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Resumen

La seguridad alimentaria garantiza que los alimentos no causen dafios al consumidor. Los
microorganismos como Salmonella y Listeria pueden causar enfermedades, es importante que las
industrias alimentarias tengan planes de monitoreo que aseguren la limpieza de estas superficies y
la seguridad alimentaria de sus productos. El Sistema de Deteccién Molecular (MDS) 3M™ amplifica
rapidamente las secuencias Unicas de acido nucleico de ADN con alta especificidad y sensibilidad. Es
muy importante validar el método en el tipo de alimento que desea usar. También es necesario
establecer las condiciones del método que se aplicara y verificar el cumplimiento de los requisitos.
El método 3M™ MDS se comparé con el método tradicional de andlisis en dos tipos de muestras:
puré de banano congelado tomado en tres tiempos de produccién diferentes y tres puntos
diferentes de superficie. Ambos fueron analizados en formas contaminadas y no contaminadas para
cada tipo de microorganismo. Las muestras contaminadas artificialmente para Listeria sp se
detectaron en ambos métodos. Para las superficies se detectd Salmonella sp en las muestras
contaminadas en ambos métodos, para el puré de banano congelado con 3M™MDS no se
detectaron las muestras contaminadas, todos los resultados fueron negativos. Se puede concluir
que 3M™ MDS es una herramienta vélida para la deteccidn de Listeria sp en puré de banano
congelado y superficies. En Salmonella sp 3M™MDS es una herramienta vélida para la deteccidn en
superficies pero en el puré de banano congelado no se ha validado en las condiciones en que se
realizd este estudio.
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Abstract

Food safety is the guarantee that food will not cause harm to the consumer. Since microorganisms
like Listeria and Salmonella can cause serious illness in humans, it is important for food industries
to have monitoring plans to ensure the proper cleanliness of their surfaces as well as the
microbiological safety of their products. The 3M™ Molecular Detection System (MDS) rapidly
amplifies the unique DNA sequences in the microorganisms with high specificity and sensitivity. It is
of great importance to validate this method for the specific type of food product or surface for which
it is intended to be used for monitoring. It is also necessary to verify that the conditions of the
method will be as required and that every other additional requirement for it’s usage will be
complied. The 3M™ MDS method was compared with the traditional method of analysis in two
types of samples: frozen banana puree taken at three different production times and three different
spots of a surface. Both were analyzed in contaminated and uncontaminated forms for each type of
microorganism. Listeria was detected in all the contaminated samples by both methods. Salmonella
was detected by both methods in all the contaminated surfaces, while in the contaminated samples
of banana puree, 3M™ MDS failed to detect it. It can be concluded that 3M™ MDS is a valid tool for
the detection of Listeria in both frozen banana puree and the sampled surface as well as for the
detection of Salmonella in such surface, while it is not a valid tool for the detection of Salmonella in
frozen banana puree, under the conditions in which this study was conducted.

Keywords: Food Safety, Salmonella sp, Listeria sp, validation, 3M™ MDS, traditional method
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Introduccion

La alimentacién es un elemento bdsico para la vida y el desarrollo humano, por lo tanto mantener
la seguridad alimentaria y nutricional es un tema prioritario tanto a nivel nacional como
internacional. Esto incluye que las personas puedan acceder y gozar de alimentos de calidad para
su adecuado consumo y utilizacion bioldgica, ademds, que les garantice bienestar general
(Ministerio de salud, 2011).

La inocuidad de los alimentos se define como, la garantia de que los alimentos no causaran dafio al
consumidor cuando se preparen y/o consuman de acuerdo con el uso a que se destinan. Para ello
se utilian criterios microbiolégicos de inocuidad que indican la aceptabilidad de un producto o un
lote de un alimento basado en la ausencia, presencia o cantidad de microorganismos (Decreto
41.420-COMEX-S-MAG-MEIC, 2018). La inocuidad es la ausencia de contaminantes, adulterantes,
toxinas y otras sustancias que puedan hacer nocivo el alimento para la salud y abarca acciones que
puedan garantizar la maxima seguridad posible de los alimentos desde la produccion hasta el
consumo (Ministerio de salud, 2011).

Cuando un alimento no es inocuo podrian presentarse enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA), estas enfermedades son causadas por la ingesta de alimentos o agua contaminada con
microorganismos o pardsitos. Estos microorganismos patégenos se pueden adaptar a ciertas
condiciones por ejemplo: un cambio en la linea productiva, cambios en los procesos, el comercio
internacional, grupos de poblaciones expuestas a riesgos o cambios en el estilo de vida ( Codex
Alimentarius, Programa Conjunto FAO/OMS Sobre las Normas Alimentarias, 2007).

Entre estos microorganismos podemos encontrar a Listeria monocytogenes que es una bacteria
oportunista (afecta principalmente a personas susceptibles), grampositiva y anaerobia facultativa,
puede causar meningitis, encefalitis, septicemia, gastroenteritis, mastitis y abortos tardios (Fortes;
David; Koeritzer; Wiedmann, 2013).

Otro microorganismo patdgeno es Salmonella sp, una bacteria gramnegativa que no forma esporas
y pueden ser moviles, hay mds de 2500 serotipos identificados. Causa diarrea, fiebre y calambres
abdominales, en ancianos y bebés, pueden propagarse e incluso causar la muerte si no se trata
(Fortes; David; Koeritzer; Wiedmann, 2013).

Para evitar que los alimentos producidos lleguen a no ser inocuos se deben de tener ciertas medidas
a largo de la cadena productiva, ademas, realizar andlisis que permitan su pronta identificacion
como, ademads,disminuir la mortalidad y los gastos econédmicos en caso de una contaminacién por
ejemplo los métodos de deteccion rapida de patégenos (Hernandez-Porras, y otros, 2017).

Estos métodos, son todos aquellos que brindan resultados mas rdpido que los convencionales,
generalmente se agrupan en tres categorias: inmunoldgicos, biosensores y basados en acidos


http://www.pgrweb.go.cr/scij/Busqueda/Normativa/Normas/nrm_texto_completo.aspx?param1=NRTC&nValor1=1&nValor2=87920&nValor3=114653&param2=1&strTipM=TC&lResultado=1&strSim=simp
http://www.pgrweb.go.cr/scij/Busqueda/Normativa/Normas/nrm_texto_completo.aspx?param1=NRTC&nValor1=1&nValor2=87920&nValor3=114653&param2=1&strTipM=TC&lResultado=1&strSim=simp

nucleicos, como el Sistema de deteccion Molecular (MDS) 3M™ (Fortes; David; Koeritzer;
Wiedmann, 2013).

Sin embargo, a pesar de la efectivad de los métodos es necesario realizar una validacién de estos,
para asegurar que la herramienta satisface su uso previsto. Al realizar una validacién se obtiene
como resultado una declaracidn sobre el cumplimiento, o incumplimiento de los requisitos para el
uso o aplicacién dada, sustentada en evidencias objetivas ( Lazos Martinez & Hernandez Gutiérrez,
2004).

La empresa Paradise Ingredients, anteriormente conocida como Gerber Ingredients, es una empresa
ubicada al oeste de la provincia de Cartago. Entre sus actividades esta la produccién de puré de
banano congelado, puré de banano aséptico y a la produccidon de esencia de banano; estos
productos son exportados a mercados de Norteamérica, Suramérica y Europa ( Paradise Ingredients,
2019).

Como parte de la politica de la empresa esta el mantener la inocuidad de los productos, incluido el
puré de banano congelado. Por esta razdn surge la necesidad de tener un método de deteccién, en
el laboratorio interno, que sea efectivo y esté validado; para garantizar que los productos no
causaran daio al consumidor.

Por esta razén se plantea validar el Sistema de Deteccion Molecular 3M™ para la Deteccidén de
Listeria sp y Salmonella sp en Puré de Banano Congelado y muestras ambientales en la empresa
Paradise Ingredients.



Revision de literatura

Inocuidad en Industrias de alimentos

El significado de inocuidad es proveer alimentos que no afecten la salud de los consumidores, es
garantizar que los alimentos no causardn dafio al consumidor cuando se preparen o consuman de
acuerdo al uso previsto (FAO). Mantener la inocuidad es fundamental para mantener la vida y la
buena salud de los consumidores, esto es importante debido a que se estima que cada afio
enferman por alimentos contaminados unos 600 millones de personas y 420 000 mueren (OMS,
2017).

Otra de las razones de mantener la inocuidad es que se fortalece la economia nacional, la
industrializacién y produccidon. Ademas, la calidad e inocuidad que brinda una empresa abre mas
mercados y credibilidad a la marca vendida. Un problema con inocuidad significa pérdida de dinero,
clientes e inversién. Para mantener inocuidad se plantean diferentes procedimientos que
disminuyan el riesgo de contaminacién, ya que, puede suceder en cualquier etapa del proceso de
fabricacion y distribucion (OMS, 2017). Programas como buenas practicas de manufactura, HACCP,
manipulacion correcta de alimentos hasta las certificaciones internacionales buscan disminuir estos
riesgos.

En Paradise Ingredients la calidad e inocuidad son parte de su politica integrada. Mediante un plan
de monitoreo ambiental, medidas especificas para cada tipo de producto terminado y un método
de deteccidn oportuno, se busca disminuir el riesgo de contaminacién por patégenos.

La empresa inicié en el aflo 1968 en Costa Rica; como Productos Gerber de Centroamérica S.A; a
partir de 1977 incursiond en el procesamiento de pulpa de banano. Para el afio 2000 Gerber
Ingredients S.A se trasladd a la zona industrial de Cartago. Posteriormente en el 2016 el fondo
privado de capital, Caseif Ill LP, adquiere la fabrica Gerber Ingredients, con el fin de potenciar sus
operaciones. Por lo que la fabrica cambia su nombre a Paradise Ingredients localizada detras del
Parque Industrial Z de Cartago.

Entre sus productos se encuentran esencia de banano, puré de banano aséptico y concentrado
congelado, que son exportados a Estados Unidos, Europa, Asia y Latinoamérica (Fallas, 2016).

En la linea de banano congelado se obtiene como uno de sus productos finales un puré de banano
congelado concentrado con 40.5 brix. Este producto es de un color crema natural y sabor a natural
no tiene ningun aditivo y no contienen organismos genéticamente modificados. Tiene un pH de 4.7
a 5.2 yuna acidez de 0.40 a 0.60 (Paradise Ingredients, 2019).

Es un producto intermedio a granel que se utiliza como materia prima para otros procesos, se
comercializa en tambores cilindricos de 230kg (Paradise Ingredients, 2019).



Un alimento congelado se almacena constantemente a 0°F (-17.8 °C), a esta temperatura se
disminuye el movimiento de las moléculas causando que los microorganismos entren en una fase
durmiente (Food Safety and Inspection Service, 2015).

La velocidad de congelacidn afecta la calidad de los alimentos, al estar en congelacidn por periodos
extensos se inactivan muchos de los microorganismos como bacterias, levaduras y hongos. Sin
embargo, cuando se descongela un producto los microorganismos pueden activarse nuevamente,
multiplicdndose en las condiciones apropiadas a niveles que pueden ocasionar enfermedades (Food
Safety and Inspection Service, 2015).

En la empresa Paradise Ingredients para produccién de puré de banano congelado concentrado
natural se realizan diferentes etapas. En las primeras etapas estd la recepcidn, transporte y seleccion
de banano verde. Posteriormente se realiza una maduracién del banano por medio de gaseado con
etileno, este banano se transporta a planta donde se verifica que cumpla con las condiciones de
maduracién que sean requeridas.

El banano maduro pasa a una pila y luego a una banda donde sera pelado. En las etapas posteriores
estan la molienda, filtracidon calentamiento, pre-esterilizacién, almacenamiento en tanque frio,
concentracién, enfriamiento, llenado, almacenamiento y distribucién del puré de banano congelado
concentrado natural (figura 1).

Figura 1. Diagrama del proceso de produccion de puré de banano congelado desde el pelado hasta el
despacho.

Fuente: HACCP Linea de puré de banano congelado, 2019.



Para mantener la inocuidad de el puré de banano congelado, en la empresa Paradise Ingredients se
mantienen monitoreos microbioldgicos al producto final, en este caso para el pure de banano
congelado concentrado natural, ademas, de los anadlisis de indicadores de calidad, se realizan
analisis de patdgenos, por lo tanto es de gran interés para la empresa utilizar un método rapido y
confiable.

Importancia de muestreos ambientales en la industria alimentaria

Un programa de monitoreo ambiental de patdgenos, es una medida para verificar la eficacia de los
programas para el control en la planta, se incluyen areas de mas riesgo y areas lejanas a esta. El solo
realizar pruebas a producto terminado es una estrategia pobre ante la ausencia de un programa
monitoreo (Almond Board of California, 2010).

Los monitoreos ambientales y de superficies van a permitir verificar las condiciones de limpieza de
equipos e instalaciones, ya que, se debe de evitar la formacién de biopeliculas en los equipos, pisos,
paredes, drenajes y tuberias (Hernandez-Porras, y otros, 2017).

Se deben identificar las areas potenciales de riesgo y el flujo del proceso, ademas, hacer énfasis en
los posibles puntos potenciales de recontaminacion del producto (Almond Board of California,
2010). Por ejemplo las personas encargadas de limpiar desaguaderos no deberian entrar en
contacto ni limpiar las superficies que entran en contacto con los alimentos sin antes cambiarse de
ropa, lavar y desinfectar las manos e instrumentos. Mediante estudios a largo plazo se puede
mantener una vigilancia y mejora de los programas de limpieza (Codex Alimentarius, Programa
Conjunto FAO/OMS Sobre las Normas Alimentarias, 2007).

Para un programa de monitoreo se debe de tener en cuenta lugares con grietas, hendiduras,
soldaduras asperas, tubos y soportes huecos, montajes proximos de superficies de metal a metal o
de metal a plastico, cierres y juntas estropeados u otras zonas que no pueden alcanzarse durante la
labor normal de limpieza y desinfeccidon de las superficies y zonas adyacentes que entran en
contacto con los alimentos. Para monitoreo de patdgenos como L. monocytogenes se debe de
muestrar lugares frios y que alberguen condensacion como por ejemplo refrigeradores ( Codex
Alimentarius, Programa Conjunto FAO/OMS Sobre las Normas Alimentarias, 2007). Para poder
identificar las areas de riesgo la planta generalmente se dividen en cuatro zonas segun sus
operaciones (Moreira, 2016).

Zona 1: dreas de la planta que son superficies de contacto directo del producto después de proceso
de esterilizacién o proceso térmico y antes de que el producto sea empacado por ejemplo: cubetas,
utensilios, manos de los empleados (si tocan el producto), contenedores, llenadoras (Almond Board
of California, 2010).

Zona 2: areas en donde no haya contacto con el producto en la planta y estén cercanas a superficies
de contacto con el producto. Algunos ejemplos son: Estructuras de equipos, paneles de control y
botones, tuberias aéreas que se encuentren directamente sobre las superficies de la Zona 1y
herramientas de mantenimiento (Almond Board of California, 2010).
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ZONA 3: superficies que no tengan contacto con el producto y que se encuentren en areas abiertas
de procesamiento del producto posterior a la esterilizacién, pero no en las inmediaciones cercanas
a las superficies de la Zona 1. Por ejemplo: Pisos, paredes, techos, mangueras, unidades de
tratamiento del aire, bandejas para recoger el goteo de la condensacion, carritos, montacargas,
contenedores de basura, escobas, trapeadores y escurridores y cajas de herramientas (Almond
Board of California, 2010).

Zona 4: areas alejadas de las areas de procesamiento del producto posterior a la esterilizacién,
pueden originar una contaminacién cruzada de las Zonas 1, 2 y 3. Algunos ejemplos son: pasillos,
muelles de carga, depdsitos en bafios y vestidores, refrigeradores y congeladores, taller de
mantenimiento y areas de oficina (Almond Board of California, 2010).

En Paradise ingredients se divide las planta en diferentes zonas de higiene de acuerdo a los
requerimientos de los diferentes procesos en zonas de baja, mediana y alta higiene.

La zona llenado de congelado y armado de se encuentran clasificados como zona de mediana
higiene. Las zonas de baja higiene son la zona de descarga y recibo de banano, la zona de pre-
proceso de banano, la zona de congelado (exceptuando llenado), la parte alta de los
concentradores, la bodega de materia prima y la bodega de producto terminado (Master Plan
Zoning Paradise Ingredients. Rev 8. 2019).

Con base en esta categoria se puede definir frecuencias y establecer un limite de control y accién
para inspeccionar la correcta limpieza de esta zona.

Por otra parte la eleccién del método de muestreo va a depender del elemento que se quiera
muestreas, se pueden utilizar esponjas o hisopos, muestras de trozos pequefios, muestras de polvo,
muestras de agua y muestras de aire (Moreira, 2016).

Microorganismos patogenos Salmonella sp y Listeria monocytogenes

Algunos microorganismos contribuyen al deterioro de los alimentos, y otros se consideran
patdgenos porque causan enfermedades en quienes los consuman. Dos de estos microorganismos
son Listeria sp y Salmonella sp.

Listeria sp es una bacteria oportunista, grampositiva y anaerobia facultativa, dentro de las especies
patdgenas se encuentra Listeria monocytogenes, un patdgeno bacteriano intracelular causante de
listeriosis en humanos (Codex Alimentarius , 1999).

Este microorganismo puede puede sobrevivir en biofilms durante periodos largos, a temperaturas
de 10 a 45 °Csiendo una temperatura optima los 30 °Cy pH de 4y 9 (Velazquez, 2003). Es resistente
a la salinidad o acidez alta, crece en condiciones de oxigeno bajo, también, sobrevive a periodos
largos en el medio ambiente, en los alimentos, en la planta procesadora, y en la refrigeradora casera
(Codex Alimentarius , 1999).

La temperatura y pH afecta la habilidad de L.monocytogenes para adherirse a superficies de
contacto de alimentos como bandas y acero inoxidable, se puede evitar su proliferacion
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manteniendo un pH inferior a 4,4 y una actividad acuosa menor a 0,92 o la congelacién ( Codex
Alimentarius, Programa Conjunto FAO/OMS Sobre las Normas Alimentarias, 2007).

Es esencial mantener alimentos libres de Listeria sp porque una contaminacién por L.
monocytogenes causa listeriosis y se han reportaron aproximadamente 23.000 personas infectadas
a nivel mundial para 2010, y de esa cifra 5.463 fallecieron (Jimenez, 2017).

La listeriosis es una de las enfermedades transmitidas por alimentos mas graves, hay de 0,1 a 10
casos anuales por millén de personas, dependiendo del pais y la regidon. Aunque el nUmero de casos
es pequefio, la alta tasa de mortalidad de esta infeccidn la convierte en un importante problema de
salud publica (OMS, 2018).

Se han realizado varias investigaciones de la presencia de Listeria sp en diferentes alimentos como
carnes crudas y productos cdrnicos, pescado y leche obteniendo resultados positivos en algunos
casos, concluyendo que los alimentos ricos en proteinas contienen diferentes especies de Listeria
(Yehia, Ibraheim, & Hassanein, 2016).

En costa rica se ha detectado este microorganismo en alimentos frescos y de produccién casera
como quesos, leche sin pasteurizar, helados, pescados, entre otros, también, se puede contraer por
el contacto con animales, personas infectadas, suelo o agua contaminada (Jimenez, 2017).

Existen dos tipos de listeriosis: la no invasiva, es una forma leve que afecta sobre todo a personas
sanas. La forma invasiva, es mads grave y afecta a determinados grupos de alto riesgo, como las
embarazadas, los pacientes en tratamiento por cancer, sida o trasplantes de drganos, los ancianos
y los lactantes (OMS, 2018). Se presenta sintomas como diarrea leve, meningitis y septicemia (Codex
Alimentarius , 1999).

Las cepas virulentas pueden invadir el epitelio gastrointestinal y entrar a las células fagociticas
donde pueden sobreviviry reproducirse, puede llegar al cerebro y probablemente al feto en mujeres
embarazadas. El periodo de incubacién varia entre aproximadamente 2 dias hasta 6 semanas (Codex
Alimentarius, Programa Conjunto FAO/OMS Sobre las Normas Alimentarias, 2007).

Una de las cepas mas virulentas es la Listeriolysin S (LLS), se asociada con la mayoria de brotes
epidémicos a nivel mundial debido a que tiene la capacidad para generar una toxina que impide el
crecimiento de los microorganismos benéficos alojados en el intestino humano para favorecer su
propia reproduccidon. Se ha demostrado que Listeria sp utiliza un componente para sobrevivir
llamado Hidrolasa de Sal Biliar (BSH), esta sustancia es liberada para resistir los efectos de las sales
bilares del tracto intestinal (Jimenez, 2017).

Se ha detectado Listeria sp utilizando diferentes métodos, desde el tradicional hasta ensayos en
tiempo real de PCR o amplificacion isotérmica en diferentes matrices de alimentos y muestras de
superficie (Cloke, Arizanova, Crabtree, Evan, & SimpSon, 2016).
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Salmonella sp es otro patégeno de importancia en la industria alimentaria, uno de los mas
importantes relacionados con la inocuidad de los alimentos (Qianru Yang, Domesle, & Fei Wang,
2016).

Se clasifica en el orden Enterobacteriales en la familia Enterobacteriaceae, son bacilos cortos gram-
negativos no esporulados, anaerobios facultativos, oxidasa negativa, son méviles a excepcién del
serotipo Gallinarum-Pullorum. La temperatura de crecimiento esta entre 7 °Ca 48 °C, pH entre 4 a
8 y con actividades de agua por debajo de 0.93 (Alvarenga & Rodriguez de Alvarez, 2018).

Entre los serotipos mas importantes se incluyen las serovariedades de tres Unicas especies
patégenas primarias: S.typhy, S. choleraesuis y S. enteritidis (Alvarenga & Rodriguez de Alvarez,
2018).

La enfermedad causada por este patégeno es salmonelosis, para causar enfermedad se necesita una
inoculacion entre 10 a 100 millones de este microorganismo, generalmente por un periodo entre
12 a 36 horas. En el caso de S.typhi el reservorio es el hombre por lo que su transmisién es de una
persona a otra. Entre sus sintomas se encuentran diarrea, dolor abdominal, dolor de cabeza, fiebre,
erupcion maculo-papulosa en pecho y espalda; los enfermos presentan un periodo de convalecencia
entre 1y 8 semanas (Alvarenga & Rodriguez de Alvarez, 2018).

Una contaminacién por Salmonella se produce debido al subproceso, contaminacién cruzada post-
tratamiento que proveniente de superficies de contacto del producto, manejo inadecuado, vectores
como plagas, ingredientes contaminados, contaminacion ambiental y tratamientos térmicos
insuficientes (FSIS, 2017).

Los sintomas en la mayoria de los casos son relativamente leves y los pacientes se recuperan sin
tratamiento especifico, en el caso de niflos pequefios y en ancianos, la deshidratacién causada por
la enfermedad puede agravarse y poner en peligro la vida (OMS, 2017)

La importancia de controlar este patdgeno, es evitar contaminaciones transmitidas por alimentos,
en Costa Rica se reportaron 210 casos para el 2015 (Ministerio de Salud, 2015), pero se estima que
afecta anualmente a decenas de millones de personas de todo el mundo y provoca mds de cien mil
defunciones (OMS, 2017).

En plantas de procesamiento como produccion de harina, se ha encontrado presencia de Salmonella
en pisos, muestras de polvo, zapatos de operarios, escobas, transportadores y otros lugares. Las
plagas y roedores, aves, cucarachas y moscas pueden albergar y transmitir este microorganismo por
lo cual, el manejo de plagas es de gran importancia (Aguilar, 2015).

Métodos para la deteccion de patégenos en alimentos

La deteccion de patégenos en alimentos es de suma importancia. Mantener la inocuidad de los
alimentos debe ser una de las prioridades de las industrias para evitar enfermedades que puedan
causar sus productos.
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Un alimento contaminado, puede significar la desacreditacién de las empresas ante sus clientes y el
publico en general. Por esta razén, la importancia de establecer medidas que minimicen el riesgo
gue representan estos microorganismos y tener sistemas de gestidon de calidad e inocuidad que
permitan la pronta deteccién y control de patégenos (Almond Board of California, 2010).

Los laboratorios de microbiologia al ver la creciente demanda de andlisis de patégenos en alimentos
han incluido estos andlisis entre sus servicios. Los métodos de deteccidn van desde los tradicionales
hasta metodologias que utilizan tecnologias mas rapidas como por ejemplo la deteccion de acidos
nucleicos (acido desoxirribonucleico ADN y 4acido ribonucleico ARN) y biosensores, estos métodos
son muy sensibles y especificos, ademas, dan resultados en periodos cortos (Huertas Caro, Urbano
Caceres, & Torres Caycedo, 2019).

Existen diferentes metodologias para la deteccidon de patégenos en alimentos, estas metodologias
se agrupan en métodos cualitativos o cuantitativos, dependiendo del método empleado se
plantean los requisitos de validacion.

Métodos cuantitativos

La respuesta del analisis de estos métodos es la cantidad medida directamente o indirectamente
(AOAC, 2012). Tienen limites operacionales y atributos como especificidad, sensibilidad, precisién,
recuperacion, limite de deteccidn, linealidad y limite y rango de cuantificacién, también algunos
factores técnicos como la composicidn microbiana general de la muestra y el estrés de incubacién
(Camaré Sala, y otros, 2015).

Métodos cualitativos

Este tipo de método tiene una respuesta de analisis de presencia o ausencia directa o
indirectamente en determinada cantidad de muestra (AOAC, 2012). Se deben de tener en cuenta
parametros como sensibilidad, especificidad, falsos positivos, falsos negativos y eficiencia (Camaro
Sala, y otros, 2015).

Método tradicional

El método tradicional de deteccién utiliza las caracteristicas metabdlicas para el aislamiento e
identificacion de microorganismos, teniendo presente la capacidad de los microorganismos de
crecer en prescencia de ciertos nutrientes, sales, quimicos o antibiéticos (Yanez, 2015).

Estos métodos requieren de un enriquecimiento primario, enriquecimiento secundario, cultivo en
agar y confirmacién bioquimica (Yafiez, 2015). Generalmente son los métodos conocidos como
métodos de referencia reconocido internacionalmente y ampliamente aceptados (Garrido, 2016).

Método molecular

Los métodos moleculares se basan en la presencia de moléculas como el ADN que son especificas y
se encuentran en un microorganismo o grupo de microorganismos. En este caso los pasos son un
enriquecimiento primario y la deteccidn molecular (Yafez, 2015).
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En el afio 1952, A. Hershey y M. Chase mostraron que el ADN es el responsable de transmitir la
informacidn genética a la siguiente generacién. Esta molécula es un polinucleétido de doble cadena,
forma una doble hélice mantenida por interacciones no covalentes (Teijén & Gaitan, 2017).

El ADN es una molécula muy estable quimicamente, estd compuesto por bases puricas (adenina y
guanina) y pirimidinicas (citosina y timina), y la desoxirribosa. Puede desnaturalizarse a causa de la
rotura de los enlaces de hidrégeno y la alteracidn de las interacciones hidrofébicas, esta
desnaturalizacidon ocurre en un rango de temperaturay pH especifico, la temperatura de fusién varia
linealmente entre 70-100 °C y cuando la temperatura desciende la cadena se aparea nuevamente
Teijon & Gaitan, 2017).

El método de PCR simulain vitro el proceso de la replicacion del ADN, estd técnica permite la
amplificacion de un fragmento especifico de ADN agregando oligonucledtidos que indican el sitio
desde el cual debe iniciarse la amplificacion y la ADN polimerasa. Cada ciclo de PCR tiene tres pasos:
la desnaturalizacion en donde se calienta la reaccién 90-94°C para romper los puentes de hidrégeno
y separar la doble cadena de ADN, el alineamiento donde se diminuye la temperatura (50-65°C) y
la extensidon en la cual se eleva la temperatura (68—72°C) para que la polimerasa termoestable
sintetice la nueva hebra de ADN (Pefia, Ramirez & Barrera, 2013).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha sido muy utilizada debido a que la identificacion de
microorganismos se realiza de manera precisa y confiable. Mediante diferentes variantes de la PCR
como: PCR en tiempo real, PCR cuantitativa, PCR de inmunocaptura, entre otros. Se han
desarrollado varias técnicas de deteccidén de microorganismos (Garrido, 2016).

Estas técnicas deben de tener sensibilidad, especificidad, bajo costo, simplicidad, rapidez,
adaptabilidad a la temperatura y facil disponibilidad de equipos (Garrido, 2016).

Sistema de deteccién Molecular 3M™

El Sistema de deteccién Molecular (MDS) 3M™ se desarrollé a través de la combinacidn Unica de
dos tecnologias: la amplificacién isotérmica de ADN (LAMP) y la deteccidn de bioluminiscencia, para
amplificar rapidamente secuencias Unicas de dacido nucleico de ADN con alta especificidad y
sensibilidad (Yafiez, 2015). Esta efectividad se debe en gran parte a su disefio de primers que deben
ser muy especificos y tiene una mayor tolerancia a inhibidores (rapidmicrobiology, 2019).

El método utiliza una ADN polimerasa con actividad de desplazamiento de cadena, una
amplificacion por desplazamiento no requiere el paso de PCR donde hay que desnaturalizar (90°C),
es isotérmica por lo tanto la reaccién ocurre a una misma temperatura de 60°C en forma continua,
ademas, tiene una alta eficiencia de amplificacién ya que el ADN se amplifica 109 — 1010 veces en
15 a 75 minutos (rapidmicrobiology, 2019).

El método LAMP, es llevado a cabo por una polimerasa con alta actividad de desplazamiento de
cadena y un sistema de dos cebadores internos y dos cebadores externos para reconocer un total
de seis secuencias distintas en el ADN blanco garantizando alta especificidad; se han desarrollado
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varios métodos para la identificacidn de virus, bacterias, protozoos y hongos (Arroyo , Morales,
Sosa , & Carmona-Fonseca, 2008).

Cuando se completa un ciclo de la reaccidn, solo los cebadores internos son usados para la sintesis
de ADN, se denominan Forward Inner Primer (FIP) y Backward Inner Primer (BIP), cada uno contiene
dos secuencias distintas que corresponden a las secuencias sentido y anti-sentido del ADN blanco,
uno para cebar en la primera etapa y el otro para auto-cebarse en etapas posteriores (Arroyo,
Morales, Sosa , & Carmona-Fonseca, 2008).

La reaccién de LAMP se inicia por la adicién de un fragmento considerable de ADN polimerasa Bst (
Bacillus stearothermophylus ) y es llevada a 652C durante una hora (Arroyo , Morales, Sosa , &
Carmona-Fonseca, 2008).

El cebador interno FIP se une a F2c en el ADN blanco e inicia la sintesis de la hebra complementaria.
El cebador externo F3, que es unas pocas bases mas cortas; estd en menor concentracidn que FIP;
lentamente se une a F3c en el ADN blanco e inicia la sintesis de ADN por desplazamiento de la hebra
(Arroyo , Morales, Sosa , & Carmona-Fonseca, 2008).

Al liberar una cadena complementaria unida a FIP, se forma una estructura enrollada (bucle) en un
extremo (figura 2). Esta hebra sencilla de ADN sirve como molde para la sintesis de ADN iniciada por
BIP y la subsiguiente sintesis de ADN por desplazamiento de la hebra a partir del cebador B3,
originando la produccion de un ADN en forma de doble asa (dumb-bell ), que es rapidamente
convertida a una forma de bucle en tallo ( stem loop ) por la sintesis de ADN del autocebador, luego,
esta forma sirve de inicio para los ciclos de LAMP (Arroyo , Morales, Sosa , & Carmona-Fonseca,
2008).

Figura 2: Amplificacién Isotérmica de ADN (LAMP).
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Para iniciar los ciclos de LAMP, FIP se une a la estructura en herradura de ADN y se inicia la sintesis
por desplazamiento de la hebra, lo que genera una separacién intermedia en la estructura en
herradura de ADN con una copia invertida adicional de la secuencia blanco en la base y un asa o
bucle formada en el extremo opuesto a través de la elongacion y reciclaje.

Asi, la secuencia original de LAMP es amplificada tres veces cada medio ciclo, los productos finales
son una mezcla de ADN en herradura con diferentes longitudes y estructuras, con multiples bucles
formados por la unidn entre repeticiones invertidas alternativas de la secuencia blanco en la misma
cadena (Arroyo, Morales, Sosa , & Carmona-Fonseca, 2008).

La amplificacidn isotérmica de ADN (LAMP) es una técnica de amplificacidon de acidos nucleicos
altamente robusta, eficiente, sensible, especifica y sencilla. La ventaja que representa es un
resultado en un menor tiempo ya que, se realizan entre 35 y 60 minutos, y no requiere
desnaturalizacidn, tiene una menor complejidad y menor costo en comparacion con los métodos de
PCR (Yafiez, 2015).

Esta técnica permite la visualizacién de los resultados positivos a simple vista y puede ser visualizado
con una fuente de luz ultravioleta (UV), afiadiendo un colorante de fluorescencia en la mezcla de la
reaccién (Arroyo , Morales, Sosa , & Carmona-Fonseca, 2008).

La tecnologia de bioluminiscencia se utiliza para reportar la amplificacion del ADN del organismo
objetivo en tiempo real, es un proceso enzimatico de dos pasos (Figura 3), las moléculas de
pirofosfato generadas durante la amplificacidon del ADN se convierten en ATP, este es utilizado por
luciferasa de luciérnaga termoestable para generar luz que es emitida y leida por el Instrumento de
Deteccién Molecular 3M ™ y sefiala la deteccidn (Yafiez, 2015).

Para resultados positivos se informaran en tiempo real mientras que los resultados negativos e
inspeccidn se mostraran después de que se complete la ejecucién (Yafiez, 2015).

Figura 3. Proceso enzimatico de Deteccién Molecular 3M ™ (1. Los iones de pirofosfato generados
durante la amplificacién de ADN son convertidos a ATP 2. el ATP utiliza la luciferasa termoestable
para generar luz).
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Fuente: Yafiez, 2015.
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Para patégenos como Salmonella y L. monocytogenes se utiliza este método para la deteccién rapida
y especifica de estos microorganismos en matrices de alimentos y muestras ambientales que son
previamente enriquecidas en un medio adecuado (Yafez, 2015).

Este método ha sido evaluado, comparandolo con métodos de referencia ISO, USDA, FDA o AOAC
con una amplia gama de matrices, ademds, se ha evaluado su rendimiento mediante pruebas de
inclusidn y la exclusividad (Yafez, 2015).

Las pruebas inclusividad se realizan para, conocer la capacidad de un método para detectar el
analito objetivo de una amplia gama de cepas. Las pruebas de exclusividad permiten ver la falta de
interferencia de un rango relevante de cepas no diana, el estudio de comparacién de métodos
internos se realiza para evaluar el rendimiento del método 3M en comparacién con el método de
referencia I1SO 6579 (Yafiez, 2015).

Esta técnica fue comparada por 13 laboratorios ubicados en los Estados Unidos y Canada con el
método de referencia para la deteccidn de L. monocytogenes en pavo y filete de pechuga de pollo
crudo (Bird, Flannery, Crowley, Agin, & Goins, 2017).

Para la deteccién rdpida de Salmonella en varios tipos de muestras de alimentos, se utiliza el
acoplamiento de la amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP) con bioluminiscencia en
tiempo real, siendo métodos rapidos, especificos, sensibles, cuantitativos y robustos (Qianru Yang,
Domesle, & Fei Wang, 2016).

El método 3M MDA 2 — Salmonella se ha comparado con método de referencia en diferentes
matrices sin mostrar una diferencia estadisticamente significativa entre ellos (Bird, Flannery,
Crowley, Agin, & Goins, 2016).

Validacion de métodos microbiolégicos

Una validacién es un proceso, donde se establece que las caracteristicas de desempefio de un
método estdn de acuerdo con los requerimientos para una determinada aplicaciéon. Cuando un
método ya estd validado, el laboratorio tendra que demostrar periédicamente el buen desempefio
del método (Lazos Martinez & Hernandez Gutiérrez, 2004).

Al realizar una validacion se deben de definir el tipo de método que se va a validar y los rangos para
los pardmetros, ademas, de como se realizara la toma de muestras y cudles cepas de referencia se
van a utilizar (Camard Sala, y otros, 2015).

Incluyen también precisidn, exactitud, sensibilidad, especificidad, rango de resultados y limite de
deteccién o cuantificacion (Camaro Sala, y otros, 2015).

Se tiene que establecer las condiciones en que se va a aplicar el método y finalmente comprobar el
cumplimiento de requisitos y declarar la validez del método. Por estd razdn se establecen las etapas
del proceso de validacion ( Lazos Martinez & Hernandez Gutiérrez, 2004).
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Estas etapas comprenden: Conocer el problema a resolver de acuerdo a las caracteristicas del
método, las necesidades del laboratorio y del solicitante de la prueba. Planificar las acciones a
seguir, los requisitos y condiciones a cumplir, establecer el disefio experimiental y los analisis de
resultados estadisticamente validos (Camaré Sala, y otros, 2015).

Se debe de definir el alcance de la validacion, especificar la muestra en la que se va a aplicar,
temperatura, tiempo de incubacién, limites de operacidn y describir los microorganismos de interés.
Finalmente después de realizar la validacién y evaluar los resultados obtenidos, se debe de
confirmar la validez del procedimiento utilizado y realizar el informe de validacion (Camard Sala, y
otros, 2015).

La validacidn parcial o verificacion debe reflejar las condiciones reales del ensayo. Se pueden utilizar
muestras contaminadas natural o inoculadas con un nivel conocido del microorganismo, se debe ser
conciente de que la inoculacion de una matriz solo imita la presencia natural de microorganismos
contaminantes (Camaro Sala, y otros, 2015).

Para realizar una validacidn se deben estimar los niveles de contaminacion de muestras ya sea que
se esta contaminacidn sea natural y/o artificial (Qvist , 2011).

La importancia de la validacidon es que es uno de los principales requisitos de calidad, ha ido
aumentando debido a la comprensién del rendimiento de los métodos rapidos (Quist, 2011).

Un laboratorio, cuando desarrolla un método o utiliza uno desarrollado por alguien mas, debe
asegurar que es adecuado para la funcidn o el uso previsto declarando su validez (Lazos Martinez
& Hernandez Gutiérrez, 2004).

Una validacién se pueden realizar para estos tipos de métodos y comprenden dos fases. La fase A,
es un estudio comparativo realizado por un laboratorio experto del método alternativo frente a un
método de referencia (Qvist , 2011).

La fase B es un estudio colaborativo del método alternativo que se lleva a cabo en un ensayo
organizado por el mismo laboratorio experto (Qvist , 2011).

Una validacion primaria se realiza como un proceso exploratorio, en el cudl se busca realizar una
caracterizacién de una técnica que se desarrolla en un laboratorio, se deben establecer los limites
operacionales, desempefio del método nuevo, dar origen a especificaciones numéricas y
descriptivas (Camard Sala, y otros, 2015).

La validacion secundaria, revalidacion o verificacidn, se realiza cuando un laboratorio implementa
un método desarrollado en otra parte, se deben aportar pruebas que establece que se cumplen
con los requisitos del método empleado (Camaré Sala, y otros, 2015).

Para métodos cualitativos las validaciones pretenden demostrar que los microorganismos no
influyen en la desviacion positiva (ocurre cuando un método alternativo da un resultado positivo sin
confirmacién y el método de referencia negativo) o desviacién negativa (cuando un método
alternativo da resultado negativo sin confirmacion y el de referencia da positivo) (Fortes; David;
Koeritzer; Wiedmann, 2013).
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Objetivos

Objetivo General

Validar el Sistema de Deteccidon Molecular 3M™ para la Deteccidn de Listeria sp y Salmonella sp en
muestras de Puré de Banano Congelado y medio ambiente en la empresa Paradise Ingredients

Objetivos especificos

I Comprobar mediante la validacién, si el Sistema de Deteccién Molecular 3M™ para la
deteccion de patdgenos, es apropiado para analizar alimentos y medio ambiente de la empresa
Paradise Ingredients

Il Determinar si existen puntos de muestreo ambiental vulnerables en la linea de banano
congelado para presencia de Listeria sp y Salmonella sp
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Materiales y Métodos
Localizacion del estudio

Las actividades de produccidn se desarrollaron en la planta de alimentos Paradise Ingredients, en
la linea de puré de banano congelado ubicada en Cartago, Costa Rica. Las actividades
experimentales se realizaron en los laboratorios de docencia del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica
y en el Laboratorio Central de la empresa Paradise Ingredients

Protocolo de validacion para métodos cualitativos
El protocolo de validacién que se utilizd fue para métodos cualitativos donde se evalué el método
alternativo utilizando el MDS 3M™ frente al método de referencia en el laboratorio externo

MICROTEC donde utilizaron los métodos BAM C10 para Listeria monocytogenes y BAM C5 para
Salmonella sp.

Matrices
Se utilizaron muestras de puré de banano congelado y superficies 50% contaminadas
artificialmente y otro 50% negativos. Se utiliaron dos cepas para la contaminacién artificial; L.

monocytogenes ATCC 7644 y S. enterica sv Typhimurium ATCC14028.

Muestreo de producto terminado

Se obtuvieron muestras de banano congelado concentrado, se tomaron directamente de la cachera
de llenado, por duplicado en bolsas de 500gr de tres lotes diferentes, una muestra de cada lote se
envio a analizar previamente para Salmonella sp y Listeria sp a un laboratorio externo para
garantizar que estén libres de estos microorganismos. Las muestras se mantuvieron a -18 °C hasta
su andlisis.

Muestreo de superficies

Se tomaron muestras de superficies en tres puntos de la linea de banano congelado por duplicado
para cada microorganismo, estas superficies fueron drenaje de pila, tuberia previé a cachera de
llenado y las cacheras de llenado (figura 4), las areas se desinfectaron previamente con alcohol de
70 para asegurar que este libre de microorganismos. Se utilizé la técnica de hisopado utilizando un
hisopo 3M™ QuickSwab con 1 ml de caldo Letheen, se frotd por la superficie en un &rea de
aproximadamente 10 cm x 10 cm.

Figura 4. Puntos de linea congelado para validacién.

(A. drenaje; B. Tuberia antes llenado; C. Cacheras de llenado).
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Disefio experimental

Se trabajoé con un disefio factorial tipo 2 a la 3 que consta de 24 ensayos, con 3 bloques, se tienen
3 lotes y tres puntos de muestreo (Chicas, 2019).

Preparacidn del inéculo

Las cepas L. monocytogenes ATCC 7644 y S. enterica sv Typhimurium ATCC14028 se sembraron por
extensién en agar Tripticasa soya (TSA) preparado previamente y se incubaron a 37°C por 24 h,
siguiendo las instrucciones del fabricante.

De las placas obtenidas, se tomd una muestra con un hisopo estéril y se introdujo en un tubo de
ensayo con 9 ml de solucién salina estéril al 0.085% vy se agitaron para homogenizar.

Se utilizd un espectrofotdémetro X-ma 1200 a 625 nm para medir y ajustar la absorbancia entre 0.07
a 0.08 (figura 5).

Figura 5. Absorbancia de muestras a 625 nm.
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Posteriormente, se realizaron diluciones decimales traspasando 1 ml de cada tubo a otro que
contienia 9 ml de agua peptonada. Se realizé este procedimiento hasta llegar a las diluciones
necesarias para cada metodologia. Las diluciones 10%, 10%, 1:2 y 1:5 se sembraron en profundidad
por triplicado en agar para recuento en placa, se incubaron a 37°C por 24 horas.

Contaminacion artificial de las muestras

Para el andlisis cualitativo se pesaron 100g de muestra de puré de banano congelado por dupliicado
para cada microorganismo y cada una se contaminaron con 1 mililitro de un inéculo de 10! que
corresponde entre 10 -50 UFC/ml. Para las superficies a una muestra de cada punto se agregd 1
mililitro de un in6culo 10 al hisopo con 10ml de agua peptonada buferizada ISO para S. enterica y
10ml de demi fraser para L. monocytogenes.
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Para la deteccion de Salmonella sp se realizé una segunda contaminacién de muestras, para cada
lote de puré de banano congelado se pesaron 25gry se descongelaron y mantuvieron a temperatura
ambiente por dos horas, posteriormente se contaminaron con 1ml del inéculo de S. entérica.

Las muestras que no se contaminaron solo se pesaron (puré banano congelado) y rotularon para ser
analizadas posteriormente.

Se envio una muestra contaminada de cada lote de puré de banano congelado y una muestra de
cada superficie contaminada a laboratorio MICROTEC, las muestras se enviaron en hielera con
gelpacks. También se envié una muestra de cada lote de puré de banano congelado y una muestra
de cada superficie sin contaminar al laboratorio MICROTEC para ser analizada para Salmonella sp y
Listeria sp.

Las muestras de puré de banano congelado se guardaron en congelacion a -18 °C por tres semanas,
después se analizaron por ambos métodos nuevamente.

Deteccidon molecular de S. enterica sv Typhimurium

Para el enriquecimiento se utilizé agua peptonada buferizada ISO la cual se prepard siguiendo las
instrucciones del fabricante. Posteriormente para cada muestra se pesaron 25 g de puré de banano
en una bolsa estéril y se agregaron 225 ml de agua peptonada buferizada ISO y se homogenizé. Para
las muestras ambientales se colocé el hisopo en 10 ml de agua peptonada buferizada ISO a 37°Cy
se homogenizd. Las muestras se incubaron a 41,5°C por 24h.

El andlisis molecular se realizé con el equipo deteccién Molecular (MDS) 3M™ vy el el 3M Kit
Salmonella Version 2. En camara de flujo laminar se limpiaron los instrumentos del equipo
hipoclorito de sodio al 3%.

Se procedid a invertir los tubos de Solucién de Lisis (SL) previamente ambientados, para cada
muestra se transfirieron 20 pL al tubo de lisis. Posteriormente se colocaron los tubos en el bloque a
100°C (£1°C) por 15 minutos. Después de transcurrido el tiempo se colocaron en el bloque frio a
temperatura ambiente (20-25°C) por 5 minutos.

Se tomaron 20 pL de la muestra y se transfirio al tubo de reactivo individual, pipeteando 5 veces
para mezclar. Seguido colocaron los tubos cerrados en la bandeja de carga rapida. Se Incorporaron
los datos de las muestras al software y finalmente se inicié la ejecucion en el software.

Deteccidon molecular de Listeria sp

Para el enriquecimiento se utilizé agua medio demi fraser suplementado, el cual se preparé
siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente para cada muestra se pesaron 25 g de
puré de banano en una bolsa estéril y se agregaron 225 mL de demi fraser y se homogenizd. Para
las muestras ambientales se colocd el hisopo en 10 ml de demi fraser y se homogenizd. Las muestras
se incubaron a 37°C por 24h.

El andlisis molecular se realizé con el equipo deteccién Molecular (MDS) 3M™ y el el 3M Kit Listeria
Version 2. En cdmara de flujo laminar se limpiaron los instrumentos del equipo con hipoclorito de
sodio al 3%.

Se procedid a invertir los tubos de Solucién de Lisis (SL) previamente ambientados, para cada
muestra se transfirieron 20 pL al tubo de lisis. Posteriormente se colocaron los tubos en el bloque a
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100°C (£1°C) por 15 minutos. Después de transcurrido el tiempo se colocaron en el bloque frio a
temperatura ambiente (20-25°C) por 5 minutos.

Se tomaron 20 uL de la muestra y se transfirié al tubo de reactivo individual, pipeteando 5 veces
para mezclar. Seguido colocaron los tubos cerrados en la bandeja de carga rdpida. Se Incorporaron
los datos de las muestras al software y finalmente se inicid la ejecucidn en el software.

Para las muestras de puré de banano congelado, las muestras inoculadas y sin inocular se
congelaron -18 °C por 3 semanas y se analizaron nuevamente para evaluar la recuperacién de los
microorganismos presentes.

Muestreo de superficies en la linea de banano congelado

Para el muestreo de superficies se utilizd el diagrama de flujo de la linea de banano congelado vy el
Master Plan Zoning 2019 de Paradise Ingredients para determinar los puntos vulnerables de la linea,
se utilizé la técnica de hisopado, con un hisopo 3M™ QuickSwab con 1 ml de caldo Letheen.
Posteriormente se prepararon las muestrasy se corrieron en el el equipo deteccidon Molecular (MDS)
3M™,

Los puntos muestreados se observan en en la figura 6 Y 7; ademas, para Listeria sp se tomaron
muestras en las camaras de congelacién 5, 6 y 7 y en la antecamara.

Figura 6. Puntos de muestreo para Listeria sp.

(A. drenaje pila; B. drenaje de piso; C. Tanque almacenamiento Rodger; D. Tanque Flash
desaireado; E. Tanque nivel de almacenamiento; F. Termocupla de termos de enfriamiento; G
Tanque frio de almacenamiento; H. Cacheras de llenado; I. Filtro PPRO; J. Filtros FMC).
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Figura 7. Puntos de muestreo para Salmonella sp.

(A. drenaje pila; B. drenaje de piso; C. Tanque almacenamiento Rodger; D. Tanque Flash
desaireado; E. Tanque nivel de almacenamiento; F. Cacheras de llenado; G. Filtro PPRO; H.
Filtro FMC).

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos se utilizo el software estadistico Minitab 2019

para realizar la prueba exacta de Fisher,ademas, se calculé la desviacién estandar y la media del
indulo.

Se calcularon la sensibilidad, exactitud relativa, especificidad, tasa falsos positivos, tasa falsos
negativos, concordancia Kappa utilizando la tabla de la figura 8.
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Figura 8. Expresion de calculos para parametros de validacion.

Parametros de validacién y expresiones para su calculo

Sensibiidad Sensibiidad = Expresada como % Sensiblidad % = X100

VP + FN VP + FN

VN wN

Especificdad Especificadad = como % E %= x100

VN+FP N+ EP

VP+VN 100
| 2 ————————x
Exacttud relativa Exacttud relatva VPIFPVN o FN
Tasa Falsos Postivos =_fP . 1- Especificidad
FPeWN

Tasa de Falsos
Positivos Expresado en %

Falsos Positvos % = —E0
FPsVN

x100 = 100- Especificidad

N
Tasa Faisos Negativos = = 1. Sensibibdad

Tasa de Falsos FN+VP

o8 E en% N

Falsos Negatvos % = x100 = 100- Sensdiidad
FN+VP
Concordancia Indice de concordancia Kappa
estadistca para Kay 2 (VPXVN-FNxFR)(VP+FR)FP+VN)+ (VP FN)(FN+ V!
- ppa= 2 (V P PHFP+VN)+ (VP FN)FN+VN)]

FP: faisos FN: falsos nega! VN 9 VP

Tabla de contingencias

Respuesta Muestra inoculada Muestra no inoculada
Resultado Positivo Verdadero positivo (VP) Falso Positivo (FP)
Resultado Negativo Falso negativo (FN) Verdadero Negativo (VN)

Fuente: Organismo Argentino de Acreditacion, 2013.
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Resultados

1. Preparacion del inéculo

Para corroborar la concentracion de las diluciones realizadas se utilizé la técnica por vertido en placa
en un agar no selectivo, en este caso Plate Count agar. Se escogié la dilucién 10* (cuadro 1) con las
cuales se obtuvieron las medias correspondientes a 21 y 29 UFC/ml, se determind como la dilucién
adecuada para la contaminacién artificial de muestras ya que no es mas de 10 veces el limite de
deteccion del método MDS 3M™,

Cuadro 1. Concentracién del inéculo.

Repeticiones S. enterica sv | Listeria
Typhimurium monocytogenes
(UFC/ml) (UFC/ml)

1 80 70
2 10 0
3 0 0
4 20 10
5 0 30
6 0 30
7 10 30
8 90 40
9 50 10
10 0 30
11 0 10
12 0 30
Media 21.67 29
Desviacion 32.98 17.92

estandar
Fuente: Minitab 2019.

En la figura 9 se puede observar el crecimiento de una colonia para S. enterica sv Typhimurium
equivalente a 10 UFC/ml y dos colonias para Listeria monocytogenes equivalente a 20 UFC/ml.

Figura 9. Cultivo por vertido en placa de dilucién 102,

(Izquierda: Listeria monocytogenes; derecha: S. enterica sv Typhimurium).
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2. Deteccion molecular de Listeria sp en muestras de puré de banano congelado y

superficies

Los resultados obtenidos para el método molecular y el método tradicional fueron iguales para
ambos métodos (cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados obtenidos para Listeria sp.

Cédigo de | Carga

Tipo de muestra

Resultado MDS 3M™

Método tradicional

Muestra

LICIL Inoculada Puré de banano Positivo Positivo
L2CIL Puré de banano Positivo Positivo
L3CIL Puré de banano Positivo Positivo
PICIL Superficie Positivo Positivo
P2CIL Superficie Positivo Positivo
P3CIL Superficie Positivo Positivo
LISIL Sin inocular Puré de banano Negativo Negativo
L2SIL Puré de banano Negativo Negativo
L3SIL Puré de banano Negativo Negativo
PISIL Superficie Negativo Negativo
P2SIL Superficie Negativo Negativo
P3SIL Superficie Negativo Negativo

Los resultados obtenidos para la sensibilidad, exactitud relativa, especificidad, tasa falsos positivos,
tasa falsos negativos, evidencian la deteccién de muestras contaminadas, y resultados negativos de
muestras no contaminadas en ambos métodos, con tres semanas de congelacién los resultados se
ven afectados debido a que no se logré detectar todos los positivos por el método molecular

(cuadro 3).

Cuadro 3. Resultados estadisticos para Listeria sp.

Muestras

Puré de banano y superficies
Puré de banano con 3 semanas
de congelacion

Sensibilidad Especificidad Exactitud

% % relativa %
100 100 100
83 100 92

Tasa falsos
positivos %
0
0

Tasa falsos

negativos %
0
17

La prueba exacta de Fisher produce un valor p de 1, debido a que el valor de p>0.05 no se puede

rechazar la hipdtesis nula. Por lo tanto, con estos datos, no hay evidencia suficiente para indicar una

diferencia entre los métodos, y el indice concordancia Kappa igual a 1 que muestra una

concordancia perfecta (figura 10).
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Figura 10. Resultados prueba exacta de Fisher y analisis Kappa de Fleiss para Listeria sp y
resultados de muestras con tres semanas de congelacion.

Prueba exacta de Fisher Prueba exacta de Fisher 3 semanas de congelacidn

Filas: tradicional Ceolumnas: molecular Filas: Método  Columnas: resultados

negativo positive Todo negativo positivo Tedo
negativo 6 0 & Molecular 4 2 [
poditive 0 & & Tradicional 3 3 6
Teds ] & 12 Todo 7 5 12

AR SR cats antenido de la celda
Ceanea anteo

Valor p
1 valor p

1

Estadisticos Kappa de Fleiss Estadisticos Kappa de Fleiss

Respuesta Kappa Error estandar de Kappa Z Plvs > 0) Respuesta Kappa Error estindar de Kappa Z P(vs > 0)
negatvo 1 00270282 11,4801 0,0000 negativo 0657143 0182574 359932 0,0002
pSSiti\-'Cl 1 00870383 11,439 0.0000 positivo 0657143 0,182574 3,59932 0,0002

Fuente: Minitab, 2019.

En los graficos obtenidos del MDS 3M™ para cada andlisis muestran picos medidos en RLU
(unidades relativas de luz) significan que si hubo una amplificacién de ADN por lo que estas
muestras son positivas (figura 11).

Figura 11. Resultados obtenidos para puré de banano Listeria sp.

MLASIL (A1) MLACIL (B}
238955 220223
2 179216 & 185167
5 tigdmr 5 1iii2
R — e — 56056
0 ! e
5 16 25 35 45 &5 65 75 5 15 25 35 45 55 65 75
A Tiemgs {mimdes) B Tismgo (méntos)
MLZSIL (E1) ME2SIL(F1)
114 342383
286491 273908
&N 214368 g 205430
a BT = 13652
hilra) — — — E84TT
& 15 25 35 45 55 B85 75 5 15 25 35 45 55 65 75
Tiempo {minutos) Trempe {minitos)
ML3SIL {A3}
859989 ML3CIL (B3)
287991
2 215903 201 504
3 143005 2 21128
11998 = 140752
ol—— — 70376
5 15 25 35 45 55 B85 V5 Y — =
Tiemga (minios) 5 15 25 35 45 55 €5 75
E F Tiempa {mindtos)

(A.Lote 1 con sin indculo; B. Lote 1 con indculo; C.Lote 2 sin inéculo; D. Lote 2 con indculo; E.Lote 3 sin indculo; F. Lote 3
con indculo).

Después de 3 semanas de congelacidn las muestras de puré de banano congelado con el método
molecular dieron resultados positivos con el método MDS 3M™ en dos lotes contaminados el
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método tradicional detectd los tres lotes contaminados como positivos lo cual afecté la sensibilidad
de método MDS 3M™ (figura 12).

Figura 12. Resultados obtenidos para puré de banano Listeria sp con tres semanas de

congelacion.
ML1SIL (A1) MLA1CIL (B1)
294047 281945
235237 225558
& 176428 - 168167
L x
3 11ete S mae
S8608 56388
0+ 1]
1% 26 36 46 B6 686 TS 5 15 25 35 45 55 865 75
A Tiempo | minutos) B Toemps (remites)
ML2SIL (G1) ML2CIL (D1)
285142 313380
228013 251184
5  1Tieas & Tee
S 118487 S 126592
areceE 62798
o ]
5 15 25 35 45 85 B85 78 5 15 25 35 45 39 65 79
C Tremgs (minutos) D Tiermpo (minutas)
ML3ZIL (E1) ML3ICIL (F1)
284020 paticlsind
227218 234873
£ 1oa2 S 176155
E  nse0e 5 117497
56804 56718
0 0
5 15 25 35 45 55 65 75 15 25 35 45 55 B85 75
E Twmpa (minulos) F Tiemgs (mindlos)

(A.Lote 1 con sin indculo; B.

Lote 1 con indculo; C.Lote 2 sin indculo; D. Lote 2 con indculo; E.Lote 3 sin indculo; F. Lote 3

con indculo).

En la figura 13 se observan los gréficos obtenidos del MDS 3M™ para cada muestra analizada de
superficies. Las muestras con picos medidos en RLU (unidades relativas de luz) significan que si hubo
una amplificacion de ADN por lo que estas muestras son positivas.
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Figura 13. Resultados obtenidos para superficies Listeria sp

MSP1SIL (C1) MSPACIL (D1)
2;33?3 259016
PR g ez
E rse 5 120508
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o [ S—=—
5 165 25 35 45 65 65 75 5 15 25 3 45 55 65 75
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preod 250913
4 188185
2 gﬁ:ﬁ? e _ S 125457
107813 G272
o o l=— =
B 15 35 35 45 BS &5 75 5 15 35 35 45 B85 €5 T5
C Thernpe {mindiesh D Trempe {rmindos)
MSPISIL (&3) 261568 MSP3CIL (D3)
I 201246
251457
g ?
= =T
60084 |— — . 50312
0 [ P =
5 15 25 35 45 65 65 75 9 185 25 35 45 55 65 TS
E Teemgpo {minitos) F Thermpe: {minuics)

( A.Cachera de llenado sin inéculo; B. Cachera de llenado con inéculo; C.drenaje sin indculo; D. Drenaje con indculo; E.
Tuberia sin indculo; F. tuberia con indculo).

3. Deteccidon molecular de S. enterica sv Typhimurium en muestras de puré de banano

congelado y superficies

En el cuadro 4 se observan los resultados obtenidos para el método molecular y el método

tradicional.
Cuadro 4. Resultados obtenidos para Salmonella sp.

Muestra Carga Muestra Resultado MDS 3M™ Método tradicional
LICIS Inoculada Puré de banano Negativo Positivo
L2CIS Puré de banano Negativo Positivo
L3CIS Puré de banano Negativo Positivo
PICIS Superficie Positivo Positivo
P2CIS Superficie Positivo Positivo
P3CIS Superficie Positivo Positivo
LISIS Sin inocular Puré de banano Negativo Negativo
L2SIS Puré de banano Negativo Negativo
L3SIS Puré de banano Negativo Negativo
PISIS Superficie Negativo Negativo
P2SIS Superficie Negativo Negativo
P3SIS Superficie Negativo Negativo
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Los resultados obtenidos de la sensibilidad, exactitud relativa, especificidad, tasa falsos positivos y
tasa falsos negativos, muestran sensibilidad de 75%, una tasa de falsos negativos de 25% debido a
qgue no se detectd positivos para muestras de puré con inoculadas con el patégeno en el método
molecular. Las muestras congeladas después de 3 semanas no mostraron positivos en ningun
método evaluado, mostrando valor de 100% para falsos negativos (cuadro 5).

Cuadro 5. Resultados estadisticos para Salmonella sp.

Muestras Sensibilidad Especificidad% Exactitud Tasa falsos Tasa falsos
% relativa % positivos% negativos %

Puré de bananoy 75 80 88 0 25

superficies

Puré de banano con 3

semanas de congelacion 0 100 50 0 100

La prueba exacta de Fisher dio un valor p de 0,40. El indice de concordancia Kappa de 0.5 muestra
una concordancia moderada, para muestras con tres semanas de congelacidn no se puede calcular
la prueba exacta de Fisher ni kappa debido a que todos los resultados fueron negativos (figura 14).

Figura 14. Resultados prueba exacta de Fisher para Salmonella sp sp y resultados de muestras
con tres semanas de congelacidn.

Prueba exacta de Fisher Muestras con 3 semanas de congelacion
Filas: Método Columnas: resultados Filas: Método Columnas: resultades
negativo positive Todo negativo Todo
e o 5
Todo 13 9 24 I;T:Icnal 1§ 'Ii

ontenigo de la celda
Conteo Lontenidc de \a celag
Conteo
Valor p
0400323

Estadisticos Kappa de Fleiss Estadisticos Kappa de Fleiss

Evaluaciones idénticas. Mo se puede calcular kappa.

Respuesta  Kappa Error estandar de Kappa ZPlvs=0)

anatihem SRIRIA O0RTN2EE 5 AT s - - . .
negativo 0563636 00870338 647569 0,0000 La prueba exacta de Fisher sélo esta disponible
positivo 0,563636 0,0870388 £47569  0,0000

para las tablas de 2 x 2.

Fuente: Minitab, 2019.
Para puré de banano congelado los resultados obtenidos del MDS 3M™ muestra que no hay ningln

pico medido en unidades relativas de luz (RLU), por lo que todas las muestras son negativas. Para
muestras inoculadas en 25 g, los resultados obtenidos fueron negativas (figura 15).
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Figura 15. Resultados obtenidos para puré de banano Salmonella sp.
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(A.Lote 1 sin indculo; B. Lote 1 con indculo; C.Lote 2 sin indculo; D. Lote 2 con indculo; E.Lote 3 sin indculo; F. Lote 3 con

inéculo).

Para puré de banano congelado en muestras inoculadas en 25 g con tres semanas de congelacion,
los resultados obtenidos del MDS 3M™ muestra que no hay ningin pico medido en unidades
relativas de luz (RLU), por lo que todas las muestras son negativas (figura 16).

Figura 16. Resultados obtenidos para puré de banano con tres semanas de congelacion.
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(A.Lote 1 sin indculo; B. Lote 1 con indculo; C.Lote 2 sin indculo; D. Lote 2 con indculo; E.Lote 3 sin indculo; F. Lote 3 con

indculo).
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Para las muestras de superficies se observan picos (RLU) detectados para las muestras inoculadas,
esto muestra que si hubo una amplificacion de ADN por lo tanto las muestras que presentan estos
picos son positivos (figura 17).

Figura 17. Resultados obtenidos para superficies Salmonella sp.
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(A.Cachera de llenado sin indculo; B. Cachera de llenado con indculo; C.drenaje sin indculo; D. Drenaje con indculo; E.
Tuberia sin indculo; F. tuberia con indculo).

4. Resultados de deteccion molecular en puntos de muestreo de superficies

Todos los puntos muestreados en la linea de puré de banano congelado dieron negativos para
Listeria sp y Salmonella sp, los resultados se pueden observar en el anexo 5.
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Discusion de Resultados

La deteccidon de patdgenos en alimentos es de suma importancia para evitar enfermedades, para
Salmonella sp y Listeria monocytogenes existen métodos de deteccién rapida como lo es el MDS
3M™ | este método presenta una ventaja sobre los métodos tradicionales por su deteccidn en un
menor tiempo; es por ese ahorro en tiempo y recursos que estos métodos son cada vez mas
utilizados.

Por otro lado, las industrias buscan obtener un producto inocuo, en el caso de la empresa Paradise
Ingredients su politica integrada de gestidn busca garantizar la inocuidad de sus productos, uno de
ellos, el puré de banano congelado.

No solo se debe de monitorear el producto final, se debe de garantizar que la limpieza realizada en
las diferentes dreas es correcta y que las medidas aplicadas evitan la contaminacién cruzada que
pueda afectar el producto y mds aun la salud de los consumidores.

Métodos alternativos como el Sistema de deteccidon Molecular (MDS) 3M™, utiliza la amplificacidn
isotérmica de ADN (LAMP) y la deteccién de bioluminiscencia con alta especificidad y sensibilidad,
ademas de ser un método de répida ejecucion (Yafez, 2015).

Sin embargo, para garantizar que el método es adecuado para la matriz utilizada es necesario
realizar una validacion secundaria o verificacidon que permita conocer si el desempefio de un método
es logrado con las condiciones del laboratorio (Camard Sala, y otros, 2015).

Al establecer el disefio experimental se realizé un disefio factorial tipo 2 a la 3. Este tipo de disefio
permite observar la accidon de dos o mas factores, en este caso se elaboraron 24 ensayos, con 3
bloques (lotes de puré de banano, punto de muestreo de superficies).

La ventaja de utilizar este disefio es principalmente que requieren pocos experimentos por cada
factor estudiado y proporcionan una forma econdmica, ademas, los niveles pueden ser cualitativos
o cuantitativos y las interpretaciones se puede realizar mediante el sentido comun. Estos disefios
se pueden ampliar, son de gran importancia prdactica y proporcionan pistas para posteriores
investigaciones(Box et al, 2008).
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Como se observa en la figura 10, para Listeria sp se obtuvo que no existen diferencias entre los
métodos analizados (Keith, 2003). Ademas, el analisis de indice de concordancia Kappa igual a 1
mostré que el existe concordancia perfecta entre los métodos (Dias, 2011). Los analisis de
sensibilidad, especificidad y exactitud relativa nos mostraron valores de 100%.

Se utiliza una prueba exacta de Fisher debido a que la muestra a estudiar es demasiado pequeiay
no se cumplen las condiciones necesarias para que la aplicacién del test chi cuadrado. El analisis de
concordancia Kappa permite realizar un andlisis en variables cualitativas (Dias, 2011).

En las figuras 11, 12 y 13 para analisis de Listeria sp se observan picos que varian hasta los 281504
RLU (unidades relativas de luz), en tiempos desde los 15 a 35 minutos. Para determinar si las
matrices interfieren con el resultado se han realizado otros experimentos utilizando el Sistema de
Deteccién Molecular 3M™ donde obtuvieron para Listeria sp picos de luz desde los 15 a los 25
minutos, con RLU hasta los 299519 considerandose la altura de los picos independiente de la
cantidad de bacterias presentes (Forsythe, 2013).

Podemos ver que el tiempo de deteccién de positivos es similar, el corto tiempo de deteccion
muestra una alta eficiencia de amplificacidon del método, ya que, el ADN se amplifica en 15 a 75
minutos (rapidmicrobiology, 2019).

En otras validaciones, los autores han detectado con éxito especies de Listeria sp en productos
congelados como helado (Arias et al, 2018). Bird et al, 2015 evaluaron el Sistema de Deteccidn
Molecular 3M™ en diferentes matrices, incluyendo superficies de acero inoxidable, para esta
evaluacidn no obtuvieron diferencias signifivas comparandolo con método tradicional concordando
con los resultados obtenidos en este proyecto (Bird et al, 2015).

Forsyte, 2013 mostré que conforme la concentracién del indculo es menor las curvas son mas
anchas y mas bajas, en los resultados obtenidos se observaron este tipo de curvas en los analisis
realizados tres semanas después de congelada las muestras y disminuye la sensibilidad del método
molecular para la deteccién de positivos (figura 10). Se resalta la importancia del monitoreo de esta
bacteria en matrices congeladas, ya que, sobrevive en los alimentos en periodos largos (Codex
Alimentarius, Programa Conjunto FAO/OMS Sobre las Normas Alimentarias, 2007).

Se realizd un analisis con muestras congeladas tres semanas después para observar la resistencia de
los microorganismos antes factores como la congelacidon, ademas, las guias de validacién para
productos congelados recomiendan que estas permanezcan durante un minimo de 2 semanas a -20
° C para ser analizadas. Para frutas y verduras congeladas se recomienda analizar Listeria
monocytogenes y Salmonella sp (FDA, 2015). Para analisis de muestras con tres semanas de
congelaciéon se obtuvo un valor de kappa con concordancia buena para Listeria sp.

El analisis realizado en diferentes puntos de la linea de banano congelado nos permitié detectar
sitios que pueden presentar un riesgo para contaminacion con Listeria sp, dentro de los puntos
analizados los resultados fueron negativos, sin embargo, el plan de monitoreo para patégenos debe
incluir superficies que estén en contacto con el producto después de calentamiento. Los alimentos
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pueden contaminarse por una materia prima contaminada agregada después del proceso térmico
o por la recontaminaciéon mediante el entorno (Almond Board of California, 2010).

Los drenajes analizados en la linea de banano congelado dieron negativos para la presencia de este
patdgeno, anteriormente en un estudio realizado por la universidad de Stellenbosch con una
industria Sudafricana iniciado en el 2016, se explica la supervivencia y proliferacion de biofilms de
L. monocytogenes en el ambiente en plantas de proceso (Ackermann, 2018).

Ackermann, 2018 menciona que Listeria sp forma biofilm, estos se pueden madurar cuando no hay
limpieza mecanica o tratamiento quimico, en este estado son mas resistentes que en estado de
células libres (estado plancténico). También observaron la recuperacién de Listeria sp después de
multiples tratamientos y se observd un aumento de la resistencia dentro de las horas.

Por lo tanto tener un monitoreo de superficies que se realice con una frecuencia establecida reduce
el riesgo de re-contaminacién después de la produccién, tanto en la manipulacién vy
almacenamiento (Ackermann, 2018).

En el caso de Salmonella sp podemos observar diferencias entre ambos métodos, esto debido a
que el método MDS 3M™ no detecté Salmonella en las muestras de puré de banano, pero si fue
detectado por método tradicional. Se afectaron valores de sensibilidad, especificidad y exactitud
relativa como se muestra en el cuadro 5 y una concordancia Kappa moderada(Dias, 2011). Las
muestras analizadas tres semanas después de congelada mostraron resultados negativos para
ambos métodos por lo tanto no se puede calcular el indice kappa ni la prueba exacta de Fisher.

La concentracién del indculo utilizado es muy baja para que sobreviva a largos periodos de
congelaciéon. Este microorganismo puede ser afectado a temperaturas de 0 °C y -10 °C pero no
garantiza su destruccion total en los alimentos (Robledo, 2015).

Para las muestras de puré de banano congelado no se obtuvieron picos (figuras 15 y 16), esto
significa que la luciferasa no generd luz, ya que, al no haber una amplificacién de ADN no se genera
ATP, por lo tanto las muestras son negativas en la deteccidn del microorganismo blanco (Yanez,
2015).

Forsyte, 2013 obtuvo resultados satisfactorios en la deteccién de diferentes serotipos de Salmonella
sp, utilizando el Sistema de Deteccién Molecular 3M™, sin embargo, en este estudio se utilizaron
matrices diferentes y temperaturas de inoculacién acorde con la matriz analizada.

La temperatura de crecimiento para Salmonella sp esta entre los 7 °C a 48 °C, a pesar de esto en
Canada y Estados unidos se han dado reportes de brotes con diferentes serotipos de Salmonella en
nugets de pollo congelado, atun congelado y reposteria congelada (PR Newswire, 2019 & Canada
Newswire, 2019).

En el 2010 se asociaron brotes de Salmonella sp a comida congelada, en un estudio de casos y
controles de varios estados en Estados Unidos, donde la falta de coccidn en alimentos congelados
que no son listos para consumir aumentaba el riesgo de enfermarse, ademds, es importante
considerar el riesgo con uso de alimentos contaminados como materias primas (Rounds et al, 2013).
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En un ensayo realizado para la validacién de un método alternativo para la deteccién de Salmonella
sp utilizaron muestras de helado, inoculado artificialmente y posteriormente congelado,
obteniendo resultados positivos para las muestras inoculadas, mostrando que no existia diferencias
entre los métodos utilizados (Feldsine et al, 2010).

Por lo tanto es probable que la temperatura de refrigeracién en que se mantuvo la muestra antes
de ser contaminada artificialmente no fuera el factor que afecté la deteccién de positivos en el puré,
ademas, pruebas del MDS 3M™ en la matriz en banano anteriormente realizadas dieron resultados
validos (anexo 6). Se deben realizar pruebas mas robustas en esta matriz para observar si existen
efectos de la temperatura de la muestra sobre la deteccidon de Salmonella sp.

Factores importantes en la implementacién del Sistema de Deteccién Molecular 3M™ son el tiempo
y la temperatura de inoculacidon en el preenriquecimiento. Validaciones realizadas en trabajos
anteriores no demostraron diferencias significativas entre diferentes métodos comparados en seis
matrices alimentarias con tiempos de incubacion de 20-22 h (Higgins et al, 2019). Feldsine et al,
2010 utilizaron temperaturas de incubacién de 35°C a 37 °C con resultados satisfactorios.

Otro informe de validaciones realizadas con el metodo MDS 3M™, muestra que los laboratorios
obtuvieron lecturas en muestras no inoculadas y detectaron problemas en la deteccidon por una
incorrecta ejecucion en el proceso de lisis y contaminacion, por esto es necesario llevar a cabo cada
paso en el correcto tiempo y la temperatura adecuada (Bird et al, 2016). Es importante tener en
cuenta que una baja Aw puede ser perjudicial para la supervivencia de la Salmonella a 55° Ca 60° C
(Almond Board of California, 2010).

Debido a que la temperatura de incubacion variaba y no se mantuvo homogénea durante el
preenriquecimiento en este ensayo, pudo afectar la recuperacion del microorganismo, ademas, se
debe considerar que la temperatura de incubacién a 41,5 °C podria no ser la adecuada, por lo que
se deben evaluar temperaturas de incubacién a 37 °C como lo indica el procedimiento para otro tipo
de matrices.

En el andlisis de superficies para Salmonella sp, es importante considerar el factor temperatura ya
gue, una contaminacion cruzada podria ocasionar problemas de brotes de este microorganismo. En
las muestras analizadas para Salmonella sp el 100% dieron negativas, sin embargo, se debe
mantener la constante vigilancia y mejoramiento del plan de monitoreo de patdgenos.

En andlisis de superficies Webber et al, 2019, detectaron formacidn de biofilms de Salmonella en
temperaturas de 3 °Cy 9 °C, mencionan que trabajos anteriores mostraron la formacidn de biofilms
de Salmonella Enteritidis a 4 °C, mostrando, ademas, su resistencia al tratamiento con cloro. Los
autores hacen mencidn a otros trabajos donde se determiné como minima una temperaturade 5°
C para el crecimiento de Salmonella sp.

A una temperatura de 70 °C es mas dificil inactivar el patégeno en el ambiente (Almond Board of
California, 2010). Otros autores mencionan que la formacion de biofilm por diferentes cepas de
Salmonella sp es mayor a temperaturas 22 °C (Soni et al, 2013).
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Las plagas como los roedores, aves, cucarachas y moscas pueden albergar y transmitir presencia de
la Salmonella sp. en el ambiente (Almond Board of California, 2010).

Con los resultados obtenidos podemos decir que para Listeria sp no hay diferencias significativas
entre los métodos, sin embargo, en el caso de Salmonella sp se deben de hacer mas pruebas para
la matriz de banano congelado. En el caso de muestreo de superficies se debe de seguir con los
monitoreos en las frecuencias establecidas y con las practicas adecuadas de limpieza para evitar la
formacién de biofilms de los microorganismos analizados.
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Conclusiones y Recomendaciones

La similitud entre los resultados obtenidos para la deteccion de Listeria sp utilizando el método
tradicional y por el método MDS 3M™ es la prueba de que si se pueden obtener resultados
confiables por el método alternativo para las matrices de puré de banano congelado y superficies.

La sensibilidad calculada fue de 100% para la deteccion de Listeria sp, es decir que el método MDS
3M™ tiene una alta capacidad de detectar muestras positivas.

La similitud entre los resultados obtenidos para la deteccidn de Salmonella sp para las superficies
utilizando el método tradicional y por el método MDS 3M™ es la prueba de que si se pueden
obtener resultados confiables por el método MDS 3M™ |

La diferencia entre los resultados obtenidos para la deteccidon de Salmonella sp utilizando el método
tradicional y por el método MDS 3M™ muestra que bajo las condiciones empleadas el método MDS
3M™ no detecta verdaderos positivos para la matriz de puré de banano congelado.

Se recomienda realizar mds pruebas para la matriz de banano congelado en la deteccidon de
Salmonella sp, controlando temperatura de incubacion y utilizando diferentes concentraciones de
inéculo.

Se recomienda realizar mas repeticiones para las matriz de puré de banano congelado para analizar
si es necesario la deteccion de este microorganismo en esta matriz

Se recomienda realizar mas repeticiones de los puntos de monitoreo de superficies para deteccién
de Salmonella sp y Listeria sp, ademas, incluir puntos como antecadmaras y tanque frio para andlisis
de Salmonella sp.
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Anexos

Anexo 1. Resultados analisis externos para puré de banano congelado Listeria sp (lzquierda
muestras inoculadas; derecha muestras sin inocular).

Awncion
Sebastian Brenes Coto

Cia. Paradise Ingredients, S.A.
Tel 2580-2843

Datos de la toma y recoleccion de la muestra

Fecha y hora de toma:
Persona que recolecta:

Descripeién: | Puréde banano congelado, Lote LICIL

21/8/2019
Paradise Ingredients, 5.A

Fecha de entrada:
Inicio de analisis:

Atencién

Sebastian Brenes Coto

Cia. Paradise Ingredients, S.A.
Tel 2590-2843

Datos da la tama y recoleccion de la muestra

Lugar de recoleccién:

Paradise Ingredients, 5.4

Fin de analisis:

Descripeidn:
Fechia y hora de toma:

Persana que recolecta:

Puré de banano congelado, Lote L1SIL

Paradise Ingredients, 5.4

Fecha de entrada:

Inicio de analisis:

Condiciones ambientales:

25°C

Generada por:  Hazel Urefia

Lugar de receleccion:

Paradise Ingredients, 5.4,

Fin de andlisis:

S— - Condi bif I 23°C Generade por;  Estefanie Jimenez
Micrebiologia Cualitativa
Pardmetros Resultados | Unidades Método rolonia Caal
- 2!
Presencia de Listeria spp.* Presente™ | Presencia/fusancia 25g BAM C10 . ) ~
Parametros Resultados ‘ Unidades Método
* Andlisis acreditada Presencia de Listeria spp.* Ausente ‘ Presencia/Ausencia 25g BAM €10
ver alcance en w.2ca.or.cr
* Analisis acreditada

Gpiniones ¢ interpretaciones Ver alcance en wn.eca.on.cr
**Se sisla Listeria innocua y Listeria monacytogenes

TETCTOT
Sebastian Brenes Coto

Cia. Paradise Ingredients, S.A.
Tel 2590-2843

Datos de la toma y recoleceion de la muestra

Descripeién:
Fecha y hora de toma:
Persona que recolecta:

Paradise Ingredients, 5.4

Puré de hanano congelado, Lote L2CIL

Fecha de entrada:
Inicio de analisis:

Lugar de recoleccién:

Paradise Ingredients, 5.4

Fin de analisis:

Condiciones ambientales:

25°C

Generado por:  Hazel Urefia

Microbiologia Cualitativa

Pardmetros

Resultados

| unidades Método

Presencia de Listeria spp.”

* Analisis acreditada

er zlcance en wwnw.2ca.or.cr

Opiniones ¢ interpretaciones
**Se aisls Listario manocytogenss

Presente™*

‘ Presencia/Ausancia 25g BAM C10

Atencién

Sebastian Brenes Cota

Cia. Paradise Ingredients, S.A.
Tel 2500-2843

Datos de la toma y recoleccion de la muestra

Descripcién:
Fecha y hora de toma:
Persona que recolecta:

Paradise Ingredients, .4

|2 banano congelado, Lote L2SIL

Fecha de entrada:
Inicio de analisis:

Lugar de recoleccién:

Paradise Ingredients, 5.4

Fin de analisis:

20/8/2019

Condiciones ambientales:

25°C

Generadao par:

Estefanie Jimenez

Microbiologia Cualitativa

Parametros

Resultados

| unidades

Método

Presencia de Listeria spp.*

* Analisis acreditaco

Ver alcance en www.eca.or.cr

Ausente

‘ PresenciajAuszncia 25g

BAMC10

atencién

Sebastiin Brenes Coto

Cia. Paradise Ingredients, $.A.
Tel 2580-2843

Datos de la toma y recoleccién de la muestra

Atencidn

Sebastian Brenes Coto

Cia. Paradise Ingredients, S.A.
Tel 2530-2843

Datos de |a toma y recoleccidn de la muestra

Descripcién:

Puré de banano congelado, Lote L3CIL

Descripcion:

Puré de banano congelado, Lote L35IL

Fecha y hora de toma:

21/8/2019

Fecha de entrada:

Persona que recolecta:
Lugar de recoleccidn:
Condiciones ambientales:

Paradise Ingredients, S.A.
Paradise Ingredients, 5.4,
25°C

Inicio de andlisis:
Fin de andl

Generado por: | Hazel Urefia

Fechayhoradetoma: 21/
Paradise Ingredients, S.A.

Persona que recalect

2018

Fecha de entrada:
Inicio de analisis:

Lugar de recoleccién: _ Paradise Ingredients, S.A.

Fin de analisis:

Microbiologia Cualitativa

Condiciones ambientales: 25°C

Generado por:

Estefanie Jimenez

Pardmetras
Presancia de Listeria spp.*

Resultados

Presente®”

Método
BAMCLO

Unidades
Presencia/Ausencia 25g

Microbiclogia Cualitativa

Parimetros |

Resultados

Unidades

Método

nélizis zcreditado
Weralcance enwww.eca.ar.cr

Opiniones & interpretaciones
“*5e aicla Listeria monocyrogenss

Presencia de Listeria s|

Andlisis acreditado
Miar alcance en wi

Ausente

Fresencia/Ausencia 25g

BAM C10
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Anexo 2. Resultados analisis externos para puré de banano congelado S.

(lzquierda muestras inoculadas; derecha muestras sin inocular).

enterica sv Typhimurium

Atencion

Sebastidn Brenes Coto

Cia. Paradise Ingredients, S.A.
Tel 2500-2843

Atencion

Sebastian Brenes Coto

Cia. Paradise Ingredients, S.A.
Tel 2590-2843

Datos do [a toma y recoleccién de la muestra

Datos de la toma y recoleccion de la muestra

Descripcién: | Puré de banano congelado, Lote L1CIS Descripcién:  Puré de banano congslado, Lote L1SIS
Fecha y hora de toma: | 21/8/2019 Fecha de entrada: Facha yhorade toma:  21/8/2019 Fecha de entrada:
Persona que recolecta: | Paradise Ingredients, 5.4 Inicio de analisis: | 24/3/201% Persona que recolecta:  Paradise Ingredients, 5.A. Inicio de anali
Lugar de recoleccién: | Paradise Ingredients, S.4. Fin de andlisis: | 30/3/201% Lugar de recoleccidn:  Paradise Ingredients, S.A, Finde andlisis:  29/8/2019
Condici i 25°C Generado por: | Hazel Urefia Condici i 25°C Generado por:  Estefanie limenez
Microbiolegia Cualitativa Microbiologia Cualitativa
Parémetros Resultados | unidades | Método Parametros Resultados Unidades Método
Presencia de Salmenella spp.” Presente | Presencia/Ausencia 255 ‘ BAMCS Presencia de Salmonella spp.” Ausente PresenciajAusencia 25 BAMCS
* Andlisis acreditado * Andlisis acreditado
Ver alcance en vny.ca.or.er ver alcance en wiieca.or.cr
Atencidn Atencion
Sebastidn Brenes Coto Sebastiin Brenes Coto
Cia. Paradise Ingredients, S.A. Cia. Paradise Ingredients, S.A.
Tel 2580-2843 Tel 2590-2843
Datos de latoma y de la muestra Datos de la toma y recoleccién de la muestra
ién: | Puré de banano congelade, Lote L2CIS ipciol Puré de bananc congelade, Lote L25IS
Fechayhoradetoma: | 21/8/201% Fecha de entrada: | 21/8/2019 Fechayhoradetoma:  21/8/201% Fecha de entrada:

Persona que recolecta:
Lugar de recoleccion:

Paradise Ingredients, S A Inicio de analisis:

Paradise Ingredients, S.A. Fin de analisis:

Persona que recolecta:
Lugar de recoleccién:

Paradise Ingredients, 5.
Paradise Ingredients, S.A

Inicio de analisis:

Fin de andl

s 25°C Generado pori | Hazel Urefia e 25°C Generade por: | Estefanie Jimenez
Microbiologia Cualitativa Microbiologia Cualitativa
Parimetros | Resultados Unidades | Método Parimetros | Resuttades Unidades | método
Presencia de Salmonella spp." [ Presente Presencia Ausencla 15 [ Bacs Presencia de salmanella spp.” | ausente Presenciajhusencia 25 [ Bames
* Andlisis acreditado. * Anilisis acreditado
Wer alcance en www.eca.or.cr Ver alcance en wwwr.eca.or.cr
Atencion Atencion
Sebastidn Brenes Coto Sebastian Brenes Coto
Cia. Paradise Ingredients, S.A. cia. Paradise Ingredients, $.A.
Tel 2590-2843 Tel2590-2843
Datos de la toma y recoleccion de 2 muestra Datos de la toma y recolaccion da la muestra
Descripcion: | Puré de banano congelado, Lote L3CIS Puré de banano congelado, Lote L3SIS
Fecha y hora de toma: | 21/8/2019 Fecha de entrada: | 21/5/2019 Fecha y hora de tomar Fecha de entrada:
Persona que recolecta: | Paradise Ingredients, 5.4, Inicio de analisis: | 24/8/2019 Inicio de analisi:

Lugar de recoleccion:

Fin de analisis:

Paradise Ingredients, S,

30/8/2019

Condiciones ambientales: | 25°C Generado por: | Hazel Urefia
Microbiologia Cualitativa
Parametros Resultados Unidades Método
Presencia de Salmonella spp.* Presente PresenciajAusencia 25g BAMCS

Analisis acreditade
fer alcance en i eca.orcr

Persona que recolecta:

Paradise Ingredients, S.A.

Lugar de recoleccion:

Paradise Ingredients, 5.4,

in de anlisis:

Condiciones ambientales: | 25°C Generado por: | Estsfanie Jimenez
Microbiclogia Cuslitath
Parametros Resultados | método
Presencia de Salmonella spp.” Ausente encia 25g ‘ BAMCS

Ver alcance en w
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Anexo 3. Resultados analisis externos para muestras

derecha muestras sin inocular).

superficies Listeria sp (lzquierda inoculadas;

ArznaiEn
- Acenci
Senastidn Brenes Coto, . Branes Coto
e e gt S Cia. Paradise Ingredients, S.4.
T Tel 2590-2843
Datos de la ¢ olection de Ia muestr
atos dola Roma yrecolection 88 2 muesta — | Datos de la toma y recaleccion de la musstra
Descripcion: | Superficie o acero inoxidable, Lotz SP1CIL N N ) .
) Descripein: | Superiicie de acero inox dable, Lote SP1SIL
Fochay hora de temar | 71/8/2013 Fochadesntrada:  21/8/2013 !
icio de an 01 Fochay hora do toma: | 21/3/2615 Focha de entrada:
q /52 - e
v lucta: | Paradise Ingredients, 5.4 Inicio de andlisis:
Lugar de recoleccion: | Paradise Ingredients, dean 30/8/2013 ""’“‘d““’": e | Paract "5"3; d ";i"’de"’"_lf‘f’
Cendiciones ambientales: | 15 °C Generadopor:  Hazel Jreia Lugar de recoleccion: | Paradise Ingrediants, 4. in de analisis:
Condiciones ambientales: | 25°C Generado pori
Microbiclogis Cualitativa
Parimetros | Resultadas | Unidades | Métada [ Microbiologia Cuaitativa
Preseiciade Listeraspp.” | Fresente™ | Pres=nciamusanas S | Parimetros Resultados. Unidades
Presensia de Listeria spp.” Huserte PresenciajAusenda
~ Analisis acreditade
Ver alcance en wn.ecar.cr * Anilisis acrecitadc
Ver alcance en vrww.eca.orcr
Gpinioncs o interprotacioncs
~"Se aisla Listeria monoctagenss
Atencién
Sehastian Brenes Coto. Atencidn
Cia. Paradise Ingredients, S.A. Sebastidn Brenes Coto
Tel 25902843 Cia. Paradise Ingredients, S.A,
Tel 2590-2843
Datos da I toma ¥ recolsccian de Is musstra
Descripeion: | Superficie e acers inoxidakle, Lote SPZCIL Datos do la toma y recolassion de |3 musstra
Facha y hora de toma: | 21/8/2029 Facha de entrada: Descripeién: | Sugerfic e de acero inaxidable, Lote SP2SIL
Persona Faradine Y Inicio de andlisis: Fecha y hora de toma: | 71/8/7019 Fecha de entrada: | 71/872019
Lugar de recoleccign: | Paradise Ingredients, 5., Finde andlisis: Persona que reeolecta: | Paracise ngredients, 5. Inicio de analisis: | 24/8/2019
ondiciones ambientales: | 22°C ‘Generado por: Lugar de recoleccién: | Paracise ngredients, S.A. Fin de analisis; | 29/8/2019
Condiciones ambientales: | 25°C Generado por: | Estefanie Jimenez
Microbiologia Cuslitativa
Parametros | Resultados | unidades Método Microbiologia Cualitativa
Fresenciade Listariz s0p.” [ Presente | Presenciajiisencia BaM£10 Pardmetros Resultados unidsdes Método
Prasencia da Listeriz spp.” Ausenta Prasencia/Ausencia BAMC10
* Analisis acreditado
Veraleance sn . esa.orer -
Andlisis acrecitado
Ve slcance en viww.eca.cr.cr
pinisnes einterprataciones
**5 sisla Listsria morocytogeres
tencion Atencin
Sebastidn Brenes Coto Sebastian Brenes Coto
Cia. Paradise Ingredients, S.A. Cia. Paradise Ingredients, S.A.
Tel 25502843 Tel 2590-2643
Dates de la toma y recoleceian de la muestra Datos de Ia toma y recoleccion de la muestra
Descripeién:  Superficie de zce inoxidable, Lote SPICIL Descripeian: | Superfic e de acare noxidabls, Lote SPISIL
Fecha y hora de toma:  21/5/2019 Fecha de entrad: Fachay hora de toma: | 21/8/2019 cha de antrada:
Persona que recolecta;  Paradise Ingrecients, 5.4, Inicio de analisis:  24/5/2013 Persona que recolectai | Faradive 1gredienls, 5.5 Inicio de analisis:
Lugar de recoleccién:  Paradise Ingracients, 5.A Fin de andlisis:  30/5,2015 Lugar de recoleccion: | Faradise nzredients, 3.5 Fin de analisis:
Condiciones ambientales: 25 'C Generado por: _Fazel Uieiia Condiciones ambientales: | 25°C Generado por: | Cstetan e Jimenez
[ Microbiologia cuslitativa Microbiologia Cualitativa
| Pardmatros [ Resultades [ unidades | Método Parametros Resultados Unidades Método
| Presencia de Listeria sop.” [ Presente [ Presencia husencia | pancie Presenciade Listeria spp.” Ausente Presencia/Ausencia 8AMEL
- &nalisic acreditado * Anlisis scraditado
Veralcarce s wum.eca.ar.cr et alcamce en s
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Anexo 4. Resultados analisis externos para superficies Salmonella
inoculadas; derecha muestras sin inocular).

Sebastian Brenes Coto
Cia. paradise Ingredients, S.A.
Tel 2590-2843

Datos de |a toma y recoleccién de la muestra

Descripcién: | Superficie de acero inoxidable, Lote SP1CIS

Fecha y hora de toma: | 21/8/2019 Fecha de entrada: | 21/8/2013

Parsona que recolectat | Paradise Ingrediants, S.A. Inicie de andlisis: | 24/3/2012

Lugar de recolecci Paradise Ingrediznts, S A Fin de analisis: | 30/3/2013
Condiciones ambientales: | 25°C Generado por: | Hezel Urefie

Micrabiologia Cualitativa

sp (lzquierda

muestras

Atencién

Sehastin Brenes Coto

Cia. Paradise Ingredients, S.4.
Tel 25902843

Datos de |a tomay recaleccién de la muestra

Descripcion:

Superficie de acero inox dable, Lote 5P151S

Fechay horadetoma: | 21/3/2019 Fecha de entrada: | 21/3/2010

Persona que recolecta: dis: S.A. Inicio de andlisis: | 24/8/2019

Lugar de recoleccién: | Faradice Ingredients, S A Fin de analisis: | 20/3/2019
Condiciones ambientales: | 25°C Generado por: | Estefanie limenez

Micrabiclogia Cualitativa

Parimetros Resultados Unidades Método Parimetros | Rosultados [ unidades [ método
Presenciz de Salmonella spp.* Presente Presencia/Auszncia BAMCE Presencia de Salmanellaspp.* | Auserte | Bancs
« anitisis acreditado * anilisis screditado
Ver alcance en v, \Ver alcance en wwww.eca.or.cr
Atencion Atencidn
Sebastian Brenes Coto Sebastisn Brenes Coto
Cia. Pararise Ingredients, S.A Cia. Paradise Ingredients, 5.A.
Tel 2590-2843 Tel 2560-2643
Datos de la toma y recoleceidn de la muestra Datos de |a toma y recoleceién de la muestra
Descripci) Superf cie de acero inoxidable, Lote SP2CIS Descripeién: | Superficie de acero inoxidable, Lote SP25IS
Fechay horade toma:  21/8/2019 Fecha de entrada: | 21/8/201¢ Fecha y hora de toma: | 21/8/2019 Fecha de entrada: | 21/8/2019
P lecta:  Paradise Ingredients, 5.4 Inicia de analisis: | 24/8,201% Persona que recolecta: | Paradisc Ingredients, S.A. Inicio de analisis: | 24/8/2019
Lugar de recolecci Paradise Ingredients, 3.4, Findeanalisis: | 30/8/2013 Lugar de recoleccion: | Paradise Ingredients, A Fin de andlisis: | 29/8/2019
Condiciones ambientales; 25°C Generado por: | Hazel Urefia Condicionas ambientales: | 25°C Generade por: | Estafania Jimanaz
Microbielogia Cualitativa Wicrobiologia Cual
Parimetros Unidades | Métada 1 Resultados Unidades Método
Fresencia de Salmanella spp.* | Presente PresenciajAusencia | pames Presencia de Salmonella spp.* Ausente Presencia/Ausencia BAMCS
* Andlisis acreditado * Andlisis acrecitade
Ver alcance en W08 0 T Ver alcance en v eca.or.er
Alencion Fencian
Sebastian Brenes Cato Sebastidn Brenes Coto
Cia. Paradise Ingredients, 5.A. €ia. Paradise Ingredients, S.A.
Tel25¢0-2843 Tel 2530-2843
Datos de la toma y recolecclén e la muestra Datos de |a toma y receleceion de la muestra
Descrips supsficie de acero noxidable, Lote SP3CIS Descripcion: | Superficie de acero inoxidable, Lote SP3515.
Fecha y hora de toma: | 21/5/2019 Fecha de entrada: | 21/

Fecha y hora de toma:

21/8/2019

Fecha de entrada:

Ccont

Hazel Urefia

Condiciones ambientales:

25°C

Generado por:

Persona que recalectas | Paradise Ingredients, 5.A. Inicio de analisis: | 24/3/2019 rsona que recolecta: | Paradise Ingredients, 5.4 Inicio de anilisis: | 24/8/2019
Lugarde ié Paradise Ingredients, 5.4, Finde anilisis: | 20/8/2019 Lugar de rec Paradise Ingredients, S.A. Fin de analisis: | 29/8/2019
nes ambientales: 25°C

Estefania Jimenez

Microbiologia Cualitativa

Pardmetros | Resultados

| unidades

Método

Prasencia de Salmonellasop.* | Presante

BAMCS

* Analisis acreditade
Veralcance en ww.eca.oner

Microbiologia Cualitativa
Parametros
Presencia de Salmonella spp.”

Anélisis sxreditade

T AlCANGE £ W ar

Resultados
Ausente

Unidades

Presancia/éusencia

Método
BAMCS
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Anexo 5. Resultados analisis para monitoreo de superficies.

Software de Deteccién Molecular 3M

Reporte de la corrida

Id. de la corrida muestras superficies Fecha de la corrida
Estado de la corrida Completado Usuario
Técnico Ingrid Mendez Reportado por
Comentario de la equipo
corrida
Al drenaje piso Listeria-2 Muestra 2885766
B1 Drenaje pila Listeria-2 Muestra 2885766
C1 Tanque Rodger Listeria-2 Muestra 2885766
D1 Camara de Listeria-2 Muestra 2885766
congelacion 5
El Camara de Listeria-2 Muestra 2885766
congelacion 6
F1 Camara de Listeria-2 Muestra 2885766
congelacion 7
Gl material de Listeria-2 Muestra 2885766
empagque
H1 Condensados Listeria-2 Muestra 2885766
antecamara
A3 drenaje piso Salmonella-2 Muestra 2896942
B3 Drenaje pila Salmonella-2 Muestra 2896942
c3 Tanque Rodger  Salmonella-2 Muestra 2896942
D3 material de Salmonella-2 Muestra 2896942
empaque
All Salmonella-2 Control negativo 2896942
B11 Listeria-2 Control negativo 2885766
Al2 Salmonella-2 Control de 2896942
reactivos
B12 Listeria-2 Control de 2885766
reactivos

10/10/2019 12:11:05 p. m.

Ingrid Mendez

Ingrid Mendez

0216020128:216020128

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Valido
Valido

Valido

Viélido

sobre producto
descongelacion

Todos los resultados

318960

255168

191376

URL

127584

63792

5 15 25 35 45 55

Tiempeo (minutos)
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Software de Deteccién Molecular 3M
Reporte de la corrida
Fecha de la corrida

Id. de la corrida validacion congelado

Estado de la corrida Completado Usuario
Técnico Ingrid Mendez Reportado por
Comentario de la equipo

corrida

e

11/10/2019 03:02:30 p. m.
Ingrid Mendez

Ingrid Mendez
0216020128:216020128

e kit

Tanque de Listeria-2 Muestra 2885766 Negativo
almacenamiento
frio
Bl Filtro FMC 1 Listeria-2 Muestra 2885766 Negativo
c1 Cachera de Listeria-2 Muestra 2885766 Negativo
llenado izquierda
D1 Cachera de Listeria-2 Muestra 2885766 Negativo
llenado derecha
E1 Termos de Listeria-2 Muestra 2885766 Negativo
enfriamiento
F1 Filtro PPRO Listeria-2 Muestra 2885766 Negativo
Derecho
Gl Filtro PPRO Listeria-2 Muestra 2885766 Negativo
izquierdo
H1 Tanque nivel Listeria-2 Muestra 2885766 Negativo
A2 Filtro FMC 2 Listeria-2 Muestra 2885766 Negativo
B2 Tanque de Listeria-2 Muestra 2885766 Negativo
almacenamiento
Flash
AS Tanque de Salmonella-2 Muestra 2931705 Negativo
almacenamiento
frio
BS Filtro FMC 1 Salmonella-2 Muestra 2931705 Negativo
c5 Cachera de Salmonella-2 Muestra 2931705 Negativo
llenado izquierda
D5 Cachera de Salmonella-2 Muestra 2931705 Negativo
llenado derecha
ES Filtro PPRO Salmonella-2 Muestra 2931705 Negativo
Derecho
F5 Filtro PPRO Salmonella-2 Muestra 2931705 Negativo
izquierdo
G5 Tanque nivel Salmonella-2 Muestra 2931705 Negativo
HS5 Filtro FMC 2 Salmonella-2 Muestra 2931705 Negativo
A6 Tanque de Salmonella-2 Muestra 2931705 Negativo
almacenamiento
Flash
All Listeria-2 Control negativo 2885766 Valido
B11 Salmonella-2 Control negativo 2931705 Valido
Al12 Listeria-2 Control de 2885766 Vilido
reactivos
B12 Salmonella-2 Control de 2931705 Valido
reactivos
Todos los resultados
372825
298260
223695
-
x
=]
149130 |
74565 -
3 = -
5 15 25 35 45 55 65

Tiempo (minutos)

51



Anexo 6. Resultados pruebas de interferencia de matrices (Paradise ingredients, 2018).

Validation
MATRIX SAMPLE kit Result
Salmonella Kit Kit
sp Listeria sp Matrix

Frozen banana purée without essence Negative Negative |Valid Satisfactory
Frozen banana purée with essence Negative Negative |Valid Satisfactory
Frozen banana purée with essence and
Vitamin C Negative Negative |Valid Satisfactory
Natural Aseptic banana purée Negative Negative |Valid Satisfactory
Aseptic banana purée with Vitamin C Negative Negative |Valid Satisfactory
Organic Natural Aseptic banana purée Negative Negative |Valid Satisfactory
Organic Aseptic banana purée with
Vitamin Negative Negative |Valid Satisfactory
Aseptic banana purée with Vitamin C and
citric acid Negative Negative |Valid Satisfactory
Aseptic banana purée with seeds,
Vitamin C and citric acid Negative Negative |Valid Satisfactory
Organic Aseptic banana purée with
Vitamin C and citric acid Negative Negative |Valid Satisfactory
Unpasteurized banana purée Negative Negative |Valid Satisfactory
Unpasteurized organic banana purée Negative Negative |Valid Satisfactory
Banana essence Negative Negative |Valid Satisfactory
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