UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA'Y FARMACIA

DESARROLLO E IMPLEMENTACION DE METODOLOGIA PARA
AISLAMIENTO, DETECCION E IDENTIFICACION DE Listeria monocytogenes
MEDIANTE PCR EN MATRICES DE ALIMENTOS DE PRODUCTOS
LACTEOS Y CARNICOS

TRABAJO DE GRADO EN MODALIDAD DE PRACTICA PROFESIONAL
SUPERVISADA

PRESENTADO POR
MARIA ROXANA LARA ZELAYA

PARA OPTAR AL GRADO DE
LICENCIADA EN QUIMICA'Y FARMACIA

JUNIO 2023

SAN SALVADOR, EL SALVADOR, CENTRO AMERICA



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

RECTOR

MAESTRO ROGER ARMANDO ARIAS BENITEZ

SECRETARIO GENERAL

MAESTRO FRANCISCO ANTONIO ALARCON SANDOVAL

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

DECANA

LICDA. REINA MARIBEL GALDAMEZ

SECRETARIA

LICDA. EUGENIA SORTO LEMUS



DIRECCION DE PROCESOS DE GRADO

DIRECTORA GENERAL

MSc. Ena Edith Herrera Salazar

TRIBUNAL EVALUADOR

ASESORA DE AREA EN MICROBIOLOGIA:
PhD. Tania Ethel Cuadra Zelaya

ASESORA DE AREA EN CONTROL DE CALIDAD DE PRODUCTOS
FARMACEUTICOS Y COSMETICOS:

Licda. Zenia Ivonne Arévalo de Marquez

TUTORES

Licda. Corina lvette Interiano Ramirez



AGRADECIMIENTOS.

Gracias a Dios por su infinita misericordia, por darme salud, determinacién y

capacidad para terminar la carrera.

A mis padres Oscar y Silvia gracias por su amor incondicional y sacrificio, a mi
hermano Oscar Miguel por su apoyo y cuidados. A mi tia Reina, a mis tios Martin,
Omar, y Arturo, por siempre estar apoyandome y creer en mis capacidades; a
todos mis primos. Cada uno ha sembrado en mi la esperanza y los deseos de
superacion en cada aspecto de mi vida, gracias familia por recordarme siempre

quien soy y de donde vengo. Este momento les pertenece a ustedes, los amo.

Agradezco a todos aquellos amigos que siempre tuvieron palabras de apoyo y

carifio, me inspiraron a mantenerme firme en mis luchas.

Agradecer el apoyo de todo el plantel de trabajo del Laboratorio de Alimentos y
Toxicologia especialmente a la Lida. Cindy Martinez y la Licda. Claudia Osorio
por su guia y esfuerzo en este trabajo, al igual que a toda la Plataforma de
Microbiologia por su consejo y respaldo. Agradecer también a la Jefa del
Laboratorio la Licda. Celina Valle por su buena disposicién para que el proyecto

de las Practicas Profesionales Supervisadas se realizara de la mejor manera.

A la Direccion de Procesos de Grado MSc. Ena Herrera, a la Licda. Corina
Interiano, tutora interna, a los asesores de area Dra. Tania Cuadray Licda. Ivonne

Arévalo; por sus recomendaciones y apoyo a lo largo de este proyecto.



INDICE GENERAL

Pag. N°
Introduccion Xii
Capitulo I.
1.0 Plan de Trabajo 14
Capitulo 1. 61
2.0 Informe de Practicas Profesionales Supervisadas
Capitulo I11.
_ 76
3.0 Producto Final
Capitulo V.
_ 88
4.0 Conclusiones
Capitulo V.
91

5.0 Recomendaciones

Bibliografia

Anexos



INDICE DE FIGURAS

Figura N° Pag. N°
1. Organigrama Institucional del Ministerio de Salud 16
2. Organigrama del Laboratorio de Alimentos y 19
Toxicologia
3. Microscopia de Listeria monocytogenes 31
4, Cultivo de Listeria monocytogenes en agares a base de 37

esculina Oxford y Palcam, y agar cromogénico para

Listeria monocytogenes y Listeria ivanovii



INDICE DE CUADROS

Cuadro N° Pag. N°
1. Descripcién de actividades y Funciones . 24-25
2. Formato del Procedimiento Analitico del Laboratorio  29-30

de Alimentos y Toxicologia.

3. Cuadro comparativo de tiempo estimado de analisis 40
de L. monocytogenes entre metodologia tradicional y

metodologia de deteccidn genética por PCR

4, Parametros y Criterios de Aceptacion de Politicas para 58
la Validacion y Estimacién de la Incertidumbre de
Métodos Microbiolégicos Cualitativos



Tabla N°

INDICE DE TABLAS

Criterios microbiolégicos para Registro Sanitario,
Lacteos Procesados

Criterios microbiologicos para Registro Sanitario,

Carnicos Curados

Formato de Reporte de Resultados del Equipo de

Deteccion Genética

Formato Hoja de cotejo de datos crudos para el
desarrollo de la metodologia de asilamiento, deteccion
e identificaciobn de Listeria monocytogenes mediante
PCR

Informe de resultados que proporciona el sistema de

deteccidn genética

Identificacion de API Listeria

Cronograma de actividades de las Practicas

Profesionales supervisadas

Pag. N°

22

23

44

45

53,
83

56

50-60



Tabla N°

INDICE DE TABLAS

Informe de implementacién de Metodologia para
Aislamiento, Deteccion e Identificacion de Listeria

monocytogenes mediante PCR, Matriz de Lacteos.

Informe de implementacién de Metodologia para
Aislamiento, Deteccion e Identificacibn de Listeria

monocytogenes mediante PCR, Matriz de Céarnicos.

Pag. N°

84-85

86-87



INDICE DE ANEXOS

Esquema de preparacion del inéculo de Listeria monocytogenes

(microorganismo diana) y Escherichia coli (microorganismo no diana).

Verificacion de tamafos de indculos, resultados para matriz de

Lacteos.

Verificacibn de tamafios de indculos, resultados para matriz de

Céarnicos

Resumen de resultados de implementacion de metodologia para
aislamiento, deteccion e identificacion de Listeria monocytogenes

mediante PCR, matriz de lacteos.

Resumen de resultados de implementacion de metodologia para
aislamiento, deteccion e identificacion de Listeria monocytogenes

mediante PCR, matriz de carnicos.

Reporte de estandarizacion de cepas, control positivo Listeria
monocytogenes y control negativo Escherichia coli. Ensayo de lacteos.

Reporte de estandarizacibn de cepas, control positivo Listeria
monocytogenes y control negativo Escherichia coli. Ensayo de

carnicos.

Reporte de resultados del equipo de deteccidn genética, ensayo de

|acteos.



10.

11.

12.

INDICE DE ANEXOS

Reporte de resultados del equipo de deteccién genética, ensayo de

carnicos

Reporte de resultados API Listeria, ejemplo

llustracién del material usado en la implementacion de metodologia
para aislamiento, deteccion e identificacion de Listeria monocytogenes
mediante PCR.

Implementacion y verificacion de metodologia para aislamiento,
deteccion e identificacion de Listeria monocytogenes mediante PCR en

matrices de alimentos de productos lacteos y céarnicos.



xii

INTRODUCCION

La implementacion de metodologias de deteccion molecular es una alternativa
para el andlisis de patdgenos en alimentos debido a su rapidez y elevada
sensibilidad. La presente investigacion es realizada en el marco del programa de
Practicas Profesionales Supervisadas como modalidad de trabajo de grado y
esta orientada en el desarrollo de una metodologia que permita el aislamiento,
deteccidn e identificacion de Listeria monocytogenes mediante la técnica de PCR
en tiempo real en matrices alimenticias de lacteos procesados y carnicos
curados, siendo estas matrices de alimentos de interés sanitario por el alto riesgo
de contaminacién con este patdgeno, ya que Listeria monocytogenes es capaz
de sobrevivir en condiciones de pH y actividad de agua bajos pudiendo causar
enfermedades transmitidas por alimentos contaminados.

Con el aporte de esta investigacion se tiene el primer acercamiento para la
implementacion de un método molecular para la determinacion de L.
monocytogenes en la Plataforma de Microbiologia del Laboratorio de Alimentos
y Toxicologia, evaluando las modificaciones que se plantean en el desarrollo de
ésta.

La préactica profesional supervisada fue realizada en la Plataforma de
Microbiologia del Laboratorio de Alimentos y Toxicologia en el periodo de julio de
2022 a enero de 2023, en un tiempo total de 960 horas donde se recibié la
capacitacion necesaria para realizar las actividades delegadas, el desarrollo de
la metodologia y su verificacion. El documento contiene el Plan de Trabajo que
detalla la metodologia y la manera en que se ha verificado. El Producto final es
procedimiento analitico verificado mediante la evaluacion de los parametros de
la Politica de Validacion y Estimacion de Incertidumbre del Organismo
Salvadorefio de Acreditacion para cada matriz alimenticia, cuyos resultados
estan reflejados en el Informe de la Implementacién de la Metodologia; como la
verificacion del limite de deteccion donde se ha logrado obtener una recuperacion
del 83.33% de resultados positivos de un inoculo de 2 ufc/mL y 6 ufc/mL de



Xiii

Listeria monocytogenes en la matriz de lacteos procesados y carnicos curados
respectivamente, confirmando que la metodologia es aplicable para el fin

propuesto.



CAPITULO |

PLAN DE TRABAJO
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1.1 TITULO

Plan de trabajo de préactica profesional supervisada que se desarroll6 en el
Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud, Departamento de Laboratorio
Nacional de Salud Publica, Laboratorio Alimentos y Toxicologia, Plataforma de

Microbiologia:

Desarrollo e implementacidon de metodologia para aislamiento, deteccion e
identificacion de Listeria monocytogenes mediante PCR en matrices de alimentos

de lacteos procesados y carnicos curados.



16

1.2 DESCRIPCION DE LA ENTIDAD/ DEPARTAMENTO

El Ministerio de Salud de El Salvador es una institucion estatal que tiene como
objetivo principal coordinar y proveer la atencion de la salud de los salvadorefios,

es por ello que tiene bajo su direccion El Instituto Nacional de Salud (INS).

Titular del MINSAL

Direccién del Instituto
Nacional de Salud

Unidad de Planificaciény Unidad de Comunicaciény
Calidad Prensa
Unidad Juridica —
. N Unidad de .
Unidad de Gobernanza y Unidad de < " Unidad de
3 A 7 < Laboratoric nacional
Gestién del Conocimiento Investigacion de Salud Publica Administracion
. Oficina de
L. Oficina de Apoyo ‘l Oficina de
Oficina de Oficina de x Gestion Laboratorio Laboratorio de Oficina Te 2
fducacion Gestd biveisere ’n:o J~ yGeneracidnde | | de Vighancia [ Aimetos Ges!n:le dela
k - imegeotn | ESEE || = ] e B
ocﬁ:;‘:o:‘k | | Laboratorio de
ded SGMHM ¥
Y o
Conocimiento Ambiente

Figura N° 1. Organigrama institucional del Ministerio de Salud Publica (1)

El Instituto Nacional de Salud (INS) tiene como fin generar, transmitir y difundir
conocimientos cientifico-tecnolégicos y promover su incorporacion para la
solucion de los problemas de salud de la poblacion. EI INS surgié para convertirse
en el referente nacional de investigacion en salud, que brinda rectoria y gestiona
condiciones cientifico técnicas para la indagacion de las causas de las

enfermedades y sus determinantes, para la produccion de evidencia cientifica
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que permita la toma de decisiones, dirigidas a la solucion de los problemas de
salud publica que amenazan a la poblacion. Para tales fines el INS ha venido
estableciendo coordinaciones con otras instituciones como universidades,
organismos de cooperacion internacional, servicios de salud, sector publico y

privado.

EI INS esta conformado por tres areas prioritarias: Escuela de Gobierno en Salud,
Departamento de Investigaciones en Salud y el Departamento de Laboratorios
Especializados, siendo el Laboratorio Nacional de Referencia (LNR), mas
conocido como Laboratorio Nacional de Salud Publica, la maxima figura de este

altimo componente.

Dentro de la estructura del Laboratorio Nacional de Salud Publica se encuentran
tres dependencias: Laboratorio de Vigilancia en Salud, Laboratorio de Salud y
Medio Ambiente y el Laboratorio de Alimentos y Toxicologia (LAT), el cual cumple
una funcibn muy importante dentro de la sociedad salvadorefia, puesto que
posee la responsabilidad de velar por la calidad de los alimentos e insumos

alimenticios que se comercializan y consumen a nivel nacional.

El LAT tiene como objetivo brindar servicios de andlisis Fisicoquimicos,
Microbiolégicos y Toxicologicos de calidad, en muestras de alimentos, biologicas
y ambientales utilizando métodos estandarizados, manteniendo al personal
capacitado, actualizado y comprometido a trabajar bajo la Norma Técnica
Salvadorefia NTS ISO/IEC 17025:2017 Requisitos generales para la
competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion, para obtener resultados
gue garanticen la precision, exactitud, integridad, trazabilidad, confidencialidad y

satisfaccidon de sus clientes.
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Los servicios que presta este laboratorio son para programas y funciones que

desarrolla el Ministerio de Salud, entre ellos se encuentran:

Vigilancia Microbiolégicos, Fisicoquimicos y Toxicologicos en Agua de
Consumo Humano para dar cumplimiento al programa de la calidad del
agua,

Vigilancia de Vitamina A en azucar, Hierro en Harina de maiz, trigo y
pastas alimenticias, Yodo en Sal, para dar cumplimiento al programa de
alimentos fortificados,

Vigilancia de bebidas alcohdlicas (Grado Alcohélico y Metanol)

Vigilancia de Hielo

Vigilancia de Agua envasada

Vigilancia de Piscinas

Vigilancia de Formulas Lacteas

Intoxicaciones alimentarias

Denuncias de alimentos

Venta de servicios

Licitaciones

Terceria

Registro Sanitario de Alimentos, Aguas y Bebidas Alcohdlicas

Vigilancia del Registro Sanitario

Plomo en Sangre

Colinesterasa en suero

Metales en Suelo y sedimento,

Estudios nutricionales, toxicolégicos, etc.

La organizacion interna del laboratorio consiste en un equipo de 30 profesionales,

organizados conforme al organigrama siguiente:



JEFATURA DEL
LABORATORIO DE
ALIMENTOS Y
TOXICOLOGIA

PLATAFORMA DE
CONTROL DE —
CALIDAD

PLATAFORMA DE
MICROBIOLOGIA

PLATAFORMA DE
FISICOQUIMICO Y
AGUAS

PLATAFORMA DE
TOXICOLOGIA

COORDINACION

COORDINACION

COORDINACION

L -ANALISTAS
-PERSONAL

TECNICO DE
LABORATORIO

L - ANALISTAS
-PERSONAL

TECNICO DE
LABORATORIO

L -ANALISTAS
-PERSONAL

TECNICO DE
LABORATORIO

Figura N° 2. Organigrama de Laboratorio de Alimentos y Toxicologia (1)

El Laboratorio de Alimentos y Toxicologia del Ministerio de Salud se encuentra
estructurado de manera administrativa bajo la jefatura del laboratorio y se divide
organizadamente en plataformas donde se realizan las determinaciones de
acuerdo a las disciplinas de los andlisis; Plataforma de Fisicoquimico, Plataforma
de Toxicologia, Plataforma de Microbiologia y la Plataforma de Gestion de

Calidad; a su vez cada plataforma es dirigida por una coordinacion.

La Plataforma de Microbiologia se encarga de los analisis de agua de consumo
humano, agua envasa, productos carnicos curados, productos de panaderia,
galletas, salsas, bebidas no carbonatadas y productos lacteos, ente otros; para
la determinacion de microorganismos considerados parametros de calidad e
inocuidad de alimentos y agua como lo son Escherichia coli, Coliformes totales,

Staphylococcus aureus, Salmonella spp, Listeria monocytogenes.
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El trabajo en conjunto y la coordinacion de las diferentes plataformas permite
mayor eficiencia del laboratorio para sus clientes, resultados en el menor tiempo
posible y veracidad de los datos, permitiendo establecer una posicion imparcial y
confidencial dentro del margen legal que permite salvaguardar la calidad e
inocuidad de los productos alimenticios que se comercializan diariamente en El
Salvador y en consecuencia procurar el bienestar de la poblacion. (1)



21

1.3 ANTECEDENTES

El convenio entre el Laboratorio Nacional de Salud Publica a través del
Laboratorio de Alimentos y Toxicologia y la Facultad de Quimica y Farmacia
permite a los egresados que asumen el compromiso de desarrollar las practicas
profesionales supervisadas en la institucion, tener un espacio donde se puedan
desenvolver y asimismo adquirir conocimiento técnico-cientifico en las diferentes
plataformas que conforman el Laboratorio de Alimentos y Toxicologia abonando
grandemente a la consolidacion académica y calidez humana en el futuro

ejercicio de la profesion.

Actualmente el Laboratorio de Alimentos y Toxicologia cuenta con la acreditacion
vigente de la metodologia para la determinacion de deteccion de Listeria
monocytogenes y otras especies de Listeria spp en matrices de productos
carnicos curados y lacteos procesados, otorgada por el Organismo Salvadorefio
de Acreditacién, utilizando el método modificado basado en Deteccién y
enumeracion de Listeria monocytogenes en alimentos y muestras ambientales
capitulo 10 del Manual Analitico Bacteriol6gico de la Administracion de Alimentos
y Medicamentos de los Estados Unidos de América que se resume en el
aislamiento a partir de un caldo de enriquecimiento para el género Listeria, en
agares diferenciales para su deteccion y posterior confirmacion e identificacion
con base en pruebas bioquimicas especificas.

Con el aporte de esta investigacion se tiene el primer acercamiento para la
implementacion de un método molecular para la determinacion de L.
monocytogenes en la Plataforma de Microbiologia del Laboratorio, evaluando las
modificaciones que se plantean en el desarrollo de ésta, en las matrices de
alimentos de las cuales ya se cuenta con la acreditacion, con base en el RTCA
67.04.50:17 ALIMENTOS. CRITERIOS MICROBIOLOGICOS PARA LA
INOCUIDAD DE LOS ALIMENTOS. CLASIFICACION DE LOS ALIMENTOS. La
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clasificacion siguiente obedece a la necesidad de priorizar los analisis
microbioldgicos para el registro y la vigilancia de los alimentos, basandose en la

probabilidad de causar dafio a la salud. (2)

Alimento tipo A: comprende los alimentos que por su naturaleza, composicion,
proceso, manipulacion y poblacion a la que va dirigida, tienen una alta

probabilidad de causar dafio a la salud.

Alimento tipo B: comprende los alimentos que por su haturaleza, composicion,
proceso, manipulacion y poblacion a la que va dirigida, tienen una mediana

probabilidad de causar dafio a la salud.

Alimento tipo C: comprende los alimentos que por su naturaleza, composicion,
proceso, manipulacion y poblacién a la que va dirigida, tienen una baja

probabilidad de causar dafio a la salud.

En los siguientes cuadros se establecen el tipo de alimento y los criterios de

aceptacion. (2)

Tabla N° 1. Criterios Microbiologicos para Registro Sanitario. Lacteos procesados
(2)

Subgrupo del alimento 1.8: quesos madurados, procesados, sus mezclas de producto
lacteo con aceite o grasa vegetal comestible y similares.

Parametro Categoria Tipo de alimento Limite permitido
Escherichia coli 6 10 UFCl/g
Staphylococcus

8 102UFCl/g
aureus
i i B
Listeria ]
10 Ausencia/25 g
monocytogenes
Salmonella spp 10 Ausencia/25 g
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Tabla N° 2. Criterios Microbiol6gicos para Registro Sanitario. Carnicos Curados

)

Subgrupo del alimento 8.3: productos carnicos cocidos, incluyendo los curados o

ahumados. Ejemplos: embutidos, formados, tocineta, paté, chuleta ahumada, costillas

ahumadas, cortes cocidos de aves de corral y caza, vacunos, porcinos, entre otros

Paradmetro Categoria Tipo de alimento Limite permitido
Escherichia coli 5 10 UFC/ g
Salmonella spp 10 Ausencia/25 g
Listeria monocytogenes 10 Ausencia/25 g
Staphylococcus aureus 8 A 102UFC/g
Clostridium perfringens
(productos carnicos 8 102UFCl/g

cocidos no curados )
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1.4 DESCRIPCION DE ACTIVIDADES Y FUNCIONES

El laboratorio de Alimentos y Toxicologia tiene como objetivo desarrollar la

calidad, investigacion y generacion de evidencia cientifica, mediante analisis a

muestras de alimentos y bebidas, para sustentar la vigilancia e inocuidad de

alimentos y otorgarseles el registro sanitario. En la plataforma de microbiologia

se realizan las determinaciones de los patégenos considerados indicadores de

inocuidad de los distintos grupos y subgrupos de alimentos clasificados en el

RTCA 67.04.50:17 Alimentos. Criterios Microbiolégicos para la Inocuidad de los

Alimentos, el trabajo planificado permite que el desempeiio del laboratorio sea

eficaz, por lo que se planifican las actividades en la plataforma garantizando el

seguimiento de cada determinacion.

Cuadro N°1. Descripcion de actividades y funciones asignadas.

Elaboracion propia

ACTIVIDAD

FUNCION

Induccién del reglamento interno y normas
oficiales que avalan el trabajo del Laboratorio

de Alimentos y Toxicologia.

Conocer los lineamientos que rigen el trabajo

dentro de la institucion.

Firma de acuerdo de:
- Confidencialidad

- Imparcialidad

Generar un compromiso que garantice la NO
divulgacién de ningun tipo de informacion

sobre la institucion o resultados de analisis.

Asignacion y delimitacion del proyecto a

desarrollar.

Conocer el tema a investigar, metodologias e
induccion del trabajo que compete a las

determinaciones de andlisis

Lectura y capacitacion en instrucciones
técnicas y metodologias de la plataforma de

microbiologia.

Instruir de forma técnica-cientifica al
desarrollo de las actividades para las

determinaciones microbiologicas.
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Cuadro N°1. Descripcion de actividades y funciones asignadas.

Elaboracion propia. (continuacion)

ACTIVIDAD

FUNCIONES

Colaboracion en la verificacion de
condiciones de temperatura de los equipos
involucrados en las determinaciones de
analisis y manejo de bitacoras de uso de

equipos.

Garantizar la trazabilidad como parte de la

validez de los resultados de analisis.

Capacitacién en:

- Manipulacién y mantenimiento de cepas
de trabajo. (siembra, aislamiento en

medios diferenciales, tincion de Gram,

pruebas bioquimicas)

de

suspension

- Estandarizaciéon cepas trabajo
de

estandarizadas de bacterias).

(preparacion

Instruir de forma técnica-cientifica al
desarrollo de las actividades para las
determinaciones microbiolégicas.

De acuerdo a la metodologia, efectuar el pase
de un medio de enriguecimiento a medios
selectivos o medios diferenciales (de caldo a
caldo para Salmonella spp o de caldo a placa

para L. monocytogenes)

de técnica-cientifica al

desarrollo de

Instruir forma

las actividades para las

determinaciones microbiolégicas.

Induccién en monitoreo microbioldgico de

ambiente y superficies

de técnica-cientifica al

desarrollo de

Instruir forma

las actividades para las

determinaciones microbiolégicas

Apoyo en el procesamiento de muestras para

la determinacion de mesofilos aerobios.

de técnica-cientifica al

desarrollo de

Instruir forma

las actividades para las

determinaciones microbiolégicas

Induccién en:

- Uso del equipo de deteccién genética.

- Siembra de muestras lacteas y carnicas
para determinacion de Listeria
monocytogenes

- Aplicacion de técnicas para extraccion y

manipulacién de material genético.

Conocer la teoria y técnicas orientadas al
desarrollo e implementacion de metodologia
para aislamiento, deteccion e identificacion de

Listeria monocytogenes mediante PCR
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1.5 JUSTIFICACION

El desarrollo de estas practicas permite que el egresado de la Facultad de
Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador, pueda aplicar sus
conocimientos teoricos y practicos adquiridos durante la carrera, afrontando
problematicas reales, fomentando la integracién a ambientes de trabajo dentro
de una organizacion y la exploracion de posibles campos laborales para el
ejercicio profesional. Esta experiencia enriguece notablemente al egresado,
introduciéndolo a las demandas de competencias de la profesién, asimismo, el
convenio entre instituciones brinda la oportunidad al Laboratorio de Alimentos y
Toxicologia del Instituto Nacional de Salud de fortalecer y ampliar el desarrollo y
la implementacion de nuevos métodos analiticos para las diferentes
determinaciones que se realizan en beneficio de la salud publica. La préactica
profesional supervisada realizada en la Plataforma de Microbiologia del
Laboratorio de Alimentos y Toxicologia en el periodo de julio de 2022 a enero de
2023, cumpliendo con el Reglamento de Procesos de Grado de la Facultad de
Quimica y Farmacia.

Esta investigacion se suma a la ardua labor del laboratorio de velar por la calidad
e inocuidad de los alimentos que se registran y comercializan en El Salvador,
verificando que sean aptos para el consumo de la poblacion reduciendo asi la
probabilidad de alzas en los indices de enfermedades por transmision
alimentaria. Siendo la listeriosis un claro ejemplo, se trata de una infeccion
asociada al consumo de alimentos contaminados por Listeria monocytogenes,
puede provocar desde una gastroenteritis comun hasta incluso causar sintomas
graves con una tasa de mortalidad del 20 al 30 % en grupos de pacientes
inmunocomprometidos segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud. Es
por eso que se ha considerado a L. monocytogenes un microorganismo objeto
de estudio sobretodo en los alimentos listos para comer a nivel nacional e

internacional. Actualmente el Laboratorio de Alimentos y Toxicologia realiza el
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andlisis para la determinacion de este patdgeno de acuerdo a una metodologia
modificada de analisis, basada en el Manual Analitico Bacteriolégico de la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos; este
analisis tiene un tiempo de ejecucion de 5 a 10 dias hasta finalizarse. Con esta
investigacion se busca reducir el tiempo de obtencién de resultados, aprovechar
la especificidad para el microorganismo que es una de las principales ventajas
de la PCR en tiempo real en comparacion a la actual metodologia que realiza el
laboratorio, ademas de enriquecer al practicante en conocimiento de métodos
moleculares de analisis. Se plantea verificar que las modificaciones de la
metodologia sean viables, ya que al demostrarse el siguiente paso para el
Laboratorio sera la validacién de la metodologia, razén por la que se emplea en
este proyecto los parametros que son usados para una validacién de un método
cualitativo microbiolégico segun la Politica para la Validacién y Estimacion de la
Incertidumbre de Métodos Microbiolégicos del Organismo Salvadorefio de
Acreditacion. El Laboratorio establece que las matrices de alimentos que se
evallan sean las mismas en las que ya se tiene la acreditacion de la metodologia

tradicional para la deteccion de Listeria monocytogenes.



1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo General

Apoyar en el desarrollo e implementacion de la metodologia para el aislamiento,
deteccion e identificacion de Listeria monocytogenes mediante PCR.

1.6.2 Objetivos Especificos

1.6.2.1 Desarrollar un procedimiento analitico para el aislamiento,
deteccion e identificacion de Listeria monocytogenes por medio de la

técnica de PCR de biologia molecular.

1.6.2.2 Verificar si el método propuesto permite detectar Listeria
monocytogenes en matrices de productos carnicos curados y

productos lacteos procesados.
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1.7 RESULTADOS. PRODUCTO FINAL ESPERADO

El documento final que se entregara al Laboratorio de Alimentos y Toxicologia

sera un procedimiento que describa de forma clara y concisa la técnica a seguir

de la metodologia que ha de proponerse para el aislamiento, deteccion e

identificacion de Listeria monocytogenes en productos carnicos y lacteos

mediante técnica de PCR de biologia molecular de manera que pueda realizarse

su futura validacién, ampliando el desarrollo y la implementacién de nuevos

métodos analiticos en la plataforma de microbiologia. Segun las especificaciones

que detalla el Procedimiento de Control de Documentos del Laboratorio de

Alimentos y Toxicologia.

Cuadro N°2. Formato del procedimiento analitico sugerido por el Laboratorio de

Alimentos y Toxicologia

Nombre de la institucién Pagina x de

Nombre del instructivo y
Cédigo del documento Fecha de emision Cambio N°
Elaborado por: Revisado por Autorizado por: Versién N°

P 0w DN oPE

Propdsito: El objetivo del procedimiento

Alcance: A qué muestras es aplicable el procedimiento

Documentos de referencia: Bibliografia consultada

Interferencias y limitaciones: Factores que pueden interferir en el buen desarrollo de
la metodologia y los resultados

Toma y representacion de muestra: De acuerdo a los procedimientos internos del
laboratorio, respetando las buenas préacticas de laboratorio y de asepsia en ensayos
microbiolégicos

Material y equipo: Necesarios para el desarrollo de la metodologia analitica

Reactivos y medios de cultivos: Necesarios para el desarrollo de la metodologia

analitica.
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Cuadro N°2. Formato del procedimiento analitico sugerido por el Laboratorio de

Alimentos y Toxicologia. (Continuacion)

Nombre de la institucién Pagina x de

Nombre del instructivo y
Cédigo del documento Fecha de emision Cambio N°
Elaborado por: Revisado por Autorizado por: Version N°

reportados.

secuencia de la técnica para ejecutar la metodologia

el sistema de deteccién genética y su interpretacion

8. Procedimiento: Pasos descritos de forma clara y concisa que permitan tener la

9. Calculos y lectura de resultados: Descripcion de los posibles resultados que emitira

10. Informe de resultados: La forma en que los resultados analiticos seran registrados y
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1.8 MARCO TEORICO

1.8.1 Principales Caracteristicas de Listeria monocytogenes y la Listeriosis.

Figura N° 3 Microscopia de Listeria monocytogenes (Tincion de Gram realizada
07 de noviembre de 2022, LAT)

Listeria monocytogenes una bacteria que pertenece a la familia de las
Listeriaceae, es un bacilo gram positivo, anaerobio facultativo, presentan de 1 a
5 flagelos peritricos que les confieren movilidad a 28°C.

Los reservorios de la Listeria monocytogenes se encuentran generalmente en el
tracto gastrointestinal de los animales, en verduras o alimentos listo para el
consumo; que se encuentren contaminados o mal cocidos; derivados de los
lacteos no pasteurizados, pescados o mariscos y suelo. Son capaces de
sobrevivir en distintos medios, por una adaptabilidad rapida, lo que podria
explicar su gran capacidad de transmision. La transmision de la Listeria
monocytogenes, se da de manera vertical; de madre a hijo; por contacto con
animales infectados; zoondticos; o por adquisicion hospitalaria; nosocomial; y en

su gran mayoria se da por el consumo de alimentos contaminados. (3)

L. monocytogenes ha sido una seria amenaza para la industria alimentaria debido
a su capacidad para sobrevivir a las condiciones de procesamiento de alimentos

mas comunes. Por ejemplo, es capaz de sobrevivir a pH extremo, alta
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concentracion de sal, baja actividad del agua y temperaturas de refrigeracion.
Estas condiciones son utilizadas para controlar el crecimiento de otras bacterias
patégenas en los alimentos. Sin embargo, L. monocytogenes es particularmente
sensible a las altas temperaturas, y se ha demostrado que la pasteurizacion es
eficaz para reducir significativamente su numero en los alimentos, pero es
importante tener en cuenta que el proceso de pasteurizacion no siempre
garantiza la eliminacion completa de esta bacteria, por lo que es esencial que se
tomen medidas adecuadas de higiene y control de la calidad en el procesamiento
de alimentos para prevenir la formacion de biopeliculas y evitar la contaminacion
cruzada. Por lo que los alimentos de mayor riesgo son aquellos que provienen
de lacteos no pasteurizados, carnes crudas o procesados que no contemplan las

temperaturas de pasteurizacion en su procesamiento. (4)

Los nifios y adultos sanos ocasionalmente contraen listeriosis, pero rara vez se
enferman gravemente. En personas sanas que no estan embarazadas, la
listeriosis puede causar gastroenteritis, principalmente diarrea, acompafiada de
fiebre. Otros sintomas pueden incluir vomitos, dolor en las articulaciones, dolor
de cabeza y dolor corporal. Esta forma de listeriosis tiene un periodo de
incubacion mucho mas corto, y los sintomas generalmente ocurren dentro de las
24 horas posteriores a que una persona ingiere una gran cantidad de bacterias.
La enfermedad suele ser leve y desaparece por si sola. La diarrea puede durar
hasta 5 dias.

Los ancianos y las personas con sistemas inmunitarios debilitados tienen un
mayor riesgo de contraer una forma mas grave de listeriosis, que incluye:
Inflamacion del cerebro (encefalitis), inflamacion de las membranas que rodean

el cerebro y la médula espinal (meningitis); e Infeccion de la sangre. (5)
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1.8.2 Método Tradicional de Aislamiento, Deteccion e Identificacion De L.

monocytogenes en Alimentos. (6)

A continuacion, se describe la manera en la que se realizara la deteccion y
numeracion de Listeria monocytogenes con base en el Manual Analitico
Bacterioldgico (BAM) de la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los

Estados Unidos (FDA, por sus siglas en ingles)

Tanto en la metodologia estdndar y las metodologias rapidas alternativas el
aislamiento, deteccion e identificacion de Listeria monocytogenes a partir de
alimentos, el tamafio de la muestra analitica para alimentos es generalmente de

25 g, en forma individual o compuesta de alimentos.

- Proceso de enriquecimiento:
Se incuba la muestra homogenizada en una concentracion de 1 en 10, 25 g de
muestra representativa en 225 mL de caldo de enriquecimiento para Listeria

(LEB) por un tiempo de incubacion de 24 a 48 horas a 30°C.

- Procedimiento de aislamiento:

Después de pasado el tiempo de incubacion, se siembra del caldo LEB a un agar
selectivo basado en esculina y agares cromogénicos, se incuba por 48 horas, se
evallan las placas después de 24 horas de incubacion. Por ejemplo:

Agar a base de esculina

Agar Oxford (OXA): después de 24 horas de incubacién a 35°C, colonias tipicas
de especies de Listeria tienen aproximadamente 1 mm de diametro, colonias de
color gris a negro rodeadas por un halo negro. Después de 48 horas de
incubacion, las colonias tipicas de especies de Listeria tienen aproximadamente

2-3 mm de didmetro, son negras con un halo negro y el centro hundido.
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Agar Palcam (PAL): colonias de grises a verdes rodeadas de halos de color
marrdén oscuro a negro en el medio.

Agar cromogénico:

Agar R&F: medio cromogénico en placa a 35 °C para L. monocytogenes y L.
ivanovii, producen colonias de 1-3 mm de didmetro, suave y convexa, azul/verde
y un pequefio halo azul/verde. Todas las demas especies de Listeria producen

una colonia blanca, lisa. Convexa y sin halo de 1-2 mm.

- Procedimiento de identificacion:

Seleccionar una colonia tipica de agar a base de esculina y estriar en Agar
Triptona de Soya y Extracto de Levadura (TSAye) para purificar, incubar a 30°C
de 24 a 48 horas, después del tiempo de incubacion se buscan colonias blancas,

convexas lisas tipicas de 1-2 mm de diametro.

Pruebas de identificacion:
- Hemolisis:

En agar sangre de carnero 5% en placas que se hayan vertido espesamente y
secado bien (comprobar la humedad antes de usar), inocular abundantemente
del cultivo en TSAye. Dibuje una cuadricula de 20 a 25 espacios en el fondo de
la placa. Punzar el medio de cultivo por cuadricula, punzar el control positivo de
L. monocytogenes, intente punzar lo mas cerca del fondo posible de la capa de
agar, sin tocarlo pues podria romper el medio. Incubar de 24 a 48 horas a 35°C
Examinar las placas de agar sangre que contienen muestras de cultivo
brillantemente iluminadas desde atras de la placa L. monocytogenes produce una

zona ligeramente despejada alrededor de la puncion.

- Movilidad:
En un tubo para la prueba de movilidad (cédigo M103 en el BAM), inocular por

puncion una colonia aislada proveniente de TSAye. incubar a temperatura
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ambiente (20°C — 22°C), observar diariamente hasta que el patrén de crecimiento
aislado sea evidente. Listeria es movil, dando un tipico patrén de crecimiento

similar a un paraguas.

- Catalasa:
Probar con colonias tipicas provenientes de TSAye para catalasa, colocando el
crecimiento en una gota de peréxido de hidrogeno al 3%. Las especies de Listeria

son catalasa positiva, produciendo burbujas.

- Fermentacion de carbohidratos:
En tubos con campana de Durham que contengan un indicador de color purpura
(usualmente purpura de bromocresol) y soluciones al 0.5% (p/v) de los
carbohidratos Ramnosa, Manitol y Xilosa. Inocular una colonia tipica proveniente
de TSAye, incubar 7 dias a 35°C.
Las reacciones positivas estan indicadas por la produccion de acido y el medio

se tornara de color amarillo sin produccién de gas.

- Tincién de Gram:
Usar el crecimiento de 16 a 24 horas a partir de placas. Todas las Listerias son

bacilos Gram positivos cortos. (6)

1.8.3 Medios de cultivo y su funcién para aislamiento e identificacion de Listeria

monocytogenes en métodos tradicionales.

- Caldo de enriquecimiento para Listeria spp
Hay varios medios de cultivo y enriquecimiento selectivos que se han
desarrollado y utilizado para el aislamiento y la deteccién de L. monocytogenes
en alimentos y muestras ambientales. Como exige la mayoria de las agencias

reguladoras, los métodos de aislamiento deben poder detectar un organismo de
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Listeria por cada 25 g de alimento. Para lograr esta sensibilidad, se requieren
métodos de enriquecimiento que permitan que el organismo crezca y alcance un
nivel detectable. El caldo de enriquecimiento para Listeria amortiguado (BLEB)
se recomienda en el método bacteriologico y analitico (BAM) de la Administracion
de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) para el aislamiento e
identificacion de L. monocytogenes en el que se afiade fosfato di sédico al medio
para aumentar la capacidad amortiguadora del medio, lo que da como resultado
una mejora de las propiedades de enriquecimiento.

Los agentes antimicrobianos se emplean en medios de enriquecimiento y placas
para suprimir la microbiota competidora, ya que las células de Listeria crecen
lentamente y los competidores pueden superarlas rapidamente. En el selectivo
mas comun los agentes son acriflavina, acido nalidixico y cicloheximida. La
funcion de la acriflavina es inhibir el crecimiento de otras bacterias Gram-positivas
y, @ menudo, se usa en combinacion con otros agentes selectivos, por ejemplo,
polimixina B-sulfato, cicloheximida, tiocianato de potasio y &cido nalidixico. El
acido nalidixico se utiliza para la inhibicion de bacterias gramnegativas, mientras

que la cicloheximida se utiliza para la inhibiciobn de hongos. (4)

- Medios diferenciales selectivos para Listeria spp.
Los medios de placas diferenciales selectivos recomendados con frecuencia por
(FDA-BAM, ISO y USDA) para el aislamiento de Listeria spp. Son PALCAM
(polimixina acriflavina, cloruro de litio, ceftazidima, esculina, manitol) y Oxford
PALCAM y Oxford son utiles para el aislamiento de Listeria spp. a partir de
muestras de alimentos con células de Listeria lesionadas y/o ricas en microbiota
competitiva. Todas las Listeria spp. son capaces de hidrolizar la esculina y este

proceso dara como resultado la formacion de un color negro intenso en el medio.

Esto se debe a la presencia de esculina y hierro férrico en el medio, en el que el

hierro férrico forma un complejo con 6,7-dihidroxicumarina, el producto de la lisis
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de la esculina por la D-glucosidasa, lo que da como resultado el precipitado negro
4)

Figura N° 4. Cultivo de Listeria monocytogenes en agares Oxford y Palcam
(cultivo del 03 de noviembre, LAT), prueba de agar movilidad (cultivo 14 de enero,

LAT) y Agar R&F: medio cromogénico para L. monocytogenes y L. ivanovii. (7)

Agar Oxford y Palcm Movilidad Agar R&F

Listeria monocyltogenes

1.8.4 Metodologias de Deteccién Genética.

- PCR En Tiempo Real.
La enumeracion de patdgenos transmitidos por alimentos es un aspecto principal
del diagndstico molecular microbiolégico. La reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) es la técnica de diagnéstico molecular mas ampliamente utilizada debido
a su protocolo rapido y de facil uso. Por lo general, 2-3 h son necesarias para
completar una PCR, pero hoy en dia se estan desarrollando sistemas de PCR

mas avanzados para generar un resultado en cuestion de minutos (8)

La PCR entiempo real (RT-PCR) también se denomina PCR cuantitativa o gPCR.
La caracteristica clave de la RT-PCR es gue la amplificacién del ADN se detecta
en tiempo real mientras la PCR esta en curso mediante el uso de un indicador
fluorescente. La intensidad de la sefial del indicador fluorescente es directamente
proporcional al numero de moléculas de ADN amplificadas.
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Hay dos métodos de deteccion de RT-PCR, el primero se basa en una sonda
especifica de secuencia, como la sonda TagMan, la baliza molecular; el segundo
se basa en un tinte genérico de unién a ADN de doble cadena no especifico de
secuencia, como SYBR green. RT-PCR es una herramienta de analisis de ADN
muy sensible y potente. La RT-PCR se puede dividir en cuatro etapas: fase
fundamental lineal, fase exponencial temprana, fase exponencial lineal (fase
logaritmica) y fase de meseta. En la primera fase, la PCR acaba de comenzar, la
sefal fluorescente no se ha elevado por encima del fondo. La segunda fase es
donde la sefial fluorescente apenas se eleva significativamente por encima del
fondo, el ciclo en el que se produce se denomina umbral de ciclo (Ct). En la fase
exponencial lineal, la PCR se encuentra en su etapa de amplificacién éptima con
la duplicacion de los productos de la PCR en cada ciclo. La ultima fase es cuando
los sustratos se agotan y la ADN-polimerasa Taq est& al final de su vida util, la
sefal fluorescente no aumentara por mucho tiempo. (9)

El ensayo Tagman es un ensayo de RT-PCR ampliamente utilizado debido a su
sensibilidad y especificidad. EI ensayo TagMan se basa en la actividad
exonucleasa 5-3" de la ADN-polimerasa Tag. La sonda TagMan es un
oligonucledtido especifico de secuencia con un colorante fluorescente informador
en el extremo 5' y un colorante extintor en el extremo 3'. Cuando el ADN
polimerasa Taq no hidroliza la sonda, la luz fluorescente emitida por el colorante
informador es absorbida por el colorante extintor debido a la transferencia de
energia de resonancia fluorescente. Cuando la sonda es hidrolizada por el ADN
polimerasa Taq, el colorante indicador 5' se separa del colorante extintor, el
efecto de extincién desaparece vy, por lo tanto, la luz fluorescente del colorante
indicador 5’ sera detectada por el instrumento RT-PCR. La sefal del colorante

informador 5’ liberada es proporcional a la cantidad de productos de PCR. (9)

Entre las metodologias alternativas de deteccion genética de Listeria estan KITS

aprobados para condiciones ambientales y alimentarias especificadas. Los
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resultados negativos obtenidos con los kits rapidos se consideran definitivos y no
se requieren mas pruebas. Los presuntos resultados positivos con estos
métodos de deteccion rapida deben ser confirmados sembrando en agares
selectivos y confirmando los aislamientos a nivel de género y especies segun las
pruebas utilizadas.

- Equipo de deteccidén genética para Listeria monocytogenes Tq El equipo
de deteccion genética, para Listeria monocytogenes Tq es un sistema
automatizado de amplificacion de acidos nucleicos para la deteccion
Listeria monocytogenes en una variedad de alimentos y superficies que
incluyen carnes listas para comer, pescados y mariscos, productos
lacteos, vegetales quesos blandos pasteurizados, goma, plasticos, y

superficies de hormigon. (10)

1.8.5 Comparacion de tiempos estimados de andlisis entre el Método Tradicional
de Aislamiento, Deteccion e Identificacién De L. monocytogenes en Alimentos y
la Metodologia para Aislamiento, Deteccién e Identificacion de Listeria
monocytogenes mediante PCR y la posterior confirmacion de presuntos

resultados positivos.
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Cuadro N° 3. Cuadro comparativo de tiempo estimado de analisis de L.

monocytogenes entre metodologia tradicional y metodologia de deteccién

genética por PCR. Elaboracién propia

movilidad

Dias Etapa Metodologia bCR
tradicional
1 Silembr.a/p?re— y }
enriquecimiento
2 Incubacion X X
Corrida PCR/
3 Siembra en agar X X -
diferencial
4 Incubacion X -
Lectura de siembra
> en agar diferencial X )
Aislamiento y
! purificacion ) ’
API Listeria,
8 movilidad, catalasa, - -
tincion de Gram
Lectura de API
° Listeria ) )
10 Observacion de ) ]

de Listeria monocytogenes.

metodologia de deteccién genética por PCR.

x: Indica las etapas que conlleva el andlisis hasta la obtencion de un resultado de Ausencia

crecimiento caracteristicas del genero Listeria en los medios diferenciales en la metodologia

tradicional o los resultados es positivo para la deteccién de Listeria monocytogenes en la

--: Indica las etapas en las que usualmente se extiende el analisis si se obtienen colonias con




41

1.9 DISENO METODOLOGICO

Esta investigacion se realiza mediante la recoleccion y revision de informacion
referente al tema, para esto se utilizan diferentes medios como lo son normas
nacionales, literatura oficial e informacion complementaria. Asimismo, esta
metodologia es basada en el protocolo del kit comercial que pertenece al
fabricante del sistema de deteccidon genética. Se propone la adaptacion de la
metodologia de acuerdo a los insumos con los que cuenta el Laboratorio y se
comprueba una vez por cada matriz de alimentos, con el objetivo verificar que
cumpla con los criterios de aceptacion de la Politica de Validacion y Estimacion
de Incertidumbre de Métodos Microbiol6gicos del Organismo Salvadorefio de
Acreditacion, sin embargo, no se trata de una validacion propiamente.

Por tanto, se considera que este trabajo es de caracter Bibliografico-Experimental

y de tipo prospectivo.

1.9.1 Universo

Muestras de productos lacteos procesados y productos carnicos curados
ingresadas para andlisis a la Plataforma de Microbiologia del Laboratorio de
Alimentos y Toxicologia., la recepcion de muestras se realiza bajo cumplimiento
de protocolos de vigilancia en salud, realizados por personal competente,
ademas de clientes que desean tramitar el registro sanitario de su producto.
Posteriormente las muestras son distribuidas y almacenadas segun instrucciones
técnicas internas del laboratorio y especificaciones del fabricante para el andlisis

posterior.

1.9.2 Muestra
Se tomara una muestra aleatoriamente por cada tipo de matriz alimenticia que
cumpla con el peso suficiente (500 g) para poder ejecutar las repeticiones para

la verificacion de la metodologia. Dentro de las condiciones necesarias que debe
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cumplir la muestra estan: empaque herméticamente sellado, reporte del

contenido neto, fecha de caducidad lejana, aspecto tipicamente normal del

producto, es decir, sin particulas extrafias ni otras caracteristicas que indiquen el

posible deterioro del alimento.

Matrices de productos céarnicos cocidos, incluyendo los curados o ahumados.

Ejemplos: embutidos, formados, tocineta, paté, chuleta ahumada, costillas

ahumadas, cortes cocidos de aves de corral y caza, vacunos, porcinos, entre

otros. Productos lacteos procesados como quesos madurados, procesados, sus

mezclas de producto lacteo con aceite o grasa vegetal comestible y similares.

193

194

Variables

Grupos alimenticios a analizar (La matriz alimenticia de Lacteos
procesados y la matriz de Carnicos curados).

Concentracion del inoculo.

Reactivos y medios de cultivos que se han reemplazado con respecto al
protocolo del kit comercial de Listeria Tq.

Fuentes de Informacion

Este trabajo se respalda en fuentes oficiales de informacién nacionales e

internacionales como:

Norma Técnica Salvadorefia Norma ISO/IEC 17025:2017 Requisitos
Generales para la Competencia de los Laboratorios de Ensayo y
Calibracién ISO/IEC 17025:2017: Esta norma permite entender los
requerimientos que deben cumplirse para el desempefio del Laboratorio
de Alimentos y Toxicologia orientado a la calidad de los procesos.

Capitulo 10 del Manual Analitico Bacteriologico de la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos: Es la fuente base de
informacion para la determinacion de Listeria monocytogenes en

alimentos.
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Sistema de deteccion genética para Listeria monocytogenes Tq: Es la guia
de uso del kit para la deteccién de Listeria monocytogenes con el sistema
de deteccion genética.

RTCA 67.04.50:17 Alimentos. Criterios Microbiologicos para la Inocuidad
de los Alimentos: Define los criterios de aceptacion para la determinacion
de L. monocytogenes.

PO 9.4 Politica para la Validacion y Estimacion de la incertidumbre de
Métodos Microbioldgicos del Organismo Salvadorefio de Acreditacion:
Esta politica brinda los parametros que debe cumplir la metodologia

cualitativa que se plantea en esta investigacion.

Técnicas de Obtencion de Informacion

Andlisis documental: Revisién bibliogréfica de literatura referente al tema
y de esta manera proponer congruentemente la metodologia analitica que
pueda desarrollarse segun las condiciones con las que cuente el
Laboratorio.

Observacion experimental: La informacién se centra en los resultados
experimentales de la metodologia analitica que se pretende desarrollar
para el aislamiento, deteccion e identificacion de Listeria monocytogenes
mediante la técnica de PCR de biologia molecular en muestras naturales
y muestras fortificadas, comprobandose mediante la metodologia

tradicional.

Herramientas para la Obtencion de Informacion

El equipo de deteccion genética es un sistema automatizado de
amplificacion de acidos nucleicos (termociclador) para la deteccion de
organismos patdégenos en alimentos, ingredientes y muestras.

Software del sistema de deteccion genética.

Reporte de resultados que emite el equipo: informacion de la corrida.
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Tabla N°3 Formato de Reporte de resultados del equipo de deteccién genética
(10)

Run name -

Run Start -

Run finish -

Operator -

Notes -

Run On Software version | -

Run signature -

Machine serial No. -

Kit lot
number

Name Result Description

- Formato de hoja cotejo de datos crudos de la metodologia, se consideran
los datos desde el peso muestra, resultados del ensayo PCR y la
verificacion por metodologia tradicional.

Los lotes de reactivos, lotes de medios de cultivo, hora de inicio y
finalizacién de usos de equipo se registrara en bitacoras internas del LAT
con el fin de tener trazabilidad en cada ensayo.
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Tabla N°4. Formato de Hoja de cotejo de datos crudos para desarrollo e
implementacion de metodologia para aislamiento, deteccion e identificacién de

Listeria monocytogenes mediante PCR. Elaboracion propia

HOJA DE COTEJO DE DATOS CRUDOS PARA DESARROLLO E IMPLEMENTACION DE
METODOLOGIA PARA AISLAMIENTO, DETECCION E IDENTIFICACION DE Listeria
monocytogenes MEDIANTE PCR

Lectura de
) Pruebas de
Resultados siembra en . L
Muestra Peso (g) Movilidad Identificacion
PCR Agares Oxford o
Tradicionales
y Palcam

1.9.7 PROCEDIMIENTOS

1.9.7.1 Prueba de In6culo de Listeria monocytogenes.

Preparacion de la Suspension Bacteriana de Listeria monocytogenes
Material a utilizar:

- Tubos con tapa estériles de capacidad de 20 mL

- Erlenmeyer con tapa estériles de capacidad de 250 mL

- Pipetas de 1.0 mL

- Pipetas de 25.0 mL

- Frascos con tapa de capacidad de 250 mL

- 480 mL de solucion salina estéril al 0.85 %

Procedimiento:
-  Tomar con asa estéril una cantidad de crecimiento bacteriano fresco de

una placa de TSA gue contenga Listeria monocytogenes (microorganismo
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Diana) y depositarlo en un tubo con solucién salina estéril. De igual forma
tomar con asa estéril una cantidad de crecimiento bacteriano fresco de
una placa de TSA que contenga Escherichia coli (microorganismo No
Diana) y depositarlo en un tubo con solucién salina estéril.

Homogenizar mecanicamente.

Realizar las lecturas de la suspension bacteriana preparada del
microorganismo Diana y la suspension bacteriana del microorganismo No
Diana mediante espectrofotometria de manera aséptica, hasta obtener
aproximadamente 108 UFC/mL en la escala de MacFarland para cada

microorganismo.

Obtencion de la Dilucion Equivalente a 100 UFC/mL de Listeria monocytogenes.

Nota: A continuacion, se prepararan diluciones seriadas de la suspension

bacteriana en estudio hasta obtener una concentracion estimada de 100 ucf/mL.

(ver Anexo N°1)

Tomar 0.1 mL de suspension bacteriana y agregarlo a un tubo con 9.9 mL
de solucién salina estéril, para obtener una concentracion de 108 ufc/mL.

Homogenizar mecanicamente el contenido del tubo.

Del tubo anteriormente homogenizado tomar 0.1 mL agregarlo a un tubo
nuevo con 9.9 mL de solucion salina estéril, para obtener una
concentracion de 104 ufc/mL.

Homogenizar mecanicamente el contenido del tubo.

Del tubo anteriormente homogenizado tomar 1.0 mL y agregarlo a un
frasco con 99.0 mL de solucién salina estéril, para obtener una
concentracion de 102 ufc/mL.

Homogenizar mecanicamente el contenido del frasco, se obtiene la

concentracion de 100 ufc/mL de Listeria monocytogenes.
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Obtencién de los niveles de inéculos de prueba de Listeria monocytogenes

- Tomar 2.0 mL de la suspension de 100 ufc/mL de Listeria monocytogenes
y agregarlo a un frasco que contienen 98.0 mL de solucién salina estéril,
para obtener una concentracion estimada de 2 ufc/mL.

- Homogenizar mecanicamente el contenido del frasco.

- Tomar 3.0 mL de la suspension de 100 ufc/mL de Listeria monocytogenes
y agregarlo a un frasco que contenga 97.0 mL de solucion salina estéril,
para obtener una concentracion estimada de 3 ufc/mL.

- Homogenizar mecanicamente el contenido del frasco.

- Tomar 5.0 mL de la suspension de 100 ufc/mL de Listeria monocytogenes
y agregarlo a un frasco que contienen 95.0 mL de solucion salina estéril,
para obtener una concentracion estimada de 5 ufc/mL.

- Homogenizar mecanicamente el contenido del frasco.

1.9.7.2 Prueba del Inéculo Listeria monocytogenes

- Rotular por sextuplicado placas Petri estériles para los medios de cultivo:
Agar Conteo en Placa, Agar Oxford y Agar Palcam.

- Inocular asépticamente 1.0 mL de la dilucién de 100 UFC/mL de Listeria
monocytogenes cada una de las placas previamente identificadas como
agar de conteo en placa (APC) y agares Oxford (OXA) y Palcam (PAL).

- Verter el medio segun corresponda a cada grupo de placas. Esperar a que
solidifique el medio en las placas e incubar.

- Proceder al conteo del crecimiento en cada uno de los medios de cultivo,

observar la morfologia de las colonias.

Obtencién de la dilucion equivalente a 300 UFC/mL de Escherichia coli.

Nota: A continuacién, se prepararan diluciones seriadas de la suspension
bacteriana (no diana) hasta obtener una concentracion estimada de 300 ufc/mL
(ver Anexo N°1).
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- Tomar 0.1 mL de suspension bacteriana y agregarlo a un tubo con 9.9 mL
de solucién salina estéril, para obtener una concentracién de 108 ufc/mL.

- Homogenizar mecanicamente el contenido del tubo.

- Del tubo anteriormente homogenizado tomar 0.1 mL, agregarlo a un tubo
nuevo con 9.9 mL de solucion salina estéril, para obtener una
concentracion de 10* ufc/mL.

- Homogenizar mecanicamente el contenido del tubo.

- Del tubo anteriormente homogenizado tomar 3.0 mL y agregarlo a un
frasco con 97.0 mL de solucién salina estéril, para obtener una
concentracion de 300 ufc/mL.

- Homogenizar mecanicamente el contenido del frasco, se obtiene la

concentracion de 300 ufc/mL de Escherichia coli.

Prueba del In6culo Escheriachia coli.

- Inocular asépticamente bajo cabina de flujo laminar 1.0 mL de la dilucion
de 300 UFC/mL de Escherichia coli cada una de las placas previamente
identificadas como agar de conteo en placa APC y agar EMB.

- Verter el medio segun corresponda a cada grupo de placas. Esperar a que
solidifique el medio en las placas e incubar.

- Proceder al conteo del crecimiento en agar cada uno de los medios de

cultivo, observar la morfologia de las colonias.

1.9.7.3 Ensayo Metodologia para Aislamiento, Deteccién e Identificacién de
Listeria monocytogenes mediante PCR en Matrices de Alimentos de

Productos Lacteos y Carnicos

Se desea desarrollar la metodologia basada en el método de prueba de
rendimiento AOAC 070702. Las matrices aprobadas incluyen flambres rebanado,

salchichas para hotdogs, pescado crudo, leche liquida, pasta blanda
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pasteurizada, queso y superficies ambientales del kit de deteccidon genética

Listeria Tq (10)

Componentes del equipo:

Cada kit del sistema de deteccion genética, Listeria monocytogenes contiene lo

siguiente:

Tubos de amplificacion
Reactivo de concentracion de Listeria
Buffer de re-suspension de Listeria

Solucién de lavado

Equipo, material y medio de cultivo requerido:

Medio de enriguecimiento para Listeria (caldo LEB), este medio de
enriguecimiento es la principal modificacion al protocolo de Listeria Tq (kit
comercial)

Agares Oxford y Palcam

Pipeta de separacion inmunomagnética

Puntas para pipeta de separacion inmunomagnética

Mezclador Vortex

Cinta adhesiva para plato de re-suspension.

Pozos de muestra y base de pozos de muestras

Placa de re-suspension

Bloque de enfriamiento de gel

Micropipeta de 8 canales capaz de dispensar 30 uL

Pipeta repetidora

Puntas de pipetas repetidoras (0.5 uL y 1.0 pL)

Stomacher o equivalente

Incubadoras de (30 £1) °C y (60-64) °C
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Ver anexo N°11 llustracion de material usado en la metodologia para aislamiento,

deteccion e identificacion de listeria monocytogenes mediante PCR en matrices

de alimentos de productos lacteos y carnicos.

Procedimiento de Método de prueba de Rendimiento AOAC 070702

Preparacion de la muestra

Preparacion de la Muestra y Pre-Enriquecimiento en Medio Liquido No Selectivo

Nota: Se utilizard como medio de enriquecimiento Caldo de enriquecimiento para

Listeria (caldo LEB) como alternativa al que se propone en el protocolo del kit

comercial.

Pesar 25 g de muestra y agregar 225 mL de medio de cultivo de
enriguecimiento para Listeria

Este proceso sera repetido 21 veces (3 muestras blanco, 18 para que cada
nivel de prueba del microorganismo diana sea analizado por sextuplicado),
con el fin de cumplir la verificacion de los parametros de la Politica de
Validacion y Estimacion de Incertidumbre de Métodos Microbioldgicos del
Organismo Salvadorefio de Acreditacion.

Inocular cada nivel de in6culos de prueba de Listeria monocytogenes (2
ufc/mL, 3 ufc/mL y 5 ufc/mL por sextuplicado) e inocular cada repeticion
con la suspension del microorganismo interferente E. coli 300 ufc/mL.
Protocolo de enriquecimiento de 30 horas: incube las muestras durante 30
a 48 horas a 30°C.
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Protocolo de Preparacion de Muestras.

Mezclar en vortex el reactivo de concentracion de muestra y Transferir
inmediatamente 20 pL de reactivo de concentracion de muestra a cada
uno de los pocillos vacios del bloque de preparacion de muestra (un pocillo
por muestra), utilizando una pipeta repetidora y puntas de pipeta de 0.5
mL, cubra los pocillos de muestra con cinta adhesiva.

Afadir 1.0 mL de muestra incubada en caldo de pre-enriqguecimiento a
cada pocillo de muestra que contenga reactivo de concentracién de la
muestra evite transferir particulas de alimentos. Cubra los pocillos de
muestras con una nueva cinta adhesiva.

Colocar los pocillos de muestras sellados que contienen el reactivo de
concentracion de muestra y la muestra en el mezclador vortex y agite
durante 10 min.

Transferir 1.0 mL de solucion de lavado a pocillos adicionales en el
bloque de lavado (un pocillo por muestra) utilizando una pipeta repetidora,
cubra los pocillos con cinta adhesiva.

Agregar 45 pL buffer de re-suspension a los pocillos de muestras en la
placa de re-suspensioén usando una pipeta repetidora y una punta de 0.5
mL, cubra la placa de re-suspension preparada con cinta adhesiva. Retirar

con precaucion la cinta adhesiva.

Preparaciéon de la Muestra: Extraccion de Material Genético

Cargar las puntas de la pipeta de separacidbn inmunomagnética
asegurando de que esté firmemente en su lugar. Extender los imanes de
la pipeta e insertar en la primera tira de pocillos de muestra. Agitar
suavemente por 30 segundos mientras se mueve continuamente hacia
arriba y hacia abajo desde la superficie hasta el fondo del pocillo. Golpear
ligeramente las puntas de la pipeta contra el lateral de los pocillos de

muestras para eliminar el exceso de medios.
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Retirar la cinta adhesiva de los pocillos correspondientes a la solucion de
lavado. Transferir la pipeta de separacion inmunomagnética a la solucion
de lavado. Con las puntas sumergidas, revolver suavemente la pipeta de
separacion de lado a lado durante 5 a 10 segundos. Golpear ligeramente
la pipeta contra el costado de los pocillos de muestra para eliminar el
exceso de gotas de solucion de lavado.

Retirar la cinta adhesiva de la placa de re-suspension. Transferir la pipeta
de separacion inmunomagnética a la fila correspondiente de la placa de
re-suspension preparada. Con las con las puntas sumergidas retirar los
imanes de la pipeta y golpear suavemente para liberar las particulas en el
buffer de re-suspension (en este paso se esta liberando el ADN de las
particulas magnéticas)

Repetir los pasos de a) a ¢) para todas las muestras usando puntas nuevas
para cada fila de muestras.

Cubrir la placa de re-suspension con una nueva cinta adhesiva.

Coloque la placa de re-suspension sellada que contiene las muestras en

una incubadora a 60 — 64°C durante 15 min —1 h.

Amplificacién y Deteccion Genética.

Preparacion del Bloque de Enfriamiento.

Antes del uso inicial, el bloque de enfriamiento de gel debe almacenarse
en el congelador (-25 a -15 °C) durante 6 horas. Cuando se congela, el
bloque de enfriamiento de gel cambiara de rosa a purpura. Cuando no esta
en uso, el bloque de congelamiento de gel debe de continuar almacenado
entre -25y -15°C.

Entre cada uso el bloque de enfriamiento de gel debe devolverse al
congelador hasta que se haya girado por completo a morado, lo que indica

gue esta listo para usar. Esto puede tardar hasta 2 horas.
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Preparacion de Tubos de Amplificacion.

- La configuracion del sistema de deteccion genética y la entrada de datos
en el software del termociclador debe realizarse antes de transferir las
muestras de la placa de re-suspension a los tubos de amplificacion (esto
se realizaré en la computadora).

- Retirar los tubos de amplificacion de la bolsa de aluminio y colocarlos en
el blogue de enfriamiento de gel congelado en la disposicion

- Transferir 30 pL de muestra de los pocillos de la placa de re-suspension a
cada tubo de amplificacion utilizando una pipeta multicanal y puntas de
barrera con filtro. Presionar firmemente hacia abajo la tapa de cada uno
de los tubos de amplificacidén para cerrar. Inspeccionar visualmente cada
tubo para asegurar que la tapa esté bien sellada.

- Cologue los tubos de amplificacion en el equipo de deteccidn genética en

orden secuencial, comenzando con la posicion 1.

Nota: El equipo de deteccion genética debe iniciarse dentro de los 20 minutos

posteriores a la adicion de las muestras a los tubos de amplificacion.

Resultados

Una vez finalizado el ensayo, el software del sistema de deteccion genética
proporcionara todos los resultados. Cada muestra se identificard como positiva,
negativa o no amplificada. Se realiza la confirmacion de los resultados mediante
la via convencional de andlisis.

Tabla N°5: Informe de Resultados que proporciona el Sistema de Deteccion

Genética (10)

Description

1 Sample 1 Positive L. monocytogenes 1234567

3 Sample 3 No Amp L. monocytogenes 1234567
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Positivo: Las muestras son positivas para L. monocytogenes
Negativo: Las muestras son negativas para L. monocytogenes

No Amp: No se produjo amplificacion.

Control positivo: Se utilizard la cepa de referencia ATCC de Listeria
monocytognes, se llevara este control en medios de pre-enriquecimiento y
aislamiento al igual que las muestras de prueba en todas las etapas del ensayo

Control negativo: Se utilizaré la cepa de referencia ATCC de Escherichia coli, se
llevara este control en medios de pre-enriquecimiento y aislamiento en toda etapa

del ensayo

1.9.7.4 Confirmacién de Presuntos Positivos por Método Modificado Tradicional,
Basado en Deteccion y Enumeraciéon De Listeria monocytogenes en Alimentos y

Muestras Ambientales Capitulo 10 Del Manual Analitico Bacteriolégico, FDA.

Procedimiento de aislamiento:
- Sembrar las muestras presuntamente positivas que fueron incubadas en
caldo LEB (procedimiento de enriquecimiento) en placas con agar Oxford
y Palcam. Incubar las placas a 35°C por 48 h.
- Observar si existe crecimiento caracteristico, colonias verdes grisaceas
con centro hundido y halo negro a su alrededor. Si el crecimiento es

caracteristico, continuar con el procedimiento de identificacion.

Procedimiento de identificacion (6)
- Prueba de movilidad:
- Tomar una colonia caracteristica con un asa en punta estéril y sembrar por
puncion en un tubo que contenga agar movilidad. Incubar, después del
tiempo de incubacién, el crecimiento que se espera en el tubo en forma de

paraguas o forma de champifién.
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De manera paralela tomar una colonia caracteristica del cultivo en agares Oxford

y Palcam y sembrar por estriado en agar Triptona de soya (TSA). Incubar a 35°C
de 18 a 24 horas.

Del cultivo fresco e TSA se realizaran las pruebas:

Prueba de la catalasa:

Depositar sobre un portaobjeto una gota de peréxido de hidrogeno al 3%
y con asa estéril tomar una colonia del cultivo de TSA e incorporar
suavemente. Las especies de Listeria son catalasa positiva, produciendo
burbujas.

Fermentacion de carbohidratos:

Elegir una colonia tipica de un tubo de TSBye, inocular en tubos con
campana de Durham con soluciones al 0.5% de Ramnosa, Manitol y Xilosa
e indicador purpura de bromocresol. Incubar 7 dias a 35°C.

Las reacciones positivas estan indicadas por la produccion de acido y el

medio se tornara de color amarillo sin produccion de gas.

Pruebas bioquimicas miniaturizadas API Listeria (11)

Preparacion de la galeria:

Crear atmosfera humeda en el fondo, colocar la galeria y preparar el
in6dculo en la ampolla de médium 2 depositando con asa estéril crecimiento
suficiente del cultivo de TSA para generar turbidez de la suspension
bacteriana, agitar.

Repartir la suspension bacteriana en los tubos de la galeria, evitando la
formacion de burbujas, en el tubo de DIM llenar el tubo y cupula evitando

gue se forme un menisco convexo. Incubar a 35°C de 18 a 24 horas.
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- Lectura e interpretacion:

Tabla No. 6 Tabla de identificacion APIListeria (11)

Resultados
Pruebas

Negativo Positivo

DIM
Agregar una gota de o ) )
. Naranja palido, rosa, gris Naranja
reactivo ZYM B, esperar 3

min

ESC Amarillo pélido Negro

aMAN Incoloro Amarillo
DARL
XYL

RHA

Amarillo / amatrillo

MDG Rojo / rojo anaranjado
ROB
G1P
TAG

anaranjado

Anotar las reacciones +/- en la hoja de resultados, la identificacion se
obtiene a partir del perfil numérico. Luego es ingresado al software del
APIWEB para hacer la validacién y obtener la identificaciébn en género y
especie.

- Tincion de Gram

Se coloca una pequefia gota de solucion salina en el centro de un
portaobjetos, tomar en condiciones asépticas, con ayuda de un asa estéril,
una pequefa cantidad del cultivo bacteriano en medio sélido y se transferira
a la gota de solucion salina. Mezclar con el asa de siembra hasta formar una
suspension homogénea que quede bastante extendida, dejando un fijado
delgado. Flamear con cuidado el portaobjeto conteniendo la suspension hasta
sequedad y dejar enfriar. Se afadira cristal violeta colocando suficiente

colorante y dejar que actue durante 1 minuto. Lavar suavemente con agua
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estéril. Se aplica el mordiente, lugol y dejar actuar durante 1 minuto. Lavar
suavemente con agua estéril.

Decolorar aplicando alcohol-acetona, dejar actuar por 20 — 25 segundos y
lavar suavemente con agua estéril. Se agrega safranina para la tincion de
contraste, dejando actuar por 1 minuto. Lavar suavemente con agua estéril.
Se deja secar la preparacion y se examinara en el microscopio la morfologia

de bacilos Gram positivo.

1.9.8 Pruebas estadisticas

La metodologia que se desea probar y experimentar es de caracter cualitativo y
de acuerdo con la Politica para la Validacion Y Estimacion de la Incertidumbre de
Métodos Microbiologicos. (12)

El método cualitativo requiere verificar las caracteristicas del funcionamiento del
método por lo que se realizara el desarrollo bajo la estimacion del limite de

deteccidn, mediante los siguientes parametros:



Cuadro No. 4 Parametros y Criterios de Aceptacion de Politica para la

Validacion y Estimacién de la Incertidumbre de Métodos Microbioldgicos

Cualitativos (12)

Parametros

Criterios de aceptacion

Verificacion del tamafo

de inoculo

Al verificar el tamafio del inoculo por lo menos seis veces
en un agar de conteo, en promedio se deben obtener

cuentas de menos de 10 UFC y ninguna de 10 UFC o mas.

Verificacion de la muestra

Numero de repeticiones: 3
Analistas: uno
Resultados positivos: 0% lo que significa que la muestra no

debe tener el microorganismo diana (L. monocytogenes)

Verificacion del limite de

deteccion

Numero de repeticiones: al menos 6 por analista
Analistas: al menos dos

Resultados positivos: al menos el 80%, es decir 5
repeticiones deben ser positivas

Tamano del inoculo: menos de 10 UFC

Falsos positivos

Numero de repeticiones: al menos 6 por analista
Analistas: al menos dos

Resultados positivos verdaderos: 100%

Falso positivo: 0

Tamafio del inoculo: méas de 100 UFC.

En este sentido se debe agregar un microorganismo de
Interferencia (no diana) y se debe comprobar que no

interfiera en la deteccién del microorganismo diana

Incertidumbre

No es de aplicacién a métodos cualitativos

58
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1.9.8 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
Tabla N° 7: Cronograma de actividades de la Practica Profesional Supervisada

E

—

Q T 9D

Actividad

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES PPS

2022 2023

Jul

Ago

Sep | Oct | Nov | Dic | Ene | Feb | Mar | Abr | May

Capacitaciéon en
instrucciones
técnicas y
metodologias de
las

determinaciones

Elaboracion del

plan de trabajo

Revision de
informe por
tutores Internos y

Externos

Presentacion del

plan de trabajo

Ejecucion de
practicas
profesionales

supervisadas

Redaccion  del
procedimiento de
implementacion

de la

metodologia

Redaccion del
informe de las
PPS
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Tabla N° 7: Cronograma de actividades de la Préactica Profesional Supervisada.

Elaboracion propia. (Continuacion)

E
t

Q T D

Actividad

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES PPS

2022

2023

Jul

Ago

Sep | Oct

Nov

Dic

Ene

Feb

Mar

Abr

May

Revision del
informe de las
PPS por tutores

externos

Redaccion del
informe final de
las PPS

Revision del
Informe Final por
tutores Internos y

Externos

Presentacion del
Informe Final
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26/08/2022 7:30 a.m. 3:30p.m. | 8 horas

Total de horas realizadas | 208 horas
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Nombre Egresado: Maria Roxana Lara Zelaya

Tutor Externo: Cindy Rebeca Martinez Linares

=0 REGISTRO DE ASISTENCIA DEL EGRESADO \\‘—/
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N° de Grupo: 40-22

Mes: Agosto/Septiembre

Fecha Hora de inicio fir;?irzigizn Tiempo total Tuz:nl]iig%ino
29/08/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas ! /
30/08/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
31/08/2022 | 7:30am. 3:30 p.m. 8 horas

 01/09/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
02/09/2022 7:30 a.m 3:30 p.m. 8 horas
05/09/2022 7:30a.m 3:30 p.m. 8 horas
06/09/2022 7:30 a.m 3:30 p.m. 8 horas
07/09/2022 7:30 a.m 3:30 p.m. 8 horas
08/09/2022 7:30 a.m 3:30 pm. 8 horas
09/09/2022 7:30 a.m.. 3:30 p.m. 8 horas
12/09/2022 7:30 a.m 3:30 p.m. 8 horas
13/09/2022 7:30 a.m 3:30 p.m. 8 horas
14/09/2022 7:30 a.m 3:30 p.m. 8 horas
16/09/2022 7:30 am 3:30 p.m. 8 horas
19/09/2022 7:30 a.m 3:30 p.m. 8 horas
20/09/2022 7:30 a.m 3:30 p.m. 8 horas
21/09/2022 730 am 330p.m. |  8horas
22/09/2022 7:30 am 330p.m. |  8horas
23/09/2022 7:30 a.m 330pm. |  B8horas
26/09/2022 7:30 a.m 330p.m. | 8 horas
27/09/2022 7:30am 3:30 p.m. 8 horas
28/09/2022 7:30 am 3:30p.m. |  8horas
29/09/2022 7:30 a.m 3:30 p.m. | 8 horas
30/09/2022 7:30 a.m 3:30 p.m. 8 horas
03/10/2022 7:30 a.m 330p.m. | 8 horas
Total de horas realizadas | 200 horas
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UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
SR FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
| PRACTICA PROFESIONAL SUPERVISADA

\

%=’ REGISTRO DE ASISTENCIA DEL EGRESADO

Nombre Egresado: Maria Roxana Lara Zelaya N° de Grupo: 40-22
Tutor Externo: Cindy Rebeca Martinez Linares Mes: Octubre/Noviembre
Fecha Hora de inicio ﬁ;(;ir;g%n | Tiempo total T»::(::"éa d no.
04/10/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas 7 i
05/10/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
06/10/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
07/110/2022 | 730am. | 330pm. 8 horas
10/10/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
11/10/2022 7:30 am. 3:30 p.m. 8 horas
12/10/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. ‘ 8 horas
13/10/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
14/10/2022 7:30 am. 330pm. 8 horas
17/10/2022 7:30 am, 3:30 p.m. ( 8 horas
18/10/2022 7:30 a.m. 330pm. | 8horas
19/10/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
20/10/2022 7:30 am. 3:30 p.m. 8 horas
21/10/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
24/10/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
25/10/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
26/10/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
27/10/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
28/10/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
31/10/2022 7:30 a.m. 330p.m. | 8 horas
01/11/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas =2
- 03/11/2022 7:30 am. 330pm. | 8horas | 4%
04/11/2022 7:30 a.m. 330p.m. | 8 horas
07/11/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
08/11/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
Total de horas realizadas 200 horas
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UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR F-1PPS
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA N
PRACTICA PROFESIONAL SUPERVISADA 7/ @ )

% & j
2 REGISTRO DE ASISTENCIA DEL EGRESADO  “urs™
Nombre Egresado: Maria Roxana Lara Zelaya N° de Grupo: 40-22
Tutor Externo: Cindy Rebeca Martinez Linares Mes: Noviembre/Diciembre
Fecha Hora de inicio m:}?:;g; n | Tiempo total T ::(;:"I;?(td é o
 09/11/2022 | 7:30am. | 3:30p.m. 8 horas 42244 A0 ¢
10/11/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas ; )
11/11/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
14/11/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. | 8 horas
15/11/2022 7:30 a.m. 3:30p.m. | 8 horas
16/11/2022 7:30 a.m. 3:30p.m. |  8horas
17/11/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. | 8 horas
18/11/2022 7:30 a.m. 3:30pm. | 8horas
21/11/2022 7:30 a.m. 3:30p.m. | 8 horas
22/11/2022 7:30 a.m 3:30 p.m. 8 horas
23/11/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
24/11/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
25/11/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
28/11/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
29/11/2022 7:30 am. 3:30 p.m. | 8 horas
30/11/2022 7:30 a.m. 3:30p.m. | 8 horas
01/12/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. | 8 horas
02/12/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
05/12/2022 7:30 a.m. 3:30p.m. | 8 horas
06/12/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
07/12/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
08/12/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
09/12/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. | 8 horas
12/12/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
13/12/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
14/12/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. { 8 horas
Total de horas realizadas | 208 horas
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UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
PRACTICA PROFESIONAL SUPERVISADA

Nombre Egresado: Maria Roxana Lara Zelaya N° de Grupo: 40-22
Tutor Externo: Cindy Rebeca Martinez Linares Mes: Diciembre/Enero
SR de 2
Fecha Hora de inicio ﬁ;‘:{: ACIH Tiempo total
15/12/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
16/12/2022 7:30 am. 330 p.m. ~ 8horas
| 19/12/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas o
20/12/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
21/12/2022 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas LLLLLATH RS
| 22/12/2022 7:30 a.m. 330p.m. |  8horas LMl
23/12/2022 7:30 a.m. 3:30p.m. | 8horas 2
03/01/2023 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
04/01/2023 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
05/01/2023 7:30 a.m. 330 p.m. | 8 horas
 06/01/2023 7:30a.m. 3:30 p.m. 8 horas
09/01/2023 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
10/01/2023 7:30 a.m. 3:30p.m. | 8 horas
11/01/2023 7:30 a.m. 330p.m. | 8horas
12/01/2023 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
13/01/2023 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
16/01/2023 7:30 a.m. 330 p.m. | 8 horas
17/01/2023 7:30 a.m. 3:30 p.m. 8 horas
Total de horas realizadas 144 horas
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PRACTICA PROFESIONAL SUPERVISADA
BITACORA DE ACTIVIDADES PRACTICAS PROFESIONALES SUPERVISADAS

e

40-22

Grupo

Roxana Lara Zelaya

1a

Mar
dy Rebeca Mart

Nombre Egresado
Tutor Externo

inez L

7

In

C

Inares

isada

ica Profesional Supervi

dades de la Pract

("

Cronograma de act

Etapal
Etapa ll
Etapa lll

28 semanas

Tiempo total estimado




Oficina Jefatura

Julio 2022
(del 15 al 22)
Dias laborables

normas oficiales que avalan el trabajo del
Laboratorio de Alimentos y Toxicologia.

- Norma ISO 11133 Microbiologia de
Alimentos y Aguas

- Norma Técnica Salvadorefia Norma
ISO/IEC 17025:2017  Requisitos
Generales para la Competencia de los
Laboratorios de Ensayo y Calibracion

- Instruccion Técnica de Preparacion de
Medios de Cultivos y Reactivos.

- Instruccion de Técnica para el manejo y
mantenimiento  de  cultivos de
referencia.

- Instruccién Técnica de Preparacion de
Muestras.

- Metodologia para la deteccion de
Listeria  monocytogenes y oftras
especies de Listeria spp en alimentos

Firma de acuerdo de:
- Confidencialidad
- Imparcialidad

Plataforma de
Microbiologia

Julio 2022
(del 25 al 29)
Dias laboraples

Lectura y capacitacion en instrucciones técnicas
y metodologias analiticas de la plataforma de
microbiologia.

Plataforma de
Microbiologia

Agosto 2022
(del 08 al 31)
Dias laborables

Colaboracién en la verificacion de condiciones
de temperatura de los equipos involucrados en
las determinaciones de andlisis y manejo de
bitdcoras de uso de equipos.

Asignacién y delimitacion del proyecto a
desarrollar. Revision bibliografica y asesoria
con tutor externo para la elaboracion del plan de
trabajo de la PPS

‘DESARROLLO E IMPLEMENTACION DE
METODOLOGIA  PARA  AISLAMIENTO,
DETECCION E IDENTIFICACION DE Listeria
monocytogenes  MEDIANTE PCR EN
MATRICES DE ALIMENTOS DE PRODUCTOS
LACTEOS Y CARNICOS”

Capacitacién en:

- Manipulacién y mantenimiento de cepas de
trabajo.

- Analisis microbiolégico de alimentos.

- Tecnicas de estriado en agar.

- Aislamiento en medios selectivos y
diferenciales.

- Tincién de Gram
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- Pruebas bioquimicas tradicionales

- Pruebas bioguimicas miniaturizadas

- Estandarizacién cepas de trabajo (por
método espectrofotométrico)

- Preparacion de suspensiones bacterianas
para controles de calidad de las
metodologias analiticas.

- Preparacion de medios de cultivo

- Datos tedricos de técnica PCR en equipo
de deteccion genética

- Uso de -equipo de Ilaboratorio de
microbiologia

- Contencién de derrames bioinfecciosos.

Inducciéon en monitoreo microbiolégico de
ambiente y superficies

Plataforma de
Microbiologia

Septiembre 2022
(del 01 al 30)
Dias laborables

Apoyo en el procesamiento de muestras para la
determinaciéon meséfilos aerobios. ;

Preparacion de material y medios de cultivos
necesario para resiembras requeridos en las
determinaciones analiticas de Salmonella spp,
Escherichia coli y Listeria monocytogenes

De acuerdo a la metodologia, efectuar el pase
de un medio de enriquecimiento a medios
selectivos o medios diferenciales

Incubacién de resiembras en las determinaciéon
de Salmonella spp, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli por NMP

Apoyo en registro de incubacion de muestras.

Plataforma de
Microbiologia

Octubre 2022
(del 03 al 31)
Dias laborables

Acompafiamiento en la determinacion de
Salmonella spp en muestras por metodologia de
deteccion  genética. Para  adquirir el
conocimiento base de la técnica PCR.

De acuerdo a la metodologia, efectuar el pase
de un medio de enriquecimiento a medios
selectivos o medios diferenciales.

Planificacion del ensayo preliminar de
verificacion del inéculo para conocer el
comportamiento de los microorganismos
Listeria monocytogenes y E. coli en agar de
conteo en placa y agares diferenciales.

Preparacion de material e insumos para el
ensayo preliminar de verificacion del indculo en
medio diferenciales y de recuento.

Estandarizacion de cepa control Listeria
monocytogenes y E. coli por método
espectrofotométrico para el ensayo preliminar
de verificacion del inéculo a utilizar en el
desarrollo de metodologia.

Preparacion de la solucioSn madre de |la
suspension estandarizada de L.
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monocytogenes 100 UFC/mL (tedrico) y
suspension de E. coli 300 UFC/mL

Inoculacién de placas con la suspensiéon madre
de L. monocytogenes y suspension de E. coli y
vertido en placa de agar conteo en placa APC y
medios diferenciales EMB, OXA/PAL para la
estimacién cuantitativa del inoculo.

Lectura de las placas inoculadas con las
soluciones madres de L.monocytogenes y E.
coli del ensayo preliminar de verificacién del
inéculo.

Plataforma de
Microbiologia

Noviembre 2022
(del 01 al 30)
Dias laborables

Monitoreo microbiolégico de superficies
(hisopados)

Siembra del monitoreo de ambiente (vertido en
placa)

Preparacion de material y medios de cultivos
necesario para resiembras requeridos en las
determinaciones analiticas de Salmonella spp,
Escherichia coli y Listeria monocytogenes

Preparacion de material e insumos para el
ensayo de verificacion del in6culo para matriz
de lacteos procesados para el desarrollo e
implementacion de metodologia para
aislamiento, deteccion e identificacion de
Listeria monocytogenes mediante PCR

Estandarizacion de cepa control Listeria
monocytogenes y E. coli para el ensayo de
verificacién del inéculo en matriz de lacteos
procesados para el desarrollo e implementacion
de metodologia para aislamiento, deteccién e
identificacion de Listeria monocytogenes
mediante PCR

Preparacion de la solucion madre de Ia
suspension estandarizada de L.
monocytogenes a una concentracion de 100
UFC/mL (tedrico) y suspension de E. coli a una
concentracion 300 UFC/mL (tedrico)

Inoculacién de placas con la suspension madre
de L. monocytogenes y suspension de E. coliy
vertido en placa de agar conteo en placa (APC)
(para verificacion del tamario del inéculo)

Preparacion de material e insumos a utilizar en
el en ensayo del desarrollo metodologia para
aislamiento, deteccién e identificacion de L.
monocytogenes mediante PCR en una muestra
de la matriz de Lacteos Procesados

Ensayo del desarrollo metodologia para

aislamiento, deteccién e identificacion de L.

monocytogenes mediante PCR en una muestra

de la matriz de Lacteos Procesados:

- Pre enriquecimiento e incubacion de la
muestra




- Procesamiento de muestra (extraccion y
amplificacion de material genético)

- Estriado de las muestras de los niveles de
inoculos con resultados positivos vy
negativos en PCR a agares Oxford y
Palcam

- Realizacion de la prueba de movilidad

- Realizacion de pruebas bioquimicas
miniaturizadas.

Plataforma de
Microbiologia

Diciembre
(del 01 al 23)
Dias laborables

Asesoria y revision con tutor externo para la
correccién del plan de trabajo de la PPS

Apoyo en el procesamiento de muestras para la
determinacion mesoéfilos aerobios.

Preparacion de material y medios de cultivos
necesario para resiembras requeridos en las
determinaciones analiticas de Salmonella spp,
Escherichia coli y Listeria monocytogenes

De acuerdo a la metodologia, efectuar el pase
de un medio de enriquecimiento a medios
selectivos o medios diferenciales.

Incubaciéon de resiembras de muestras para las
determinacion de Salmonella spp, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli NMP

Apoyo en registro de incubacion de muestras
(entrada y salida de incubacion).

Defensa de Etapa | Plan de Trabajo de Practica
Profesional Supervisada

Recopilacion de documentacion del ario
vigente, preparacion de formatos para el afo
siguiente

Monitoreo ambiental de superficies

Plataforma de
Microbiologia

Enero 2023
(del 03 al 17)
Dias laborables

Estandarizacion y preparacién de suspensiones
bacterianas para ser usados como controles
positivos y negativos en las determinaciones de
la plataforma.

Recopilacion de documentacidon del afo
vigente, preparacion de formatos para el afio
siguiente

Monitoreo ambiental de superficies

Preparacion de material e insumos para el
ensayo de verificacion del inéculo para matriz
de carnicos curados para el desarrollo e
implementacion de metodologia para
aislamiento, deteccién e identificacion de
Listeria monocytogenes mediante PCR

Estandarizacion de cepa control Listeria
monocytogenes y E. coli para el ensayo de
verificacion del inéculo en matriz de carnicos
curados para el desarrollo e implementaciéon de
metodologia para aislamiento, detecciéon e
identificacion de Listeria monocytogenes
mediante PCR
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Preparacion de la solucion madre de la
suspension estandarizada de L.
monocytogenes a una concentraciéon de 100
UFC/mL (tedrico) y suspension de E. coli a una
concentracién 300 UFC/mL (tedrico)

Inoculacién de placas con la suspensién madre
de L. monocytogenes y suspensién de E. coliy
vertido en placa de agar conteo en placa (APC)
(para verificacién del tamaiio del indculo)

Preparacion de material e insumos a utilizar en
el en ensayo del desarrollo metodologia para
aislamiento, deteccién e identificacion de L.
monocytogenes mediante PCR en una muestra
de la matriz de carnicos curados

Ensayo del desarrollo metodologia para

aislamiento, deteccién e identificacion de L.

monocytogenes mediante PCR en una muestra

de la matriz de carnicos curados:

- Pre enriquecimiento e incubacion de
muestra

- Procesamiento de muestra (extraccion y
amplificacion de material genético)

- Estriado de las muestras de los niveles de
inébculos con resultados positivos y
negativos en PCR a agares Oxford y
Palcam

- Realizacion de la prueba de movilidad

- Realizacion de pruebas bioquimicas
miniaturizadas.

10

Preparacién de material y medios de cultivos
necesario para resiembras requeridos en las
determinaciones analiticas de Salmonella spp,
Escherichia coli y Listeria monocytogenes

1

De acuerdo a la metodologia, efectuar el pase
de un medio de enriquecimiento a medios
selectivos o medios diferenciales

12

Colaboracion en la verificacion de condiciones
de temperatura de los equipos involucrados en
las determinaciones de andlisis y manejo de
bitdcoras de uso de equipos

;Obsei'véigiion‘e‘s del egresado
to ala PP

Debido a la experiencia adquirida en la PPS
se afianza el criterio analitco como
profesional Quimico Farmacéutico.

Ante la falta de insumos que dicta protocolo
| de la metodologia se debi6 hacer Ila
modificacion de ésta de acuerdo a los
insumos existentes en el Laboratorio.
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F-4 PPS

7/

)

INFORME TUTOR EXTERNO. EVALUACION GLOBAL DEL DESEMPENO
DEL EGRESADO EN EL PROGRAMA DE PRACTICA PROFESIONAL

SUPERVISADA.
Indicacion: este formato debera ser completado por el Tutor Externo al finalizar
la etapa Il.
Nombre del egresado: Maria Roxana Lara Zelaya Grupo N°. 40-22
Nombre Tutor Externo: Licda. Cindy Rebeca Martinez Linares | Fecha de 28 de febrero
evaluacion: 2023

Instrucciones: Asigne la nota que corresponda a cada criterio de evaluacién. Tomando en

consideracion lo siguiente: Siempre (10-8), Casi siempre (7-6)

o Nunca (5-0).

Area
desempeno

del

Criterio a evaluar

Nota

Observacion

CALIDAD
TRABAJO

DE

Ponderacion: 0.25

1.

Refleja uso apropiado de
conocimientos y
habilidades en las
practicas realizadas.

Refleja uso apropiado de
los recursos humanos y
materiales de la
institucién en el
desarrollo de las
practicas.

CAPACIDAD
TRABAJO

DE

Ponderacion: 0.25

Aplica en la practica los
conocimientos adquiridos
de manera efectiva en
relacién con los
objetivos.

Cumple con las
actividades programadas
y las obligaciones
asignadas en las fechas
previstas.

Acata las instrucciones
que le son impartidas.




ORGANIZACION
DEL TRABAJO
Ponderacién: 0.20

Demuestra habilidad
para sistematizar y
organizar las tareas
asignadas.

Demuestra facilidad para
seleccionar los
procedimientos mas
apropiados en su
desarrollo.

CUALIDADES
PERSONALES
Ponderacion: 0.15

Demuestra iniciativa,
interés y responsabilidad
con la institucion.

Demuestra seguridad en
si mismo

10.

Posee capacidad de
relacionarse
apropiadamente con
otros dentro de la
institucion.

11

Posee un aspecto
personal y vestimenta
acordes con la actividad
que desempenia.

10

RESPONSABILIDAD
Ponderacion: 0.15

12.

Cumple con puntualidad
y asistencia en el horario
establegcido.

10

13.

Mantiene un
comportamiento
adecuado a las normas
generales de la
institucion.

Indicacién: La nota promedio obtenida en
desempefio  debera | Nota
la

correspondiente y luego sumar.

cada area del
multiplicarse con

ponderacion | Total

7.7

\7 s.g gppo®
Licda. Cindy Rebeca Martinez Linares- -~

74



F-5 PPS

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR =N

A
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA (S \ﬁg\ )
PRACTICA PROFESIONAL SUPERVISADA N

RESULTADO EVALUACION ETAPA Il.
EJECUCION DE PRACTICAS PROFESIONALES SUPERVISADAS.

Indicacion: este formato debera ser completado por el Tutor Externo al finalizar
la etapa Il

INFORMACION GENERAL
Nombre del Egresado: | Maria Roxana Lara Zelaya | N°Grupo [ 40-22
Nombre Tutor Externo: Licda. Cindy Rebeca Martinez Linares

EVALUACION EJECUCION DE PRACTICAS PROFESIONALES SUPERVISADAS.
ETAPA Il 10%.
-A. EVALUACION TUTOR EXTERNO

Aspecto evaluado Ponderacion Nota obtenida
1 | Nota evaluacion de bitacora. 5.0% 8.0
2 | Nota Evaluacién Global del Desempefio. 5.0% 7.7
PROMEDIO TOTAL 10.0% 8.0

/
Lic. Cindy Rebeca Martinez




CAPITULO I
PRODUCTO FINAL
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A continuacion, se presenta la descripcion de la metodologia propuesta e

implementada en formato aprobado por el

Toxicologia.

Laboratorio de Alimentos y

LABORATORIO DE ALIMENTOS Y TOXICOLOGIA

METODOLOGIA PARA AISLAMIENTO, DETECCION E
IDENTIFICACION DE Listeria monocytogenes MEDIANTE PCR

Paginax dey

Cédigo del documento: Asignado por

el laboratorio

Fecha de emision: Asignado

por el Laboratorio

Cambio N°:

Asignado por el

Laboratorio
Elaborado por: Revisado por: Autorizado por: Version N°:
Asignado por el Asignado por el Asignado por el Asignado por el
Laboratorio Laboratorio Laboratorio Laboratorio
1. Proposito:

El propésito de esta metodologia de andlisis es el aislamiento, deteccion e

identificacion de Listeria monocytogenes, permitiendo su determinacion de

Presencia o Ausencia a través de un sistema de deteccion genética en matrices

de alimentos de productos lacteos y carnicos.

2. Alcance:

Este procedimiento es aplicable a muestras de quesos madurados, procesados,

sus mezclas de producto lacteo con aceite o grasa vegetal comestible y similares;

productos carnicos cocidos, incluyendo los curados o ahumados. Ejemplos:

embutidos, formados, tocineta, paté, chuleta ahumada, costillas ahumadas,

cortes cocidos de aves de corral y caza, vacunos, porcinos, entre otros.

3. Documentos de referencia:

- Alimentos. Criterios microbiologicos para la inocuidad de Los
Alimentos RTCA 67.04.50:17
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- Manual de wusuario, equipo de deteccion genética, Listeria
monocytogenes Tq.

- Meétodo modificado, basado en AOAC performance tested method
070702

- Bacteriological Analytical Manual BAM, FDA, CP. 10,8th Edition.
Rev March 2017. Deteccibn y enumeracion de Listeria

monocytogenes en alimentos y muestras ambientales.

4. Interferencias y limitaciones:

El equipo de deteccion genética debe iniciarse dentro de los 20 minutos
posteriores a la adicion de las muestras a los tubos de amplificacion.

El elemento clave de un laboratorio de biologia molecular es la separacién de las
areas y un flujo de trabajo unidireccional, por esta razon se ejecutara el trabajo
en el orden siguiente, y asi reducir riesgos de contaminacion cruzada de material
genético.

Para la manipulacion de reactivos, se debe usar guantes estériles y habra que
cambiarlos después de haber trabajado en la cabina de flujo laminar, para evitar

contaminacion cruzada.

5. Tomay representacion de muestra
La toma de muestras es responsabilidad de los inspectores de saneamiento
ambiental y estas deben estar en contenedores limpios y sellados. Cuando sean
muestras cuyos analisis se utilizaran para registro sanitario, deben estar
contenidos en el envase tal cual sera comercializado y cumplir con el
procedimiento de manipulacion items de ensayos. Segun procedimientos

internos del laboratorio.
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6. Material y equipo

- Pipeta de separacion inmunomagnética

- Puntas para pipeta de separacion inmunomagnética
- Mezclador Vortex

- Cinta adhesiva para plato de re-suspension.

- Pozos de muestra y base de pozos de muestras

- Placa de re-suspension

- Blogue de enfriamiento de gel

- Micropipeta de 8 canales capaz de dispensar 30 pL
- Pipeta repetidora

- Puntas de pipetas repetidoras (0.5 mLy 1.0 mL)

- Stomacher o equivalente

- Incubadoras de (30 £1) °C y (60-64) °C

7. Reactivos y medios de cultivos:

- Caldo de enriquecimiento para Listeria (LEB)

- Agar Oxforfd

- Agar Palcam
Cada Kit del sistema de deteccidn genética, Listeria monocytogenes contiene lo
siguiente:

- Reactivo de concentracion de Listeria

- Buffer de re-suspension de Listeria

- Solucion de lavado

- Tubos de amplificacion.

8. Procedimiento:

Procedimiento de Método de prueba de Rendimiento AOAC 070702
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Preparacion de la muestra

a)

b)

A. Preparacion de la Muestra y Pre-Enriquecimiento en Medio Liquido No

Selectivo

Agregue 25 g de muestra a 225 mL de medio de cultivo de enriquecimiento

apropiado

Protocolo de enriquecimiento de 30 horas: incube las muestras durante 30
a 48 horas a 30°C.

Protocolo de Preparacion de Muestras.

Mezclar en vortex el reactivo de concentracion y Transferir
inmediatamente 20 uL de reactivo de concentracion de muestra a cada
uno de los pocillos vacios del bloque de preparacion de muestra (un pocillo
por muestra), utilizando una pipeta repetidora y puntas de pipeta de 0.5
mL, cubra los pocillos de muestra con cinta adhesiva.

Anadir 1.0 mL de muestra incubada en caldo de pre-enriquecimiento a
cada pocillo de muestra que contenga reactivo de concentracién de la
muestra evite transferir particulas de alimentos. Cubra los pocillos de
muestras con una nueva cinta adhesiva.

Colocar los pocillos de muestras sellados que contienen el reactivo de
concentracion de muestra y la muestra en el mezclador vortex y agite a
900 rpm durante 10 min. Si es necesario ajustar las rpm para asegurar de
que el liquido no entre en contacto con la cinta adhesiva.

Transferir 1.0 mL de solucion de lavado a pocillos adicionales en el bloque
de lavado (un pocillo por muestra) utilizando una pipeta repetidora, cubra

los pocillos con cinta adhesiva.
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Agregar 45 pL buffer de re-suspension a los pocillos de muestras en la
placa de re-suspensién usando una pipeta repetidora y una punta de 0.5
mL, cubra la placa de re-suspension preparada con cinta adhesiva. Retirar

con precaucion la cinta adhesiva.

Preparacion de la Muestra: Extraccion de Material Genético

Cargar las puntas de la pipeta de separacidon inmunomagnética
asegurando de que esté firmemente en su lugar. Extender los imanes de
la pipeta e insertar en la primera tira de pocillos de muestra. Revolver
suavemente por 30 segundos mientras se mueve continuamente hacia
arriba y hacia abajo desde la superficie hasta el fondo del pocillo. Golpear
ligeramente las puntas de la pipeta contra el lateral de los pocillos de
muestras para eliminar el exceso de medios.

Retirar la cinta adhesiva de los pocillos correspondientes a la solucion de
lavado. Transferir la pipeta de separacién inmunomagnética a la solucién
de lavado. Con las puntas sumergidas, revolver suavemente la pipeta de
separacion de lado a lado durante 5 a 10 segundos. Golpear ligeramente
la pipeta contra el costado de los pocillos de muestra para eliminar el
exceso de gotas de solucién de lavado.

Retirar la cinta adhesiva de la placa de re-suspension. Transferir la pipeta
de separacion inmunomagnética a la fila correspondiente de la placa de
re-suspension preparada. Con las puntas sumergidas retraer los imanes
de la pipeta y golpear suavemente para liberar las particulas en el buffer
de re-suspension.

Repetir los pasos de a) a c)) para todas las muestras usando puntas
nuevas para cada fila de muestras.

Cubrir la placa de re-suspension con una nueva cinta adhesiva.



82

Coloque la placa de re-suspension sellada que contiene las muestras en
una incubadora a 60 — 64°C durante 15 min—1h

Amplificacion y Deteccidn Genética.

Preparacién del Blogue de Enfriamiento.

Antes del uso inicial, el bloque de enfriamiento de gel debe almacenarse
en el congelador (-25 a -15 °C) durante 6 horas. Cuando se congela, el
blogue de enfriamiento de gel cambiara de rosa a parpura. Cuando no esta
en uso, el bloque de congelamiento de gel debe de continuar almacenado
entre -25y -15°C.

Entre cada uso el bloque de enfriamiento de gel debe devolverse al
congelador hasta que se haya girado por completo a morado, lo que indica
que esta listo para usar. Esto puede tardar hasta 2 horas.

Preparacion de Tubos de Amplificacion.

La configuracién del sistema de deteccién genética y la entrada de datos
en el software del termociclador debe realizarse antes de transferir las
muestras de la placa de re-suspension a los tubos de amplificacion.
Retirar los tubos de amplificacion de la bolsa de aluminio y colocarlos en
el bloque de enfriamiento de gel congelado.

Transferir 30 L de muestra de los pocillos de la placa de re-suspension a
cada tubo de amplificacién utilizando una pipeta multicanal y puntas de
barrera con filtro. Presionar firmemente hacia abajo la tapa de cada uno
de los tubos de amplificacion para cerrar. Inspeccionar visualmente cada
tubo para asegurar que la tapa esté bien sellada.

Coloque los tubos de amplificacién en el equipo de deteccién genética en

orden secuencial, comenzando con la posicion 1.



83

Nota: El equipo de deteccidn genética debe iniciarse dentro de los 20 minutos
posteriores a la adicion de las muestras a los tubos de amplificacion.

9. Calculosy lectura de Resultados
Una vez finalizado el ensayo, el software del sistema de deteccion genética
proporcionara todos los resultados. Cada muestra se identificard como positiva,
negativa o no amplificada. Se realiza la confirmacion de los presuntos resultados

positivos mediante la via tradicional de analisis.

Tabla N°5: Informe de Resultados que proporciona el Sistema de Deteccion

Genética (10)

o Kit lot
No. | Color Result Description
number
1 Sample 1 Positive L. monocytogenes 1234567
3 Sample 3 No Amp L. monocytogenes 1234567

Positivo: Las muestras son positivas para L. monocytogenes
Negativo: Las muestras son negativas para L. monocytogenes

No Amp: No se produjo amplificacion.

10. Informe de Resultados
Se presenta el informe de resultados del ensayo de la implementacion de la
metodologia propuesta de acuerdo con los parametros verificados segun la
Politica para la Validacion y Estimacién de la Incertidumbre de Métodos

Microbiol6gicos del Organismo Salvadorefio de Acreditacion.

(Ver anexos del 2 al 5 con calculos complementarios)
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TABLA N°8. Informe de Implementacion de Metodologia para Aislamiento,
Deteccion e Identificacion de Listeria monocytogenes mediante PCR, Matriz de

Lacteo. Elaboracion propia

LABORATORIO DE ALIMENTOS Y TOXICOLOGIA
PLATAFORMA DE MICROBIOLOGIA
INFORME DE IMPLEMENTACION DE METODOLOGIA PARA AISLAMIENTO, DETECCION
E IDENTIFICACION DE Listeria monocytogenes MEDIANTE PCR

Fecha Elaborado por: Maria | Revisado por: Autorizado por:
25/01/2023 Roxana Lara
MATRIZ DE LACTEOS
Parametro Niveles del Inoculo de Prueba
de politica Muestras Criterios de .
. Conformidad
de 2 ufc/mL | 3ufc/mL | 5ufc/mL | blanco Aceptacion
validacion
En promedio
se deben
o obtener
Verificacion
) cuentas de
del tamafio | 2 ufc/mL | 2 ufc/mL | 4 ufc/mL | No aplica Conforme
menos de 10
del indculo
UFCy
ninguna de 10
UFC o mas.
Conforme
o Resultados
Verificacion N para los
. i positivos: al .
del limite de | 66.66% | 83.33% | 83.33% | No aplica niveles
_ menos el 80%
deteccion 2ufc/mLy
4ufc/mL
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TABLA N°8. Informe de Implementacion de Metodologia para Aislamiento,
Deteccion e Identificacion de Listeria monocytogenes mediante PCR, Matriz de

Lacteo. Elaboracion propia. (Continuacion)

LABORATORIO DE ALIMENTOS Y TOXICOLOGIA
PLATAFORMA DE MICROBIOLOGIA
INFORME DE IMPLEMENTACION DE METODOLOGIA PARA AISLAMIENTO, DETECCION
E IDENTIFICACION DE Listeria monocytogenes MEDIANTE PCR

Fecha Elaborado por: Maria | Revisado por: Autorizado por:
25/01/2023 Roxana Lara

MATRIZ DE LACTEOS

Parédmetro
de politica ) Muestras Criterios de .
Niveles del Inoculo de Prueba . Conformidad
de blanco Aceptacion
validacion
Resultados
positivos
verdaderos
Falsos ) 100%, falso
N 0% 0% 0% No aplica - Conforme
positivos positivo 0%.
Tamafio de
inoculo mas
de 100 UFC
Verificacion
No No No ] 0% resultados
de la ) ] ) Negativo N Conforme
aplica aplica aplica positivos
muestra

Conclusiones: En general, los resultados indican que la metodologia implementada es
conforme con los criterios de aceptacion establecidos en la Politica para la Validacién y
Estimacion de la Incertidumbre de Métodos Microbiolégicos del Organismo Salvadorefio de
Acreditacion, observandose el limite de deteccion en el nivel de prueba real de 2 ufc/mL en la

matriz de lacteo procesado (queso tipo americano)
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TABLA N°9. Informe de Implementacion De Metodologia para Aislamiento,

Deteccion e Identificacion de Listeria monocytogenes mediante PCR, Matriz de

Carnicos. Elaboracién propia

LABORATORIO DE ALIMENTOS Y TOXICOLOGIA
PLATAFORMA DE MICROBIOLOGIA

INFORME DE IMPLEMENTACION DE METODOLOGIA PARA AISLAMIENTO, DETECCION E

IDENTIFICACION DE Listeria monocytogenes MEDIANTE PCR

Fecha Elaborado por: Maria | Revisado por: Autorizado por:
25/01/2023 Roxana Lara
MATRIZ DE CARNICOS
Parametro Niveles del Inoculo de Prueba
de politica Muestras Criterios de .
. Conformidad
de 2 ufc/mL | 3ufc/mL | 5ufc/mL | blanco Aceptacion
validacion
En promedio
se deben
o obtener
Verificacion
) cuentas de
del tamafio | 2 ufc/mL | 4 ufc/mL | 6 ufc/mL | No aplica Conforme
menos de 10
del indculo
UFCy
ninguna de 10
UFC 0 més.
o Resultados
Verificacion N Conforme para
I i positivos: al .
del limite de 50.0% 33.33% | 83.33% | No aplica el nivel
_ menos el 80%
deteccion Sufc/mL
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TABLA N°9. Informe de Implementacion De Metodologia para Aislamiento,

Deteccion e Identificacion de Listeria monocytogenes mediante PCR, Matriz de

Carnicos. Elaboracién propia. (Continuacion)

LABORATORIO DE ALIMENTOS Y TOXICOLOGIA
PLATAFORMA DE MICROBIOLOGIA

INFORME DE IMPLEMENTACION DE METODOLOGIA PARA AISLAMIENTO, DETECCION E
IDENTIFICACION DE Listeria monocytogenes MEDIANTE PCR

Fecha Elaborado por: Maria | Revisado por: Autorizado por:
25/01/2023 Roxana Lara
MATRIZ DE CARNICOS
Resultados
positivos
verdaderos
Falsos ) 100%, falso
N 0% 0% 0% No aplica N Conforme
positivos positivo 0%.
Tamafio de
inoculo mas
de 100 UFC
Verificacion
No No No ) 0% resultados
de la ) ] ) Negativo o Conforme
aplica aplica aplica positivos
muestra

Carnicos (muestra de salchicha).

Conclusiones: Los resultados indican que la metodologia implementada es conforme con los
criterios de aceptacién establecidos en la Politica para la Validacién y Estimacién de la
Incertidumbre de Métodos Microbioldgicos del Organismo Salvadorefio de Acreditacion

observandose el limite de deteccién en el nivel de prueba real de 6 ufc/mL en la matriz de
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CONCLUSIONES
Respecto a las Practicas Profesionales supervisadas:

1. La modalidad de graduacion de Practicas Profesionales Supervisadas es
una oportunidad para los egresados de adentrarse a ambientes de trabajo,
donde es posible aplicar de manera directa el aprendizaje adquirido
durante los afios de estudio en la carrera y adquirir nuevos conocimientos
basados en la experiencia, entendiendo de primera mano los reto a los

gue se enfrenta el profesional Quimico Farmacéutico.

2. Durante el ejercicio del programa de Précticas Profesionales Supervisadas
fue posible conocer directamente nuevas areas como lo es la biologia
molecular, especificamente la metodologia de deteccidn genética por PCR
gracias al desarrollo de esta investigacion, generando aptitudes que

permiten ampliar el futuro desempefio profesional.

Respecto a la investigacion:

3. Se elaboré un documento que describe el procedimiento analitico que
permite el aislamiento, deteccion e identificacibn de Listeria
monocytogenes mediante PCR aplicable a matrices de alimentos de

lacteos procesados y carnicos curados.

4. En la verificacion del limite de deteccion se ha logra obtener una
recuperacion del 83.33% de resultados positivos de un inoculo de 2 ufc/mL
y 6 ufc/mL de Listeria monocytogenes en la matriz de lacteos procesados

y carnicos curados respectivamente.
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5. En sintesis, el desarrollo e implementacién de la metodologia propuesta 'y
con base a los resultados de la verificacion de los parametros evaluados
se puede afirmar que la metodologia es aplicable y funcional, ya que
cumple con los criterios de aceptacion de la Politica de Validacion y
Estimacion de Incertidumbre del Organismo Salvadorefio de Acreditacion

con la cual fue comparada.



CAPITULO V

RECOMENDACIONES
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RECOMENDACIONES
Respecto a las Préacticas Profesionales Supervisadas:

1. A la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador
continuar en la busqueda de convenios con instituciones afines a la carrera
con el fin de promover espacios donde los egresados puedan realizar su
trabajo de grado, asi como desarrollar y adquirir nuevos conocimientos.

2. Delimitar los tiempos considerados para la evaluacion de cada etapa del
proceso con el fin de que la modalidad de Practicas Profesionales
Supervisadas se realice en rangos de tiempo para los que ha sido

disefiada.
Respecto a la investigacion:

3. El Laboratorio de Alimentos y Toxicologia puede evaluar con base a esta
investigacion, realizar un ensayo de la metodologia con mayor nimero de
repeticiones para definir el limite de deteccion para las matrices de lacteos
procesados y carnicos curados, con el fin de tener datos de mayor

robustez que respalden la implementacion de esta metodologia.
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ANEXO N° 1 Esquema de preparacion del inoculo de Listeria monocytogenes

(microorganismo diana) y Escherichia coli (Microorganismo no diana).

Elaboracién propia

Suspension

estandarizada de L.

monocytogenes

aproximadamente 0.1mL 0.1mL 1.0mL
0.080.1 de

: 98.0 mL Solucion Salina
absorbancia /_\ {_\ m
McFarland

"_’? 3.0mL
100 100 | 0| 10 3 UFC/ml

97.0 mL Solucién Salina

2 UFC/mL
20mL

0
)

0

\ J \J

10 mL Solucién 99mLSolucién  9.9mLSolucion 99 mL Solucién >0ml
Salina Salina Salina Salina
5 UFC/ mL

95.0 mL Solucion Salina

Suspension

estandarizada de E.

coli

aproximadamente 0.1mL 0.1mlL
0.08-0.1 McFarland

— — P
=) = =
¥ 10° 300 UFC/ mL
LU LU —
\oJ s v, 97.0 mL Solucién Salina
10 mL Solucidn 9.9 mL Solucién 9.9 mL Solucion

Salina Salina Salina



ANEXO N°2. Verificaciébn de tamafio de indculos, resultados de ensayo para
matriz de lacteos. Elaboracion propia

Resultados del recuento para la estimacion de tamafio del in6culo

microorganismo no diana Escherichia coli.

COMPROBACION DE TAMANO DEL INOCULO Escherichia coli
Repeticiones Recuento en
APC Promedio (indculo real en la muestra)
(UFC/mL)
1 282
2 284 x=x1+x2+---+xn
3 286 - "
4 287 1,686
5 284 X="%6 "
6 263 x = 281 ufc/mL
Total 1,686

Resultados de recuento para la estimacibn de tamafio del in6culo de

microorganismo diana Listeria monocytogenes

COMPROBACION DEL TAMANO DEL INOCULO Listeria monocytogenes
suspensiéon madre (100 UFC/mL)

Recuento en
Repeticiones APC Promedio del recuento
(UFC/mL)
1 71 _x1+x2+"'+xn
2 83 x= n
3 97
4 96 496
=76
5 72
x = 8233 ufc/mL
6 75 - fel
Total 494




Célculo para la verificacion del tamafio del inoculo en los niveles de prueba.

VERIFICACION DEL TAMANO DEL INOCULO EN LOS NIVELES DE PRUEBA

Inéculo real en la muestra es igual

) » Factor de a
Inoculo teorico . ., (promedio del recuento de la suspension madre)(Inéculo tedrico)
dilucién —
factor de diluciéon
2 ufc/mL 100 Inoculo real = % =1.65 = 2 ufc/mL
Inoculo real = W = 2.47 =2 ufc/mL
3 ufc/mL 100
Inoculo real = W =4.11 = 4 ufc/mL
5 ufc/mL 100




ANEXO N°3. Verificacidbn de tamafio de inéculos, resultados de ensayo para
matriz de carnicos. Elaboracién propia

Resultados del recuento para la estimacion de tamafio del indculo de

microorganismo no diana Escherichia coli.

COMPROBACION DE TAMANO DEL INOCULO Escherichia coli
Repeticiones Recuento en
APC Promedio (in6culo real en la muestra)
(UFC/mL)
1 280
2 252 x=x1+x2+---+xn
3 254 - n
4 269 1,591
5 277 r=—"F¢—
6 259 x = 265.16ufc/mL =265 ufc/ml
Total 1,591

Resultados de recuento para la estimacion de tamafio del inéculo de

microorganismo diana Listeria monocytogenes

COMPROBACION DEL TAMANO DEL INOCULO Listeria monocytogenes
suspension madre (100 UFC/mL)

Recuento en
Repeticiones APC Promedio del recuento
(UFC/mL)
1 123 X+t xy
2 121 = n
3 123
4 120 =21
5 119 °
5 o5 x =121.83 ufc/mL =122 ufc/mL
Total 731




Célculo para la verificacion del tamafio del inoculo en los niveles de prueba.

VERIFICACION DEL TAMANO DEL INOCULO EN LOS NIVELES DE PRUEBA
Inéculo real en la muestra es igual
) » Factor de a
Inoculo teorico diluci6 (promedio del recuento de la suspension madre)(Inéculo tedrico)
liucion factor de diluciéon

2 ufc/mL 100 Inoculo real = % =2.44 =2 ufc/mL
Inoculo real = Q22)@ ufe/ml) - 3.66 =4 ufc/mL

3 ufe/mL 100 100
Inoculo real = Q2BE ure/ml) 6.1 = 6 ufc/mL

5 ufc/mL 100 100




ANEXO N°4. Resumen de resultados de implementacion de metodologia para
aislamiento, deteccion e identificacion de listeria monocytogenes mediante PCR.

Matriz de lacteos. Elaboracién propia

HOJA DE COTEJO DE DATOS CRUDOS PARA DESARROLLO E IMPLEMENTACION DE
METODOLOGIA PARA AISLAMIENTO, DETECCION E IDENTIFICACION DE Listeria
monocytogenes MEDIANTE PCR

Lectura de
) Pruebas de
Muestra Peso (g) Resultados siembra en Movilidad Identificacion
PCR Agares Oxford o
y Palcam API Listeria ID
Muestras blanco
BL-1 25.24 Negativo SC No aplica No aplica
BL-2 25.32 Negativo SC No aplica No aplica
Inoculo tedrico de 2 UFC/mL
2A-L 25.26 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
2B-L 25.01 Negativo SC No aplica No aplica
2C-L 25.23 Negativo SC No aplica No aplica
2D-L 25.44 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
2E-L 25.19 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
2F-L 25.15 Negativo SC No aplica No aplica
Inoculo tedrico de 3 UFC/mL
3A-L 25.21 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
3B-L 25.05 Negativo SC No aplica No aplica
3C-L 25.29 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
3D-L 25.27 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
3E-L 25.35 Positivo SC CcC L. m. 98.5% ID
3F-L 25.22 Positivo cC cC L. m. 98.5% ID
Inoculo teérico de 5 UFC/mL
5A-L 25.08 Negativo CNC No aplica No aplica
5B-L 25.04 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
5C-L 25.35 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID




Resumen de resultados de implementacion de metodologia para aislamiento,
detecciodn e identificacion de listeria monocytogenes mediante PCR. Matriz de
lacteos. Elaboracion propia. (Continuacion)

HOJA DE COTEJO DE DATOS CRUDOS PARA DESARROLLO E IMPLEMENTACION DE
METODOLOGIA PARA AISLAMIENTO, DETECCION E IDENTIFICACION DE Listeria
monocytogenes MEDIANTE PCR

Lectura de
] Pruebas de
Resultados siembra en - L
Muestra Peso (g) Movilidad Identificacion
PCR Agares Oxford o
API Listeria ID
y Palcam
Inoculo tedrico de 5 UFC/mL
5D-L 25.50 Positivo CC CC L. m. 98.5% ID
5E-L 25.36 Positivo CC CC L. m. 98.5% ID
5F-L 25.17 Positivo CC CC L. m. 98.5% ID
Controles
L No .
C. positivo ] Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
aplica
. No . . .
C. negativo . Negativo SC No aplica No aplica
aplica

OBSERVACIONES: Se realiz6 la muestra blanco por duplicado ya que habia sido

previamente analizada.

CC: crecimiento caracteristico

SC: sin crecimiento

CNC: crecimiento no caracteristico.




ANEXO N°5. Resumen de resultados de implementacion de metodologia para
aislamiento, deteccion e identificacion de Listeria monocytogenes mediante PCR.

Matriz de carnicos. Elaboracién propia

HOJA DE COTEJO DE DATOS CRUDOS PARA DESARROLLO E IMPLEMENTACION DE
METODOLOGIA PARA AISLAMIENTO, DETECCION E IDENTIFICACION DE Listeria
monocytogenes MEDIANTE PCR
Lectura de
) Pruebas de
Muestra Peso (g) Resultados siembra en Movilidad Identificacion
PCR Agares Oxford o
y Palcam API Listeria ID
Muestras blanco
BC-1 25.46 Negativo SC No aplica No aplica
BC-2 25.06 Negativo SC No aplica No aplica
BC-3 25.27 Negativo SC No aplica No aplica
Inoculo tedrico de 2 UFC/mL
2A-C 25.42 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
2B-C 25.50 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
2C-C 25.02 Negativo SC No aplica No aplica
2D-C 25.26 Negativo SC No aplica No aplica
2E-C 25.26 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
2F-C 25.16 Negativo SC No aplica No aplica
Inoculo tedrico de 3 UFC/mL
3A-C 25.14 Negativo SC No aplica No aplica
3B-C 25.09 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
3C-C 25.42 Negativo SC No aplica No aplica
3D-C 25.14 Negativo SC No aplica No aplica
3E-C 25.18 Negativo SC No aplica No aplica
3F-C 25.17 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
Inoculo teérico de 5 UFC/mL
5A-C 25.20 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
5B-C 25.12 Negativo SC No aplica No aplica
5C-C 25.04 Positivo CC CC L. m. 98.5% ID




Resumen de resultados de implementacion de metodologia para aislamiento,

deteccidn e identificacion de Listeria monocytogenes mediante PCR. Matriz de

carnicos. Elaboracion propia. (Continuacion)

HOJA DE COTEJO DE DATOS CRUDOS PARA DESARROLLO E IMPLEMENTACION DE
METODOLOGIA PARA AISLAMIENTO, DETECCION E IDENTIFICACION DE Listeria

monocytogenes MEDIANTE PCR

Lectura de
) Pruebas de
Resultados siembra en - o
Muestra Peso (g) Movilidad Identificacion
PCR Agares Oxford o
API Listeria ID
y Palcam
Inoculo tedrico de 5 UFC/mL
5D-C 25.21 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
5E-C 25.27 Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
5F-C 25.13 Positivo CcC CC L. m. 98.5% ID
Controles
. NO e
C. positivo ] Positivo CcC CcC L. m. 98.5% ID
aplica
) No No ) )
C. negativo _ - SC No aplica No aplica
aplica amplificada

OBSERVACIONES

amplificacion

: Error (humano) de suministro del C. negativo en tubos de

CC: crecimiento caracteristico

SC: sin crecimiento

CNC: crecimiento no caracteristico.



ANEXO N° 6. Reporte de estandarizacion de cepa control positivo Listeria
monocytogenes y control negativo E. coli. Ensayo de lacteos

Laboratorio de Aimentcs y Toxicologa

Pitaforma de Microbiologia

Analsta - Claudia Osorio

Fecha : 01 1172022

Estandarizacon de controles posiivos y negativos y estandarzacon para prueba de Lacteos Procesados para Desarrollo de
Metodologia de Deteccion de Listera monocytogenes por GDS con pasante Roxana Lara

Sample Table /
Sample ID Type Ex Conc WL625.0 Comments

1 Saimoneliat Unknown e 0.1581
2 Salmonela2 Unknown 01271
3 Salmonelia3 Unknown 01103
N Salmoneliad Unknown 0.0935
5 Salmonelia5 Unknown ) 00936
) S aureus! Unknown o 0.1502
7 S aureus? Unknown 01152
8 S aureus3 Unknown e 0.0940
9 S aureusd Unknown hapoos 0.0942
10 | SaureusS Unknown - 0.0942
Al E. colit Unknown i 01320
12 |E coli2 Unknown 0.0998
13  |Ecold Unknown 0.1000
14 |E cold Unknown o 0.1001
15 E col® Unknown gvire 0.1000
16 L monocytogenes Unknown — 0.1288
17 | L monocytogenes2 Unknown " 0.1087
18 | L monocytogenes3 Unknown occng 01023
19 [L monocytogenesd Unknown we 01026
2 | L monocitogenesS Unknown 01026
21 |P seruginosat Unknown s 01330
2 P. aeruginosal Unknown it 0.1057
23 |P aenugnosad Unknown we 01036
24 | P. aeruginosad Unknown kvag 0.1028
5 P. aeruginosad Unknown hicrig 01004
%




ANEXO N°7 Reporte de estandarizacion de cepa control positivo Listeria

monocytogenes y control negativo E. coli. Ensayo de carnicos

LABORATORIO DEALIMENTOS Y TOXICOLOGIA

Plataforma de

Microbiologia

Analista: Lic. Claudia Osorio
Fecha: 17/01/2023

Lotes

Sin Salina 0.85% L-100123

TSAL-050123

Estandarizacion de controles e inoculos de prueba metodo L monocytogenes encarnicos por GDS

Sample Table
Sample 1D Type Ex Cone WL625.0 Comments
‘) Escherichia coll 1 Unknown i 0.2729
2 Escherichis coli 2 Unknown g 0,1609
! : 3 Escherichia coli 3 Unknown At 0.1089 e
T4 Escherichia coli 4 Unknown s 0,0850 e
§ Escherichia coli 5 Unknown T 0,0851
8 St. aureus 1 Unknown s 0.1324 i
|7 St. aureus 2 Unknown i 0.1014
E St. aureus 3 Unknown ikl 0.1015
9 ISt aureus4 Unknown e 01016 i
10 St. aureus 3 Unknown Ak 0.1018 IS
1 Salmonella typhi 1 Unknown e 0.2028
12 Salmonelia typhi 2 Unknown i 0.1223
18 Salmonelia typhi 3 Unknown i 0.1038
14 Salmonella typhi 4 Unknown ok 0.1038
15 Salmonella typhi 5 Unknown e 0.1039
16 L monocytogenes 1 Unknown i 0.1047
17 L monocytogenes 2 Unknown e 0.1046
78 L. monocytogenes 3 Unknown T 0.1046
19 L monocytogenss 4 Unknown ki 0.1046
20 L. monocytogenes 5 Unknown ey 0.1046
21 Cronobacter m 1 Unknown ) 0.1150
22 Cronobacter m 2 Unknown gk 0.0866
! 23 Cronobacter m 3 Unknown SR 0.0863
24 Cronobacter m 4 Unknown e 0.0862
25 Cronobacter m 5 Unknown e 0.0862
26 P aeruginosa 1 Unknown i 0.1196
27 P aeruginosa 2 Unknown oy 0.0828
28 P aeruginose 3 Unknown pk 0.0829
29 | Paeruginosa 4 Unknown i 0.0830
30 P aeruginosa 5 Unknown b 0.0831
Ky




ANEXO N° 8. Reporte de resultados del equipo de deteccion genética, Lacteos
1/2

Run Information

Run Name [BioControl Assay 36 Wels 2022-11-03 LISTERA-LACTEOS

Run Stat |3/11/2022 11:15:18

Run Finsh _ |a11/2022 124404 )

'Opecator Claudia Osorio/ Roxana Lara ey

'Notes —=¥a T Prueba de d¢samolio metodologia para Listeria moa(;‘;\}too;m'm on matriz Locteos po
tecnica PCR. AP

Run On Software  |Rolor-Gene Q Sofware 2 3,103

er3Ion
Run Signature The Run Signature s valid _
Machine Serial No. _|0412519 B

Assay: Listerla monocytogenes

Listeria monocytogenes Internal Control
L . x . -’"--‘; Sacccmn -I-;’ - S —
Listeria monocytogenes

(Continued on nexd page)



Reporte de resultados del equipo de deteccion genética, lacteos 2/2

Biouontrol Assay S0 WelS ZUZ4-11-U3 LIS LEKIA-LAU LEUD.IEX rage £ 01 4

L]

B BL ‘ Negative |- Listeria monocytogenes 123120-03
B2 Negative |- Listeria monocytogenes 12312003
A Positive |+ [10.35 |Listeria monocytogene
’ 284 Negative |- Listeria monocytogenes 12312003
204 Negative |- Listeria monocytogenes 123120:03
20-L Posttive |+ |7.10  JListeria monocytogene
el Positive 845  |Listeria monocytogenes
2L Negative |- Listeria monocylogenes 12312002
3A- Posltive |+ 845  |Listeria monocytogenes 31200 ¢
3BL Nelgative . Listeria monocytogenes 128120-03
304 Positive [+ |8.09  |Listeria monocytogen
3D-L Positive |+ 19.23  |Listeria monocytogenes
3EL Postive |+ |7.74 |Listeria monocytogenes 12312003
Posttive |+ |7.67 |Listeria monocytogenes
Negative |- Listeria monacytogenes 12312008
Positive [+ |8.61  |Listeria monogytogenes
Positive |+ |8 Listeria monocylogenes
1
80-L Postive [+ ]6.10  |Listeria monocytogenes 12312003
SE-L Postive |+ 999 |Listeria monocylogenes
Positive |+ [10.06 |Listeria monocytogenes 1231200
CONTROL NEGATIVO Negative « |- Listeria monocytogenes 123120-03
CONTROL POSITIVO Positive |+ |10.79 [Listeria monocytogenes




ANEXO N°9 Reporte de resultados del equipo de deteccion genética, carnicos
1/2

Run Information

Run Name BioControl Assay 38 Wells 2023-01-19 PBA CARNICOS LM

Run Start 1/2023 10:54.:45

Run Finish 11/2023 12:25:21

Operator Lic Claudia Osorio/ pasante Roxana Lara

Notes Prueba de desarrolio metodologia para Listeria monocytogenes en matriz camicos por
tecnica de PCR |

Run On Software Rotor-Gene Q Software 2.3.103 "

Version

Run Signature The Run Signature is valid. {

Machine Serial No.  [0412519 |

Assay: Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes Internal Control

" L

e " i

]

éh! ég.g ’f |
| |
i i [}

w "W ‘mw;_ - 5g

- .‘lav/‘-
(1] i
: | N ' s " " B

Listeria monocytogenes

(Continued on next page)...



Reporte de resultados del equipo de deteccion genética, carnicos 2/2

Biotontrol Assay 36 Wells 2U23-U1-19 PBA CAKNIUUD LM.TeX

5

123120-03

S B BC-2 Negative |- Listeria monocytogenes 123120-03
3 . BC-3 Negative |- Listeria monocyti‘rgenes 123120—93
4 . 2A-C Positive + |10.46 [Listeria monocytogenes 123120-03
5 2B-C Positive +19.11  [Listeria monocytogenes 123120-03
6 . 2C-2 Negative |- Listeria monocytogenes 123120-03
7 . 2D-C Negative |- Listeria monocytogenes 123120-03
8 2E-C Positive + 18.31  |Listeria monocytogenes 123120-03
9 . 2F-C Negative Listeria monocytogenes 123120-03
10 . 3A-C Negaﬁve - Listeria monocytogenes 123120-03
11 . 38-C Positive [+ {9.08 |Listeria monocytogenes 123120-03
12 l 3C-C Negative |- Listeria monocytogeneé 123120-03
13 |& 30-C Negative Listeria monocytogenes 123120-03
14 l 3E-C : Negative |- Listeria monocytogenes 123120-03
15 ! 3F-C Positive + 1791  |Listeria monocytogenes 123120-03
16 - 5A-C Positive + |7.77  |Listeria monocytogenes 123120-03
17 . 58-C Negative Listeria monocytogenes 123120-03
18 . 5C-C Positive [+ |8.21 |Listeria monocytogenes 23120-03
19 ‘ 5D-C Positive +|7982 |Listeria monocytogenes 123120-03
20 . 5E-C Positive |+ |21.68 [Listeria monocytogenes 123120-03
21 . 5F-C Positive |+ |8.39 [Listeria monocytogenes 123120-03
22 . CONTROL NEGATICb No Amp |- Listeria monocytogenes 123120-03
23 l CONTROL POSITIVO Positive + 110.01 |Listeria monocytogenes 123120-03




ANEXO N° 10. Reporte de resultados API Listeria, ejemplo

17/1/23, 13.:58

API LISTERIA V2.0

CLPIPICICISITT

apiweb™ - Resultado de identificacién

TECNO DIAGNOSTICA - SAN SALVADOR ’

DIM ESC o«MAN | DARL XYL RHA | MDG RIB G1P | TAG | BHEM

REFERENCIA
2E-L

COMENTARIO
AISLADO DE COLONIAS VERDES CON CENTRO HUNDIDO Y HALO NEGRO EN AGAR OXFORD Y PALCAM

BUENA IDENTFICACION = - @ S8l -5 FOBeE S - - g o

APIWEB™

FECHA
11/11/2022

Galeria API LISTERIAV2.0

Perfil 6510

Nota PATOGENO CRITICO
I Taxon significativo I % ID [ F I Pruebas en contra |
| Listeria monocytogenes I 98.5 [ 1.0 | ] ] [ J
I Taxén siguiente | % ID | T | Pruebas en contra I
| Listeria innocua | 13 | o058 [DiM 99% | | | |

g3
API®LISTERIA

12131

REF.:

Q- L

| 2,022,/ 4.4,/ £.7,| BIOMERIEU;

Origine / Source / Herkunft /
Origen / Origem / FpoéAevon

Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie :

Muegha de Lactecs, G

c_\,f—ganvuc < wLe

a
-w\mw-clj-\z:f}:’ufS en PCP

SEY0EEREEE

w ESC aMAN| DARL XYL RHA MDG RIB GIP
L e e e R
N, &) A

| Autres tests / Other tests / Andere Tests /
| Otras pruebas / Altri test / Outros testes /
AAAeG e€eTdOEiIGdra tester /
Andre tests / Inne testy :

\dent./ TauTtomoinan

https://apiweb.biomerieux.com/print

(alalasa posils va. —

- % Listein moopegiogons

n



Anexo N°11. llustracion de material usado en la metodologia para aislamiento,
deteccion e identificacidén de listeria monocytogenes mediante PCR en matrices

de alimentos de productos lacteos y carnicos.

llustracién Material y funciones

Pozos de muestra y base de pozos
de muestras:
- Para la concentracién de la
muestra
- Para el buffer de lavado de

muestra

Placa de re-suspensién de la muestra

Pipeta de separacion

inmunomagnética




Mezclador Vortex para la base de de

pozos de muestra

Blogue de enfriamiento de gel, donde
se colocan los tubos de amplificacién

con la enzima polimerasa liofilizada

Carrusel del termociclador (equipo de

deteccidn genética)




ANEXO N°12 Implementacion vy verificacion de la metodologia para
aislamiento, deteccién e identificacion de listeria monocytogenes mediante

PCR en matrices de alimentos de productos lacteos y carnicos

VERIFICACION DEL
TAMANO DEL INOCULO

EXTRACCION DEL
MATERIAL GENETICO

PASES DEL CALDO DE
ENRIQUECIMINETO A
AGAR OXFORD Y
PALCAM




PURIFICACION DE LA
COLONIA EN AGAR TSA

i i
[ /"1("

’ll

/fff ?

TINCION DE GRAM

PRUEBA DE MOVILIDAD

API LISTERIA
(Pruebas bioquimica

miniaturizadas)




