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RESUMEN

Las enfermedades de transmision alimentaria (ETA’s) representan un problema en la salud publica
a escala mundial. La bacteria Salmonella sp. desencadena una enfermedad de transmision
alimentaria que toma gran relevancia debido a que el cuadro de salmonelosis desarrolla sintomas
variados desencadenando casos de mortalidad. En la industria de alimentos, se requieren que los
métodos de deteccion de microorganismos sean automatizados y répidos para abordar gran
cantidad de muestras sin afectar su fiabilidad; para ello, en el laboratorio de Microbiologia de
S.G.S se utiliza un método automatizado para la deteccion de Salmonella sp. llamada VIDAS
(Vitek Immunodiagnostic Assay System), un método de inmunoensayo enzimatico que se basa en
la especificidad y afinidad de un anticuerpo monoclonal, detectando secuencial y automdticamente
a Salmonella sp. Siguiendo el método VIDAS, se procesan diariamente lotes de muestras de harina
de pescado (y otros alimentos), obteniendo resultados en al menos diecinueve horas, ahorrando
tiempo y costo, siendo, esto una de las ventajas més resaltantes frente a otros métodos de deteccion
de Salmonella sp., ademas de la disminucion del riesgo de contaminacion, ya que la naturaleza de
la técnica no requiere de mayor manipulacion y se encuentra validado por Organizaciones

internacionales como ISO y AOAC.

Palabras claves: método VIDAS, inmunoensayo, automatizado, Salmonella sp.



ABSTRACT

Foodborne diseases (FBI) represent a global public health challenge. The bacterium Salmonella
sp. trigger a foodborne illness that takes great relevance since a case of salmonellosis develops
varied symptoms up to cases of death. In the food industry, the detection methods of
microorganisms must be automated and fast to deal with a large number of samples without
affecting their reliability; for this purpose, the S.G.S. Microbiology laboratory uses an automated
technique for the detection of Salmonella sp., called VIDAS (Vitek Immunodiagnostic Assay
System), an enzymatic immunoassay method based on monoclonal antibody's specificity and
affinity, detecting Salmonella sp. Sequentially and automatically. Following the VIDAS method,
batches of fishmeal (and other food) samples are processed daily, obtaining results in at least
nineteen hours, thus saving time and cost, being of the most imposing advantages over other
methods of Salmonella sp's detection and also reduces the risk of contamination, since the nature
of the technique does not require further handling and is validated by international organizations

such as ISO and AOAC.

Keywords: VIDAS method, immunoassay, automated, Salmonella sp.



I) INTRODUCCION

Las infecciones por la bacteria Salmonella sp., poseen especial relevancia por ser el agente
de intoxicacién alimentaria mds importante puesto que implican efectos incapacitantes y altos
costos al sistema de salud (Alfaro, 2013). Es una enfermedad de transmision alimentaria (ETA)
por alimentos y agua contaminados con microorganismos y se estima que una de cada diez
personas se enferma por ingerir alimentos contaminados con alguna clase de parésito o bacteria

(Burgos & Alberti, 2019).

La vigilancia en el control de la cadena de alimentos que se comercializan se ha convertido
en una de las respuestas més eficaces que se realiza frente a la lucha de la salmonelosis. Los
métodos de deteccion de Salmonella sp., deben tener un balance entre el costo y tiempo de la
prueba, por lo que una deteccion oportuna permite tomar decisiones que logren poner a salvo a la

poblacién en riesgo.

Viendo esta necesidad, se creé el método VIDAS (Vitek Immunodiagnostic Assay
System), que detecta secuencial y automdticamente a Salmonella, un método automatizado,
altamente especifico y rapido, puesto que se pueden obtener resultados en diecinueve horas, siendo
una de sus principales ventajas, por lo cual, en el Laboratorio de Microbiologia en temporada de

alta demanda, especialmente de harina de pescado, el tiempo es un factor determinante.

El siguiente informe tiene como finalidad dar a conocer la tecnologia que aplica este
innovador método alternativo para la deteccion de Salmonella sp, explicando el paso a paso

automatizado que realiza el equipo VIDAS destacando las ventajas imponentes del mismo.



1.1 Trayectoria del autor
Tessy Antonia Espinal Vascones, egresé de la Escuela Profesional de Biologia a los 24
afios; en el 2015 realiz6 sus practicas preprofesionales en el Centro de Fauna Silvestre “Taricaya”
en Puerto Maldonado, publicando sus resultados en el III Simposio de Primatologia en el Pert en
Puerto Maldonado, en la modalidad de presentacion oral (poster). Asimismo, también expuso otros
de sus trabajos de investigacion en el “I Macroevento de las Redes de Investigacion FCCNM —
UNFV”. Ese mismo afio llevé a cabo el curso de “Ecologia numérica y estadistica aplicada a la
biologia de la conservacion”, realizado en el Colegio Regional del Callao para complementar el
andlisis de los resultados de sus trabajos de investigacion. Finalmente culminé su preparacion de
inglés Intermedio 5 satisfactoriamente (Asociacién cultural Peruano Britdnico — BRITANICO).
En el 2016 realizé sus practicas profesionales en el drea de Bienestar Animal en el
Patronato del Parque de las Leyendas. A mediados del 2016, fue becada para realizar un viaje hacia
Amazonas, y realizar monitoreos del primate endémico de Amazonas “Mono choro de cola
amarilla” (Lagothrix flavicauda) en vida libre, ademds de realizar charlas en paralelo para colegios
donde se intentaba concientizar a la poblacién sobre la importancia de esta especie en peligro de
extincion. Los resultados preliminares de su investigacion fueron expuestos en el “III Curso
Internacional: Métodos de Investigacion y conservacion de Primates Neotropicales en la Jungla de
los Monos” en San Martin.
En el 2017 se reintegré al Patronato del Parque de las Leyendas como responsable de los
cuidados de los especimenes que se encontraban en las Zonas de Cuarentena, Internacional, Sierra,
Costa y Selva. Al mismo tiempo, se inscribi6 en la Escuela de Manejo de animales silvestres ex

situ que se realizé en su mismo centro de trabajo, culminando satisfactoriamente.



En el 2018 form¢ parte de una ONG en Loreto - “Equipo primatolégico del Peru (EPP)”
que buscaba reincentivar la investigacion de especies de primates. Ademas, realiz6 un curso sobre
Primates en la Reserva Nacional Allpahuayo Mishana en Iquitos-Perd. Al regresar a Lima, se
actualizé en conocimientos acerca de “SISTEMAS DE GESTION: Calidad, seguridad, Salud
ocupacional y Medio Ambiente (normas ISO 9001, ISO 45001, e ISO 14001)” realizado por la
UNFV, siendo aprobada y concluyéndolo satisfactoriamente.

En el 2019 postul6 a SGS del Pert, una empresa lider mundial en inspeccion, verificacion,
ensayos, y certificacion; ingresando al laboratorio de Microbiologia y poniendo en praictica los
conocimientos que adquirid en su etapa universitaria. Meses después, fue premiada por el
laboratorio y la oficina de Recursos Humanos por exceder las expectativas en su desempeiio como
colaboradora en el laboratorio.

En el 2020 realiz6é un curso de “Analisis Microbioldgico en aguas, interpretacion de
resultados de acuerdo a la normativa sanitaria y ambiental” con la finalidad de aportar los nuevos
conocimientos en el laboratorio donde laboraba. En los siguientes meses realiz6 otro curso de
Especializacion, esta vez en “Sistemas de Gestion de la Calidad e Inocuidad: Global Gap, Haccp,
Iso 9001, Iso 22000, FSSC 22000, HARPC (Ley Fsma), Iso 31000, Norma Mundial BRC V.8,
Cdédigo SQF, IFS Fraude alimentario y Defensa alimentaria y de sus programas Pre-requisitos”
realizado por la universidad Agraria de la Molina donde obtuvo triple certificacion, y concluyd
aprobando todos los médulos satisfactoriamente.

En el 2021 ya habia rotado por las diversas dreas del laboratorio de Microbiologia,
llegando asi el Area de Lectura y Reporte de ensayos de alimentos, aguas, superficies vivas e

inertes, y demds variedades de muestras, ingresando al sistema los resultados de las mismas, en



diversas oportunidades también fue encargada de turno. Tuvo la oportunidad de aprender sobre
Gestion de Calidad en el Laboratorio, lo que aport6 para superar las auditorias con éxito.

En el 2022, realizo el curso de “Criterios de Acreditacion del Laboratorio Microbiologico
acorde a la norma ISO 17025” aprobandolo con la nota méxima, ademads asisti6 al Webinar
“Verificacion y Monitoreo ambiental de Patégenos en la Produccion de Alimentos™ para aportar
conocimientos actualizados al laboratorio, y en el mes de Julio del 2022 aprobo el “Curso de

Actualizacion de Excel Profesional”.

1.2 Descripcion de la empresa

SGS del Pert, es una empresa de origen Suizo que empez6 a operar en el Peru en el afio
1986, y en la actualidad ya cuenta con 28 sedes en las provincias del pais, ademds de su expansion
en otros paises como Brasil, Argentina, Paraguay, Uruguay, Chile, Bolivia, Ecuador y Colombia,
siendo lideres mundiales en servicios de inspeccidn, verificacion, andlisis y certificaciéon de
productos y servicios, comprometidos con satisfacer las necesidades del Mercado Peruano en el
sector industrial, agricultura, medioambiente, mineria, pesca, productos de consumo, entre otros.

Sus Laboratorios y oficinas poseen certificaciones y acreditaciones tales como: ISO 9001,
ISO 14001, OHSAS 18001, NTP-ISO/IEC 17020, NTP-ISO/IEC 17025, NTP-ISO/IEC 17065 asi

como también trabaja rigiéndose bajo la normativa nacional vigente.



1.3 Organigrama de la empresa
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1.4  Areas y funciones desempeiiadas

Dos veces por semana, el analista realiza controles ambientales exponiendo los medios
Agar Cuenta Colonias (PCA) y Agar de Mohos y Levaduras en las siguientes dreas: harina de
pescado, sala de camara de flujo laminar, sala de incubadoras (lectura de resultados de ensayos
microbiolégicos diversos y harina de pescado), sala de bafio de agua y salas estériles de trabajo
(sala de pasajes y sala de andlisis) y sala de Microscopia durante 15 minutos. Luego son tapadas e
incubadas a la temperatura correspondiente, PCA a 35°C + 1°C por 48 h y OGY de 22°C a 25°C
por 5 dias. Al leer las placas control, no deberian de sobrepasar el conteo de mas de 15 UFC por
placa, y si los sobrepasan, se evalian los resultados obtenidos en los controles que se usaron para
el andlisis de los ensayos realizados en el dia y si se encontrasen contaminados se procede a re-

analizar las muestras.

Se debia realizar la limpieza del ambiente usando alcohol al 70% para desinfectar, sobre

todo las mesas de analisis.

La Medicién de la temperatura y humedad relativa: se realizaba con un termo higrémetro
calibrado; registrando diariamente los resultados de la humedad relativa (rango referencial: 45 -
70 %) y temperatura (rango referencial: 20°C a 25°C) en los ambientes de trabajo y anotarlos en
el formato de Control de Ambiente. Los ambientes controlados eran la Sala de Pasajes, Sala de
andlisis, Sala de Harina de Pescado, Cabina de Flujo Laminar, Sala de preparacion de medios de

cultivo, sala de bafios, sala de incubadoras y reporte (diversos y harina de pescado) y Microscopia.

1.4.1 Area de Harina de Pescado
e Pesado: En esta drea se realizaba el pesado de las muestras de interés, el peso dependia del

andlisis y protocolo requerido por el cliente.
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e Anilisis: En el drea de andlisis se vertia caldo de enriquecimiento en las muestras de interés,
el tipo de caldo vertido era de acuerdo a lo que indica el protocolo de anélisis de deteccion
(ISO, APHA, ICMSF, FDA) en los microorganismos. En el drea de Harina de Pescado se
realizaba la enumeracién de Enterobacterias, numeracion de Aerobios mesoéfilos,
numeracion de Mohos y Levaduras, utilizando métodos rdpidos. Usualmente se detectaban

microorganismos como Salmonella sp., Vibrio cholerae, Shigella spp.

Existen factores que tienen la posibilidad de perturbar los resultados de los ensayos
microbioldgicos y por tanto la fiabilidad de los mismos; por lo tanto, se considera tomarlos como
controles durante el andlisis de las muestras. Dichos factores son los siguientes: el control de
ambiente durante el andlisis, el control de esterilidad de diluyentes y del medio de cultivo (blanco,
sin siembra de microorganismos), control del material de vidrio, control de blenders, controles
positivos (con inoculacién de cepas) por cada ensayo microbioldgico realizado. Si por alguna

razon no se realizan algunos de los controles mencionados, se repiten los ensayos microbioldgicos.

1.4.2 Area de Pasajes de muestras:
En esta drea realizaba las pruebas de confirmacién o bioquimicas de los microorganismos
analizados que resultaban presuntivos, ademds de los pasajes complementarios a los andlisis
(estriar en agares, realizar pruebas Elisa, inocular las muestras en caldos de enriquecimiento, y

otros), para confirmar la presencia o ausencia de los microorganismos.
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1.4.3 Area de Andlisis de alimentos diversos

En esta drea realizaba el pesado y andlisis de las muestras de comidas, carnes, alimentos
congelados, segun requerimientos del cliente en las 6rdenes de ensayo, numeraciones de
microorganismos o detecciones; las enumeraciones mds frecuentes requeridas diariamente en las
ordenes de ensayo eran de Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringues,
Bacillus cereus, coliformes totales y fecales, enterobacterias, enterococos, mohos, levaduras,
aerobios mesofilos, etc asi como las detecciones de Samonella sp., Vibrio cholerae, Shiguela spp,
Staphylococcus aureus, E. coli, y otros, que son los andlisis mds comunes. Al finalizar cada
andlisis, efectuaba los controles positivos (inoculando cepa) y negativos para cada ensayo
microbiol6gico como menciono anteriormente.

Realizaba, ademas, andlisis de aguas: potable, aguas superficiales, aguas residuales, y sus
pruebas de confirmacion si es que habria hallazgo de algiin microorganismo. También analizaba
muestras de superficies vivas e inertes, en ocasiones, los clientes enviaban la muestra para que
en el laboratorio realicemos el muestreo de la misma.

Por dltimo, realizaba microscopia a muestras de harinas de pescado con el fin de detectar

componentes de origen animal (DPA) segin sea requerimiento en la orden de ensayo.

1.4.4 Reporte de Harina de pescado y alimentos diversos

Después de concluidos los andlisis en las muestras de interés, sus resultados son reportados
al sistema CCLAS/SLIM, se debe de revisar que los esquemas a reportar tengan los controles y
datos necesarios para introducirlos correctamente al sistema, emitiendo asi el reporte de resultados

a los coordinadores del laboratorio, y ellos se encargaban de realizar el informe al cliente.
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Para los ensayos cualitativos se considera 0 como ausencia, 0.5 como presuntivo y 1 como
presencia, y para los ensayos cuantitativos se colocaba el factor de dilucidn, el conteo de niimero
de colonias por placa (seguin el esquema escogido) y cuando lo requiera las colonias seleccionadas

y confirmadas, ademds de las pruebas bioquimicas realizadas.
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II) DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA

La empresa SGS estd conformada por una gama de laboratorios, dentro de los cuales abarca
un laboratorio de Microbiologia destinado al Andlisis de alimentos (comidas, congelados, etc),
superficies (vivas, inertes), aguas (potables, superficiales, residuales, etc) y harina de pescado.
Dentro de los diversos andlisis que se realizan, el uso del equipo VIDAS para la detecciéon de
Salmonella sp. es uno de los mds resaltantes y confiables en el proceso de identificacién y
deteccioén para este microorganismo. VIDAS, fue incorporado hace algunos afos siguiendo las
instrucciones del fabricante, con el objetivo de reducir el tiempo de entrega de resultados e
incrementar la sensibilidad de deteccién para Salmonella sp. A continuacién, se detalla el
fundamento y procedimiento para la deteccion de Salmonella sp. mediante el método ELFA

(Ensayo fluorescente Ligado a Enzimas) usando la tecnologia VIDAS.

2.1 Fundamento del método Ensayo fluorescente Ligado a Enzimas (ELFA)

El método ELFA fue descubierto en el aiio 1979 con la finalidad de detectar antigenos de
rotavirus en muestras de heces proveniente de niflos que obtuvieron un resultado negativo
mediante el método ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas). Este estudio fue
realizado para obtener un mayor porcentaje de sensibilidad en muestras presuntivas de rotavirus

con una carga viral baja (Yolken & Stopa, 1979).

Actualmente este método es muy usado en el drea clinica humana, animal y alimentaria, ya
que permite detectar y cuantificar con mayor precision varios tipos de antigenos, marcadores
bioldgicos, hormonas, entre otros (Anderson et al., 2017; Dave et al., 1986; Martinez et al., 1999;

Rohonczy et al., 2014).
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El método ELFA cuenta con el mismo principio basal del método ELISA, la diferencia es
que el ELFA utiliza un sustrato fluorescente (4- metil-umbeliferil fosfato) el cual posee altos
niveles de fluorescencia y estabilidad a los procesos de autooxidacién (Dave et al., 1986). Al igual
que el método de ELISA, el ELFA posee cuatro pasos principales: recubrimiento, lavado,

deteccién y lectura final.

En principio esta técnica cuenta con una fase sélida el cual puede capturar al antigeno o al
anticuerpo de interés. El soporte sélido normalmente es de poliestireno (placa distribuida con

pocillos) de base recta con afinidad hacia las proteinas (Boguszewska et al., 2019; Yu et al., 2018).

Figura 1.
Presentacion esquemdtica de la fase solida (antigeno o anticuerpo).

https://doi.org/10.1007/s00018-019-03239-6

Y

Antigen Antibody (Ab)
(Ag) coated coated well
well

La muestra bioldgica afiadida a cada uno de los pocillos (normalmente un caldo de
crecimiento con la especie bioldgica de interés) contiene proteinas (proveniente de la bacteria o
virus) que se unen contra el Ag/Ab del soporte de poliestireno de los pocillos (Alhajj & Farhana,

2022).



Figura 2.a, b.

Presentacion esquemdtica de la union entre las moléculas (anticuerpo/antigeno).

https://doi.org/10.1007/s00018-019-03239-6
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En cada uno de los pocillos se afiade el conjugado. Este, estd constituido por un antigeno o

anticuerpo marcado con la enzima fosfatasa alcalina y como sustrato fluorescente el 4 -metil-

umbeliferil fosfato (Diaz-de-Quijano et al., 2020; Yolken & Leister, 1982). Cuando el conjugado

antigeno-anticuerpo-enzima se forma se requiere realizar un lavado a base de Solucién salina

tamponada (150 mmol/L) con Tris (TBS) — Tween (pH 7.6) + conservantes para retirar los

compuestos no unidos anteriormente. El paso de lavado se realiza una o dos veces en cada paso

del protocolo si es necesario (Shekarchi et al., 1985).
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Figura 3.
Esquema del conjugado antigeno o anticuerpo marcado con la enzima (En caso del método

ELFA se usa una enzima fluorescente). https://doi.org/10.1007/s00018-019-03239-6.

— —_—
wash wash
Antibody (Ab) Add antigen (Ag) Add enzyme (E)
coated well to be measured - conjugated
secondary
antibody

A continuacién, la enzima conjugada hidroliza el 4 -metil-umbeliferil fosfato a 4 -
metilumbeliferona, resultando en un producto fluorescente.

La concentracion de fluorescencia depende de la cantidad de la enzima fosfatasa presente
que a su vez depende de la concentracion del antigeno o anticuerpo objetivo presente en la muestra

(Razzuoli et al., 2018).

Figura 4.
Esquema de la reaccion final del método ELFA para el antigeno p24 en VIH.

https://www.biomerieux-diagnostics.com/vidasr-hiv-panel-0

Two-step indirect sandwich assay format
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2.2 Método de Inmunoensayo Enzimatico Automatizado VIDAS, (Vitek
Immunodiagnostic Assay System)

Salmonella sp. es una de las bacterias mds frecuentemente reportadas en brotes por
intoxicacion de alimentos. El tiempo que se emplea para la deteccidon de este microorganismo es
de suma importancia clinica, los métodos convencionales estdn basados en medio de cultivo de
enriquecimientos y medios selectivos (Popa & Papa, 2021). La introducciéon de métodos
inmunoldgicos y moleculares ha permitido una identificacion especifica de las especies de
Salmonella.

El VIDAS (Vitek Immunodiagnostic Assay System) se basa en la especificidad y afinidad
de un anticuerpo monoclonal, fijado a una fase estacionaria, por el antigeno somdtico (O) y
antigeno flagelar (H) de este microorganismo, detectando secuencial y automdaticamente a
Salmonella. (Acosta et al., 2013).

Gracias a una tecnologia innovadora que incluye proteinas de fago recombinantes, el
ensayo VIDAS Salmonella (SPT) permite la deteccion de Salmonella en productos alimentarios

humanos y animales y en el entorno ambiental (Biomerieux, s. f.).

2.3 Materiales
a. Insumos
® 25 g0 25 ml de muestra de alimentos
e 225 ml de Agua Peptona Tamponada (BPW)
e Bolsas Stomacher

e Suplemento para Salmonella sp.

e Alcohol 70%


https://www.zotero.org/google-docs/?s6Zf3B
https://www.zotero.org/google-docs/?iEMFzD
https://www.zotero.org/google-docs/?U9ECjo
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e Kit VIDAS
Kit VIDAS Abreviacion Contenido/Descripcion
60 Strips SPT STR Pocillos cubiertos con una

etiqueta, con papel de aluminio

sellado.

60 SPT SPRs SPR Cubierto con proteinas
especificas  para receptores de
Salmonella.

SPT Estandar S1 Receptores de  Salmonella

(1 x 6ml) purificados e inactivados +
conservante +  estabilizador de
proteinas.

El intervalo de confianza se
indica en la tarjeta MLE después de la
siguiente mencién: Estandar (S1)
Rango de valores de prueba.

SPT Positive C1 Receptores de  Salmonella

Control

purificados e inactivados +
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(I x 6ml) conservante + estabilizador de
proteinas.

El intervalo de confianza se
indica en la tarjeta MLE después de la
siguiente mencién: "Control Cl1 (+)
Rango de valores de prueba"

SPT Control C2 Solucién salina tamponada con
negativo TRIS (TBS) (150 mmol/l) - Tween pH
(I x 6ml) 7,6 + conservante.

El valor maximo aceptable
para la prueba se indica en la tarjeta
MLE después de la

siguiente mencién: "Control

C2 (-) Rango de valores de prueba".

1 Tarjeta MLE (Master Lot Entry)

Especificaciones de los datos
maestros de fdbrica necesarios para

calibrar la prueba a realizar.

b. Equipos

e Refrigeradora
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e Balanza

e Autoclave

e Incubadora

e Computadora

e Stomacher mixer
e Propipeta

e Pipetas de 10 ml

e Equipo VIDAS

e Equipo Heat and Go

2.3.1 Procedimiento

El laboratorio de microbiologia tiene un nivel de bioseguridad 2, por ende, antes de realizar
cualquier procedimiento el analista debe de estar implementado con equipo de proteccion personal
(EPP), en este caso una bata blanca o bata desechable, mascarilla, guantes, gorros desechables y

lentes de proteccion.

Antes de iniciar con el protocolo de interés, desinfectamos el drea con alcohol al 70%.
Utilizamos la balanza para pesar 25 gr de muestra y la colocamos en una bolsa estéril o stomacher.
Suplementamos la muestra con 225 ml de BPW + 1 ml de suplemento. La concentracién de PBW

y Suplemento es la siguiente:

Volumen de PBW
225 ml

Suplemento =
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Cadaronda de andlisis debe ir de la mano con los controles respectivos, un control positivo,
negativo y control del medio de cultivo. El control positivo consta de una cepa de Salmonella
ATCC (13076, 12325, 29934 o0 9842), el control negativo de Proteus hausseri y el control del

medio de cultivo de BPW+Suplemento.

Antes de incubar cada muestra debe ser homogenizada en el Stomacher por unos segundos.

Luego, incubamos las muestras por 18-24 horas a 42 + 1°C.

Después de la incubacion transferimos 500 pl del sobrenadante de las muestras, control
negativo y control del medio de cultivo hacia los pocillos de los strips VIDAS. En el caso del

control positivo solo se transfiere 125 pl por pocillo del strip.

Colocar las tiras (STR) en un bloque de calentamiento (Heat and Go) y llevar a 131°C por
5 # 1 min. Retirar las tiras y dejar enfriar de 10-15 minutos. Colocar las tiras (STR) y los SPT

SRPs en los cabezales de VIDAS.

El equipo realiza los siguientes procesos:

El SPT SRPs esta recubierto con proteinas especificas (anticuerpos) para Salmonella que
al unirse con los antigenos forman el Ac-Ag de este primer paso (Figura 5). Para asegurar esta
unidn se realiza un primer lavado. Después de la formacion del Ac-Ag el siguiente pocillo de la
tira (STR) contiene el anticuerpo marcado con la enzima fosfatasa alcalina el cual se une al
compuesto Ac-Ag (Figura 6). Se realiza el segundo lavado. Finalmente, el Gltimo pocillo contiene
la enzima 4 -metil-umbeliferil fosfato que al hacer contacto con el nuevo compuesto formado se

hidroliza formando 4 -metilumbeliferona emitiendo una fluorescencia (Figura 7).
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Figura 5.

Union anticuerpo-antigeno.https://www.biomerieux.com/

Figura 6.

Anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina. https://www.biomerieux.com/
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Figura 7.

Hidrolisis de la 4 -metil-umbeliferil fosfato a 4 -metilumbeliferona .

https://www.biomerieux.com/

Automated s
mmmmfluorescentreading |
S (450nm)

2.3.2 Interpretacion de Resultados
Una vez el protocolo para Salmonella haya finalizado, los resultados son analizados
automdticamente por la computadora anexada al equipo VIDAS. El equipo arroja dos lecturas, la
primera se realiza cuando se introducen las tiras (STRs), es decir, antes del ingreso de los SPT
SRPs y, la segunda lectura se realiza después de la incubacidon del sustrato y la enzima que estd en

el interior de los SPT SRPs.

El Valor de Fluorescencia Relativa (RFV) se calcula restando la lectura de fondo con la
lectura final. E1 RFV obtenido de cada muestra es interpretado por los instrumentos de la siguiente

manera:

RFV de la muestra
RFV del estandar

Valor de la prueba =
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Interpretacion de los puntos de corte:

Umbral del valor de Interpretacion
prueba
<0.25 Negativo
> 0.25 Positivo
° Un resultado con un valor inferior al valor umbral indica que la muestra de interés no tiene

Salmonella o posiblemente contiene una concentracion de Salmonella inferior al limite de
deteccion.

° Un resultado con un valor de prueba mayor o igual al valor umbral indica que la muestra
estd contaminada con Salmonella.

° Un resultado invalido se notifica cuando la lectura de fondo esta por encima de un punto
de corte predeterminado (lo que indica una contaminacién de bajo nivel del sustrato) o cuando no

hay un estandar disponible para el nimero de lote de las tiras (STRs) de ensayo de la muestra.
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III) APORTES MAS DESTACABLES A LA EMPRESA

El laborar en el Laboratorio de Microbiologia, me ha permitido realizar varios aportes a la

empresa. A continuacion, se describen los aportes mds resaltantes:

- Realizacion de Documentos de Referencia (DR’s) con respecto a los alcances de algunos
métodos de ensayo (APHA, AOAC, ISO, etc). Los documentos contenian informacién resumida
del procedimiento de los métodos de ensayo, en los cuales los analistas podian apoyarse al ejecutar
los ensayos de las muestras.

-La deteccion de Salmonella por medio del equipo VIDAS, en SGS S.A.C es uno de los
principales servicios que brindan resultados en tiempos reducidos, por lo cual, el manejo del
equipo requiere de criterios puntuales por parte del analista, siendo un punto crucial tomar de

decisiones en la emision de los resultados finales.

-Verificacion de hojas de seguridad de insumos y reactivos ingresados al laboratorio,
después de dicha verificacion, ingresar la informacion de cada insumo o reactivo en una plataforma
digital para llevar un mejor control y manejo de los mismos; esto, con el fin de obtener informacion

trazable en las proximas auditorias.

-Anélisis y cilculo de Veracidad en tablas de Excel para el Area de Calidad del Laboratorio,
con el fin de evaluar el desempefio de los analistas, que posteriormente, son solicitadas en

Auditorias por las Autoridades de Calidad pertinentes.
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IV)  CONCLUSIONES

-El método VIDAS para la deteccién de Salmonella sp es un servicio de alta demanda en
el Laboratorio de Microbiologia de S.G.S, puesto que ofrece al cliente la seguridad de contar con

resultados confiables en tiempo reducido.

- Los controles de calidad en las fronteras son cada vez més exigentes para la exportacion
de productos de origen animal, por lo que se necesitan de novedosas metodologias alternativas que

permitan detectar a los patdgenos de manera oportuna y rapida.

- El método VIDAS, es un inmunoensayo con proteinas recombinantes de fagos que posee
gran especificidad y sensibilidad para la deteccion de Salmonella, con resultados en menos de 24

horas, lo cual es beneficioso para los clientes que requieren resultados en el menor tiempo posible.



29

V) RECOMENDACIONES

-Antes del uso de reactivos, se debe de verificar que cuenten con nimero de lote y fecha

de vencimiento.

-Separar muestras de comidas con las de harina de pescado para que al correrlas se

minimice el riesgo de contaminacion.

-Verificar que se digite correctamente los codigos de las muestras para evitar confusion en

la lectura de resultados.

-Se podria extender el uso de este método automatizado para otras bacterias de interés.
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VII) ANEXOS

Anexo 1. Flujograma de trabajo utilizado para este estudio

Pesado de las muestras de
interes (25 gr)

l 225 ml de BPW + SUP

Incubar (42 £ 1°C)

l Después de 18 — 24 h.

Inocular 500 pl de
muestra, CN, CM y
125 pl de CP.

l

Colocar los strips
en el Heat and
Go (131°C, 5 1
min)

l Enfriar strips de 10-15 min.

Colocar los strips en el
equipo VIDAS

l De 40-60 min.

Analisis de Resultados
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