repetibilidad 0,200237351 0,165839183 0,066874045

Los resultados de reproducibilidad intralaboratorio obtenidos en Salmén del Atlantico
(Salmo salar) y en Chorito (Mytilus chilensis) analizado bajo la norma ISO 11290-
2:1998/FDAM 1:2004(E) se detallan en la Tabla 9 y 10. El desarrollo de los resultados se
especifica en el ANEXO 6.

Tabla 9. Reproducibiidad en Salmén del Atlantico (Salmo salar) inoculado con 10%, 10° y
10* ufc/g y analizado bajo la norma 1SO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Reproducibilidad en Salmon del Atlantico (Salmo Salar)
Nivel de Contaminacion
10° 10° 10*
Desviacion Estandar (Sr) 0,07916394 0,04718632 0,03220129
Coeficiente de Variacion (%) 4,85765001 1,748453685 1,017630821
Limite de repetibilidad 0,22165904 0,1321217 0,09016362
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Tabla 10. Reproducibilidad en Chorito (Mytilus chilensis) inoculado con 102, 10° y 10* ufc/g
y analizado bajo la norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Reproducibilidaden Chorito (Mytilus chilensis)
Nivel de Contaminacion
10? 103 10
Desviacién Estandar (Sgr) 0,124729994 0,064041139 0,033385442
Coeficiente de Variacion (%) 7,339320643 2,350983166 1,051759537
Limite de repetibilidad 0,349243984 0,179315188 0,093479239

2.4 Incertidumbre del método cuantitativo

La incertidumbre (U) se midio en base a la desviacion estandar de la reproducibilidad,
como se indica en la Nch 3084.0f 2007.

U=Sr x k, considerando un factor de cobertura de 2 con un nivel de confianza de 95%.

Los resultados de incertidumbre obtenidos en Salmén del Atlantico (Salmo salar) y en
Chorito (Mytilus chilensis) analizado bajo la norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E)
se detallan en la Tabla 11y 12.

Tabla 11. Incertidumbre en Salmon del Atlantico (Salmo salar) inoculado con 102, 10% y
10* ufc/g y analizado bajo la norma 1SO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Incertidumbre Salmén del Atlantico (Salmo salar)
Nivel de contaminacién U=Sr x k
102 ufc/g 0,158327888
103 ufc/g 0,094372642
10* ufc/g 0,064402589
| Promedio 0,10570104
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Tabla 12. Incertidumbre en Chorito (Mytilus chilensis) inoculado con 10%, 10° y 10* ufc/g y
analizado bajo la norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Incertidumbre Chorito (Mytilus chilensis)
Nivel de contaminacién U=Sr x k
102 ufc/g 0,249459988
103 ufc/g 0,128082277
10* ufc/g 0,064402589
| Promedio 0,147314951

2.5 Exactitud del método cuantitativo

Se determin6 mediante el porcentaje de recuperacion, es decir, la cantidad de
microorganismos que se recontaron en placa en comparacion a la cantidad obtenida desde
la muestra inoculada analizada con el método cuantitativo. Para el recuento en placa se
utilizaré agar Plate count. La exactitud se calculd con los datos obtenidos por el Analista
N°1, utilizando la media del crecimiento obtenido en la primera repeticion con la segunda

repeticion.

El criterio de aceptacion para la exactitud se establecid en base a la “Guia para la
evaluacion del desempefio de métodos de prueba microbioldgicos”, de la Secretaria de
Salud, de Mexico. Segun esto, la exactitud debe ser entre 90% y 110% (CCAYAC, 2011).

Los resultados de exactitud obtenidos en Salmon del Atlantico (Salmo salar) y Chorito
(Mytilus chilensis) analizados bajo la norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E) se

detallan en las Tablas 13 y 14. El desarrollo de los resultados se especifica en el ANEXO 7.

Tabla 13. Exactitud en Salmén del Atlantico (Salmo salar) inoculado con 102, 10° y 10*
ufc/g y analizado bajo la norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Exactitud en Salmoén del Atlantico (Salmo salar)
Nivel 102 91,93%
de 103 96,70%
contaminacion 10* 99,61%
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Tabla 14. Exactitud en Chorito (Mytilus chilensis) inoculado con 102, 10° y 10* ufc/g y
analizado bajo la norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Exactitud en Chorito (Mytilus chilensis)

Nivel
de

contaminacién

102 90,71%
108 95,26%
10 99,13%

3. Resumen resultados y promedios

Tabla 15. Resumen de resultados y promedios de la verificacion del método cuantitativo en

Salmon del Atlantico (Salmo salar).

Verificacion Método Cuantitativo en Salmon del Atlantico (Salmo salar)

Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud | Incertidumbre
Nivel de
contaminacion Sr CV% Sr CV% % U=Sr x k
10? 0,055811496 | 3,327762309 | 0,07916394 | 4,85765001 | 91,928593 | 0,158327888
103 0,04391898 | 1,61904804 | 0,04718632 |1,748453685| 96,69975 0,094372642
104 0,01018323 [0,320236551| 0,03220129 [1,017630821| 99,614494 | 0,064402589
Promedios [0,036637902| 1,7556823 |0,052850517 |2,541244839| 96,080946 0,10570104

Tabla 16. Resumen de resultados y promedios de la verificacién del método cuantitativo en

Chorito (Mytilus chilensis).

Verificacion Método en Cuantitativo Chorito (Mytilus chilensis)

Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud | Incertidumbre
Nivel de
contaminacion Sr CV% Sr CV% % U=Sr X k
102 0,07151334 (4,2900416940,124729994 | 7,339320643|90,71117402| 0,249459988
103 0,05922828 |[2,185068568 | 0,064041139 |2,350983166 | 95,2615437 | 0,128082277
104 0,023883587 | 0,750873905 | 0,033385442 | 1,051759537 | 99,13185656 | 0,064402589
Promedios [0,051541736|2,408661389 | 0,074052192 | 3,580687782| 95,0348581 | 0,147314951
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DISCUSION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), constituyen un problema creciente en
salud publica, cuya magnitud real se desconoce. Algunas de las causas que contribuyen a
este aumento son, la emergencia y reemergencia de patdgenos, cambios poblacionales,
cambios en sistemas productivos, de procesamiento y consumo de los alimentos (Olea,
2007). Ademas, la globalizacién de los mercados y la complejidad de la cadena alimentaria
hacen que la entrega de alimentos seguros sea cada vez mas dificil (Diaz et al., 2012).

En Chile, el sector pesquero ha aumentado considerablemente sus exportaciones en los
ultimo afios, llegando a diferentes mercados, los cuales tienen requisitos sanitarios que se
deben cumplir. Es por esto, que Sernapesca cumple un rol importante con el Programa de
Aseguramiento de Calidad, ya que a través de éste, se garantiza la calidad sanitaria de los
productos. Sin embargo, para cumplir con esto, los laboratorios que trabajan en dicho
programa, deben utilizar métodos validados internacionalmente por organismos de

acreditacion internacional.

La validacion puede definirse como el conjunto de procesos desarrollados para la
confirmacion mediante examen y la aportacion de evidencias objetivas que demuestren el
cumplimiento de ciertos requisitos para el uso especifico previsto de los procedimientos
analiticos. Los método normalizados, al ser desarrollados por un organismo de
normalizacion, son aceptados generalmente por el sector técnico en cuestion y son
considerados como métodos de referencia. Para ser aplicados en un laboratorio, no se
requiere realizar una validacion del método, pero si la confirmacion de su correcta
aplicacion (Camardé et al., 2015). Esto se debe a que en cada laboratorio existen
condiciones diferentes, y dicha confirmacion se realiza mediante el proceso de verificacion.
Es por esto que es importante realizar la verificacion de los métodos con el fin de evaluar el
rendimiento de estos en el laboratorio donde se quiera implementar. Asi, a través de este
proceso, el laboratorio puede definir y establecer con que precision, exactitud e
incertidumbre trabaja, en el caso de los métodos cuantitativos. Y asegurar que puede

detectar un nivel bajo de bacterias, en el caso de los métodos cualitativos.
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En este estudio se demostré con objetividad que los métodos descritos en las normas 1SO
11290-1 e ISO 11290-2, implementados y verificados en Chorito y Salmon del Atléantico 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,
cumplen con los requisitos para ser verificados segun la norma ISO/WD 16140-3,

otorgandole al laboratorio un valor adicional.

Es importante el proceso de verificacion, ya que a traves de este, se evallan parametros que
indican la calidad de las mediciones que realiza el laboratorio y ademas le sirve a este como
un control de calidad interno. Los laboratorios son un componente esencial del sistema de
control de los alimentos, por lo que es relevante en el area de andlisis microbioldgico de los
alimentos, la entrega de resultados confiables, ya que en base a estos se toman decisiones
acerca de la inocuidad y calidad sanitaria de los alimentos. De esta manera, constituyen una
forma de aportar al control de las enfermedades transmitidas por alimentos, contribuyendo

a la salud publica.
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CONCLUSION

- El método cualitativo descrito en la norma ISO 11290-1:1996/FDAM 1:2004(E),
implementado y verificado, tanto en Salmén del Atléantico (Salmo salar) como en
Chorito (Mytilus chilensis) dio positivo en un 100% para ambas matrices. Es decir,
el método, implementado en el Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos, en
ambas matrices es capaz de detectar un nivel suficientemente bajo del Listeria

monocytogenes.

- El método cuantitativo descrito en la norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E),
implementado y verificado, tanto en Salmén del Atlantico (Salmo salar) como en
Chorito (Mytilus chilensis), cumplié con todos los criterios de aceptacién para la

verificacion de un método cuantitativo segun la norma ISO/WD 16.140-3.

- En relacion al método cuantitativo, tiene una precision adecuada tanto en
condiciones de repetibilidad como en condiciones de reproducibilidad
intralaboratorio. Es decir, la dispersién de los datos bajo ambas condiciones es
aceptable, por lo tanto, el método cuantitativo implementado en el laboratorio tiene
la capacidad de proporcionar resultados consistentes cuando se aplican diferentes
condiciones. En ambas matrices, al aumentar el nivel de contaminacion, aumento la
precison. También fue mayor la precison en condiciones de repetibilidad que en

condiciones de reproducibilidad intralaboratorio para ambas matrices.

- La exactitud del método cuantitativo también es adecuada, por lo que los resultados
obtenidos se acercan al valor esperado. Tanto en Salmén del Atlantico como en
Chorito, al aumentar el nivel de contaminacién se observé que aument6 también la

exactitud.
- El rendimiento de ambos métodos en el Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos,

en las matrices estudiadas, dio resultados satisfactorios segun los parametros

propuestos. Asi, el laboratorio puede demostrar que es capaz de realizar ambos
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método de manera satisfactoria en las matrices probadas. Es decir, el laboratorio es

capaz de entregar resultados confiables, sean estos cualitativos o cuantitativos.
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ANEXOS

ANEXO 1

Universidad de Chile

Lfavet

Facultad de Ciencias Vieterinarias y Pacuarias

CERTIFICADO N° 66

Santiago, 21 de diciembre de 2015

Bl Comité de Bioseguridad de la Facultad de Clencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, ha revisado proyecto de memoria de titulo:
“IMPLEMENTACION Y VERIFICACION DE UN METODO CUALITATITVO Y
UNO CUANTITATIVO PARA EL ANALISIS DE Listeria monocytogenes EN
PRODUCTOS HIDROBIOLOGICOS"., de la Srta. Catalina Martinez H., cuya
profesora guia es la Dra, Javiera Cornejo K.

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

1.- El estudiante recibird una induccién en normas de bioseguridad. Se utilizard
vestimenta adecuada para realizar el trabajo en el laboratorio, delantal, gafas, guantes
etc. Restriccion de acceso al laboratorio.

2.- La manipulacion de las bacterias se efectuara en un gabinete de bioseguridad

3.- Todos los materiales, cultivos contaminados serdn descontaminados y
autoclavados para ser eliminados.

El proyecto fue revisado por el comité en base a las especificaciones contenidas en el
“Manual de Bioseguridad en el Laboratorio, de la Organizacidén Mundial de la Salud
(versién 2005)" y que previenen los riesgos para las personas, los animales y el
medicambiente.

LISETTE LAPIERRE ACEVEDO

Coordinadora
Comité de Bioseguridad
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ANEXO 2

Esquema de la metodologia cualitativa, segin la norma ISO 11290-1:1996/FDAM
1:2004(E)

0,1 ml + 10 ml caldo 25 gr muestra contaminada + 225 ml

Fraser caldo half Fraser (suspension inicial)

! !

Incubacién 37°C x 48 hrs. +3

hrs Incubacion 30°C x 24 hrs. £3hrs
(enriquecimiento secundario)

(enriguecimiento primario)

L

-- Agar ALOA —> Incubacion 37°C £1°C x 24 hrs. £3 hrs.
- Agar OXFORD — Incubacion 37°C +1°C x 24 hrs. +3 hrs.
[ Confirmacién ]
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ANEXO 3

Esquema de la metodologia cuantitativa, segun la norma ISO 11290-2:1998/FDAM
1:2004(E).

25 gr muestra contaminada + 225 ml caldo half Fraser

y

Revitalizacién por 1 hora 20°C

y

Agar ALOA

y

Incubar a 37°C por 24 hrs

V

{ Identificacion y enumeracion ]

\

[ Confirmacién ]
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ANEXO 4

Promedio y desviacion estandar de las absorvancias en espectofotometro a 625 nm, de 10
suspensiones de L. monocytogenes ajustadas a un patron estdndar de turbidez 0,5
McFarland.

Diferencia entre absorvancia de la
Suspensiones ajustadas a estandar | Absorvancia a suspensién y el tubo con agua
de tubidez de 0,5 McFarland 625 nm destilada
1 0,08 0,079
2 0,066 0,065
3 0,062 0,061
4 0,09 0,089
5 0,105 0,104
6 0,098 0,097
7 0,08 0,079
8 0,067 0,066
9 0,088 0,087
10 0,091 0,09
Promedio 0,0817
Desviacion Estandar0,014337596

Absorvancia a 625 nm del tubo de ensayo con agua destilada: 0,001
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ANEXO 5

Repetibilidad en Salmén del Atlantico (Salmo salar) inoculado con 102 ufc/g y analizado
bajo la norma 1SO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Codigo | Repeticion 1 | Repeticién 2 log log Desviacion
muestra (ufc/g) (ufc/g) (repeticion 1) | (repeticion 2) Estandar Sr Srx2,8
la 50 40 1,698970004 | 1,602059991 | 0,068525727
2a 45 60 1,653212514 | 1,77815125 | 0,088345028
3a 40 45 1,602059991 | 1,653212514 | 0,036170295
4a 40 50 1,602059991 | 1,698970004 | 0,068525727
5a 50 50 1,698970004 | 1,698970004 00,055811496 |0,15627219
6a 35 45 1,544068044 | 1,653212514 | 0,077176794
7a 45 35 1,653212514 | 1,544068044 | 0,077176794
8a 60 60 1,77815125 | 1,77815125 0
9a 45 55 1,653212514 | 1,740362689 | 0,06162448
10a 65 50 1,812913357 | 1,698970004 | 0,080570117
Repetibilidad en Salmén del Atlantico (Salmo salar) inoculado con 10° ufc/g y analizado
bajo la norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).
Codigo | Repeticion 1 | Repeticion 2 log log Desviacion
muestra (ufc/g) (ufc/g) (repeticion 1) | (repeticion 2) Estandar Sr Srx2,8
1b 460 580 2,662757832 | 2,763427994 |0,071184554
2b 490 460 2,69019608 | 2,662757832 |0,019401771
3b 500 470 2,698970004 | 2,672097858 |0,019001477
4b 480 450 2,681241237 | 2,653212514 |0,019819301
5b 510 680 2,707570176 | 2,832508913 |0,088345028 | 0,04391898|0,12297314
6b 470 570 2,672097858 | 2,755874856 |0,059239283
7b 550 640 2,740362689 | 2,806179974 |0,046539848
8b 530 470 2,72427587 | 2,672097858 | 0,036895426
9b 400 500 2,602059991 | 2,698970004 |0,068525727
10b 590 610 2,770852012 | 2,785329835 |0,010237367
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Repetibilidad en Salmén del Atlantico (Salmo salar) inoculado con 10* ufc/g y analizado
bajo la norma 1SO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Codigo | Repeticion 1 | Repeticion 2 log log Desviacion
muestra (ufc/g) (ufc/g) (repeticion 1) | (repeticion 2) Estandar Sr Srx2,8
1c 1600 1500 3,204119983 | 3,176091259 |0,019819301
2C 1400 1500 3,146128036 | 3,176091259 |0,021187198
3c 1600 1600 3,204119983 | 3,204119983 0
4c 1500 1600 3,176091259 | 3,204119983 | 0,019819301
5¢c 1600 1600 3,204119983 | 3,204119983 0| 0,01018323|0,02851304
6c 1500 1500 3,176091259 | 3,176091259 0
7C 1500 1400 3,176091259 | 3,146128036 |0,021187198
8c 1500 1600 3,176091259 | 3,204119983 | 0,019819301
9c 1400 1400 3,146128036 | 3,146128036 0
10c 1500 1500 3,176091259 | 3,176091259 0
Repetibilidad en Chorito (Mytilus chilensis) inoculado con 10% ufc/g y analizado bajo la
norma 1SO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).
Codigo | Repeticidon 1 | Repeticion 2 log log Desviacion
muestra (ufc/g) (ufc/g) (repeticion 1) | (repeticion 2) Estandar Sr Srx2,8
la 35 50 1,544068044 | 1,698970004 |0,109532226
2a 45 35 1,653212514 | 1,544068044 |0,077176794
3a 50 45 1,698970004 | 1,653212514 |0,032355432
4a 50 40 1,698970004 | 1,602059991 | 0,068525727
5a 40 35 1,602059991 | 1,544068044 |0,041006499| 0,07151334| 0,20023735
6a 45 40 1,653212514 | 1,602059991 | 0,036170295
7a 35 50 1,544068044 | 1,698970004 |0,109532226
8a 65 45 1,812913357 | 1,653212514 |0,112925549
9a 60 65 1,77815125 | 1,812913357 |0,024580521
10a 50 70 1,698970004 | 1,84509804 |0,103328125
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Repetibilidad en Chorito (Mytilus chilensis) inoculado con 10° ufc/g y analizado bajo la
norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Cadigo | Repeticion 1 | Repeticion 2 log log Desviacion
muestra (ufclg) (ufc/g) (repeticion 1) | (repeticion 2) Estandar Sr Srx2,8
1b 510 400 2,707570176 | 2,602059991 | 0,074606967
2b 440 630 2,643452676 | 2,799340549 | 0,110229372
3b 550 590 2,740362689 | 2,770852012 | 0,021559206
4b 570 420 2,755874856 | 2,62324929 | 0,093780437
5b 440 590 2,643452676 | 2,770852012 | 0,090084934| 0,05922828| 0,16583918
6b 550 500 2,740362689 | 2,698970004 | 0,029269048
7b 500 580 2,698970004 | 2,763427994 | 0,045578681
8b 430 430 2,633468456 | 2,633468456 0
9b 460 580 2,662757832 | 2,763427994 | 0,071184554
10b 660 550 2,819543936 | 2,740362689 | 0,055989596
Repetibilidad en Chorito (Mytilus chilensis) inoculado con 10* ufc/gy analizado bajo la
norma 1SO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).
Cadigo | Repeticion 1 | Repeticion 2 log log Desviacién
muestra (ufc/g) (ufc/g) (repeticion 1) | (repeticion 2) | Estandar Sr Srx2,8
1c 1800 1500 3,255272505 | 3,176091259 0,0559896
2C 1600 1500 3,204119983 | 3,176091259 0,0198193
3c 1500 1500 3,176091259 | 3,176091259 0
4c 1500 1600 3,176091259 | 3,204119983 0,0198193
5c 1500 1600 3,176091259 | 3,204119983 0,0198193| 0,02388359 |0,06687404
6c 1600 1400 3,204119983 | 3,146128036 0,0410065
7C 1500 1500 3,176091259 | 3,176091259 0
8c 1500 1400 3,176091259 | 3,146128036 0,0211872
9c 1700 1500 3,230448921 | 3,176091259 | 0,03843667
10c 1400 1300 3,146128036 | 3,113943352 | 0,02275801
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ANEXO 6

Reproducibiidad en Salmén del Atlantico (Salmo salar) inoculado con 102 ufc/g y
analizado bajo la norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Codigo | Analistal | Analista 2 log log Desviacion
muestra (ufc/q) (ufc/q) analista 1 analista 2 Estandar Sr Srx2,8
la 50 65 1,698970004 | 1,812913357 | 0,080570117
2a 45 50 1,653212514 | 1,698970004 | 0,032355432
3a 40 40 1,602059991 | 1,602059991 0
4a 40 35 1,602059991 | 1,544068044 | 0,041006499
5a 50 40 1,698970004 | 1,602059991 | 0,068525727 |0,07916394 | 0,22165904
6a 35 25 1,544068044 | 1,397940009 | 0,103328125
7a 45 45 1,653212514 | 1,653212514 0
8a 60 20 1,77815125 | 1,301029996 | 0,337375675
9a 45 35 1,653212514 | 1,544068044 | 0,077176794
10a 65 55 1,812913357 | 1,740362689 | 0,051301069
Reproducibiidad en Salmén del Atlantico (Salmo salar) inoculado con 10% ufc/g y
analizado bajo la norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).
Codigo | Analista 1 Analista 2 log log Desviacién
muestra (ufc/g) (ufc/g) analista 1 analista 2 Estandar Sr Srx2,8
1b 460 440 2,662757832 | 2,643452676 | 0,013650806
2b 490 460 2,69019608 | 2,662757832 | 0,019401771
3b 500 590 2,698970004 | 2,770852012 | 0,050828255
4b 480 400 2,681241237 | 2,602059991 | 0,055989596
5b 510 600 2,707570176 | 2,77815125 | 0,049908356 | 0,04718632 | 0,1321217
6b 470 600 2,672097858 | 2,77815125 | 0,074991073
7b 550 540 2,740362689 | 2,73239376 | 0,005634884
8b 530 430 2,72427587 | 2,633468456 | 0,064210538
9b 400 530 2,602059991 | 2,72427587 | 0,086419676
10b 590 500 2,770852012 | 2,698970004 | 0,050828255

38




Reproducibiidad en Salmén del Atlantico (Salmo salar) inoculado con 10* ufc/g y
analizado bajo la norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Cddigo | Analista 1 Analista 2 log log Desviacion
muestra (ufc/g) (ufc/g) analista 1 analista 2 Estandar Sr Srx2,8
1c 1600 1300 3,204119983 | 3,113943352 | 0,063764507
2C 1400 1300 3,146128036 | 3,113943352 |0,022758008
3c 1600 1300 3,204119983 | 3,113943352 | 0,063764507
4c 1500 1500 3,176091259 | 3,176091259 0
5¢c 1600 1600 3,204119983 | 3,204119983 0 0,03220129 |0,09016362
6C 1500 1400 3,176091259 | 3,146128036 |0,021187198
7cC 1500 1600 3,176091259 | 3,204119983 |0,019819301
8c 1500 1200 3,176091259 | 3,079181246 |0,068525727
9c 1400 1600 3,146128036 | 3,204119983 | 0,041006499
10c 1500 1400 3,176091259 | 3,146128036 |0,021187198
Reproducibilidad en Chorito (Mytilus chilensis) inoculado con 10? ufc/g y analizado bajo la
norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).
Codigo | Analistal | Analista2 log log Desviacion
muestra (ufc/g) (ufc/g) analista 1 analista 2 Estandar Sr Srx2,8
la 35 60 1,544068044 | 1,77815125 |0,165521822
2a 45 65 1,653212514 | 1,812913357 |0,112925549
3a 50 40 1,698970004 | 1,602059991 |0,068525727
4a 50 55 1,698970004 | 1,740362689 |0,029269048
5a 40 80 1,602059991 | 1,903089987 |0,212860351 |0,12472999 | 0,34924398
6a 45 35 1,653212514 | 1,544068044 |0,077176794
7a 35 80 1,544068044 | 1,903089987 | 0,25386685
8a 65 35 1,812913357 | 1,544068044 |0,190102343
9a 60 75 1,77815125 | 1,875061263 |0,068525727
10a 50 40 1,698970004 | 1,602059991 |0,068525727

39




Reproducibilidad en Chorito (Mytilus chilensis) inoculado con 10° ufc/g y analizado bajo la

norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Cddigo | Analista 1 Analista 2 log log Desviacion
muestra (ufc/g) (ufc/g) analista 1 analista 2 Estandar Sr Srx2,8
1b 510 460 2,707570176 | 2,662757832 |0,031687113
2b 440 600 2,643452676 | 2,77815125 |0,095246275
3b 550 640 2,740362689 | 2,806179974 |0,046539848
4b 570 460 2,755874856 | 2,662757832 |0,065843679
5b 440 690 2,643452676 | 2,838849091 | 0,13816613 |0,06404114| 0,17931519
6b 550 640 2,740362689 | 2,806179974 |0,046539848
7b 500 530 2,698970004 | 2,72427587 |0,017893949
8b 430 520 2,633468456 | 2,716003344 |0,058360979
9b 460 550 2,662757832 | 2,740362689 |0,054874921
10b 660 500 2,819543936 | 2,698970004 |0,085258644
Reproducibilidad en Chorito (Mytilus chilensis) inoculado con 10* ufc/g y analizado bajo la
norma ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).
Codigo | Analista 1 Analista 2 Desviacién
muestra (ufc/g) (ufc/g) log analista 1l | log analista 2 Estandar Sr Srx2,.8
1c 1800 1400 3,255272505 | 3,146128036 |0,077176794
2C 1600 1500 3,204119983 | 3,176091259 |0,019819301
3c 1500 1300 3,176091259 | 3,113943352 |0,043945206
4c 1500 1400 3,176091259 | 3,146128036 |0,021187198
5c 1500 1600 3,176091259 | 3,204119983 |0,019819301|0,03338544 | 0,09347924
6C 1600 1400 3,204119983 | 3,146128036 |0,041006499
7cC 1500 1200 3,176091259 | 3,079181246 |0,068525727
8c 1500 1400 3,176091259 | 3,146128036 |0,021187198
9c 1700 1700 3,230448921 | 3,230448921 0
10c 1400 1500 3,146128036 | 3,176091259 |0,021187198
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ANEXO 7

Exactitud en Salmoén del Atlantico (Salmo salar) inoculado con 102 ufc/g y analizado bajo
la norma 1SO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Caodigo | Recuento ALOA | Recuento en log ALOA/log RP
muestra | analista 1 (ufc/g) | placa (ufc/ml) | log ALOA log RP *100
la 45 60 1,65321251|1,77815125 92,9736721
2a 52,5 60 1,7201593 |1,77815125 96,7386381
3a 42,5 60 1,62838893 | 1,77815125 91,5776388
4a 45 60 1,65321251 |1,77815125 92,9736721
5a 50 70 1,69897 |1,84509804 92,0802021
6a 40 70 1,60205999 | 1,84509804 86,827906
7a 40 70 1,60205999 | 1,84509804 86,827906
8a 60 75 1,77815125|1,87506126 94,8316348
9a 50 75 1,69897 |1,87506126 90,608773
10a 57,5 75 1,75966784 | 1,87506126 93,8458854
Promedio: 91,9285929

Exactitud en Salmoén del Atlantico (Salmo salar) inoculado con 10° ufc/g y analizado bajo
la norma 1SO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Caodigo | Recuento ALOA | Recuento en log ALOA/log RP
muestra | analista 1 (ufc/g) | placa (ufc/ml) | log ALOA log RP *100
1b 520 610 2,71600334 | 2,78532984 97,5110132
2b 475 610 2,67669361 | 2,78532984 96,0996998
3b 485 610 2,68574174 |2,78532984 96,4245493
4b 465 610 2,66745295 | 2,78532984 95,7679381
5b 595 685 2,77451697 | 2,83569057 97,8427263
6b 520 685 2,71600334 | 2,83569057 95,7792564
7b 595 685 2,77451697 | 2,83569057 97,8427263
8b 500 640 2,69897 |2,80617997 96,1795049
9b 450 640 2,65321251 | 2,80617997 94,5489077
10b 600 640 2,77815125 | 2,80617997 99,0011787
Promedio: 96,6997501
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Exactitud en Salmén del Atlantico (Salmo salar) inoculado con 10* ufc/g y analizado bajo
la norma 1SO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Cadigo | Recuento ALOA | Recuento en log ALOA/log RP
muestra | analista 1 (ufc/g) | placa (ufc/ml) | log ALOA log RP *100
1c 1550 1615 3,1903317 |3,20817253 99,4438944
2C 1450 1615 3,161368 |3,20817253 98,5410846
3c 1600 1615 3,20411998 | 3,20817253 99,8736806
4c 1550 1615 3,1903317 |3,20817253 99,4438944
5c 1600 1510 3,20411998 | 3,17897695 100,790916
6C 1500 1510 3,17609126 | 3,17897695 99,9092259
7C 1450 1510 3,161368 |3,17897695 99,4460814
8c 1550 1530 3,1903317 |3,18469143 100,177106
9c 1400 1530 3,14612804 | 3,18469143 98,789101
10c 1500 1530 3,17609126 | 3,18469143 99,7299527
Promedio 99,6144936

Exactitud en Chorito (Mytilus chilensis) inoculado con 107 ufc/g y analizado bajo la norma
ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Cddigo | Recuento ALOA | Recuento en log ALOA/log RP
muestra | analista 1 (ufc/g) | placa (ufc/ml) | log ALOA log RP *100
la 42,5 65 1,62838893 | 1,81291336 89,8216632
2a 40 65 1,60205999 | 1,81291336 88,3693633
3a 47,5 65 1,67669361 | 1,81291336 92,4861414
4a 45 65 1,65321251|1,81291336 91,190928
5a 37,5 70 1,57403127 | 1,84509804 85,3088147
6a 42,5 70 1,62838893 | 1,84509804 88,2548729
7a 42,5 70 1,62838893 | 1,84509804 88,2548729
8a 55 75 1,74036269 | 1,87506126 92,8163108
9a 62,5 75 1,79588002 | 1,87506126 95,7771382
10a 60 75 1,77815125|1,87506126 94,8316348
Promedio: 90,711174
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Exactitud en Chorito (Mytilus chilensis) inoculado con 102 ufc/g y analizado bajo la norma
ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Caodigo | Recuento ALOA | Recuento en log ALOA/log RP
muestra | analista 1 (ufc/g) | placa (ufc/ml) | log ALOA log RP *100
1b 455 720 2,6580114 | 2,8573325 93,0242245
2b 535 720 2,72835378 | 2,8573325 95,4860446
3b 570 720 2,75587486 | 2,8573325 96,4492183
4b 495 720 2,6946052 | 2,8573325 94,3049226
5b 515 650 2,71180723|2,81291336 96,4056437
6b 525 650 2,7201593 |2,81291336 96,7025627
7b 540 650 2,73239376 | 2,81291336 97,1375017
8b 430 745 2,63346846 | 2,87215627 91,689595
9b 520 745 2,71600334 | 2,87215627 94,5632161
10b 605 745 2,78175537 | 2,87215627 96,8525077
Promedio: 95,2615437

Exactitud en Chorito (Mytilus chilensis) inoculado con 10* ufc/g y analizado bajo la norma
ISO 11290-2:1998/FDAM 1:2004(E).

Caodigo | Recuento ALOA | Recuento en log ALOA/log RP
muestra | analista 1 (ufc/g) | placa (ufc/ml) | log ALOA log RP *100
1c 1650 1630 3,21748394 | 3,2121876 100,164883
2C 1550 1630 3,1903317 | 3,2121876 99,3195943
3c 1500 1630 3,17609126 | 3,2121876 98,8762691
4c 1550 1630 3,1903317 | 3,2121876 99,3195943
5c 1550 1680 3,1903317 | 3,22530928 98,9155278
6c 1500 1680 3,17609126 | 3,22530928 98,4740061
7C 1500 1680 3,17609126 | 3,22530928 98,4740061
8c 1450 1545 3,161368 |3,18892848 99,1357448
9c 1600 1545 3,20411998 | 3,18892848 100,476383
10c 1350 1545 3,13033377 | 3,18892848 98,1625579
Promedio 99,1318566
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