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1. INTRODUCCION

Las enfermedades diarreicas agudas son patologias de alto impacto en paises
subdesarrollados, una de sus principales causas son las Enfermedades Trasmitidas
por Alimentos (ETAS); segun informacion suministrada por la Organizacién Mundial
de la Salud, Campylobacter spp.. es uno de los principales agentes etiolégicos
causantes de enfermedades diarreicas transmitidas por alimentos a nivel mundial;
se estima que 1 de cada 10 personas al afio padecen de ésta infeccion (OMS, 2020).
Desde 1977 afio en que Campylobacter spp.. fue descubierto como agente
patolégico (Penner, 1988) se ha visto un creciente interés hacia la necesidad de
realizar pruebas alternativas y rapidas en los laboratorios para la deteccion de este

microorganismo.

Hoy en dia la mayoria de metodologias para la deteccion de Campylobacter spp..
se basa en métodos analiticos por selectividad; estos a menudo consisten en un
analisis con largo tiempo de aplicacion, fundamentando su protocolo en un
enriquecimiento  selectivo, siembra en placa, confirmacion de colonias
caracteristicas e identificacion (ISO 10727-1:2017), con un periodo de duracion
entre 5-6 dias; el cual, puede disminuir la sensibilidad del método, debido a los

exigentes requisitos de crecimiento de Campylobacter spp..

En los ultimos afios se han desarrollado varios métodos rapidos para detectar
Campylobacter spp.. en alimentos y otras matrices. El protocolo VIDAS CAM es una
técnica para la deteccion de Campylobacter spp.. basado en un inmunoensayo
fluorescente ligado a enzimas (ELFA), llevando a cabo, un analisis cualitativo de
forma automatizada, con un tiempo total de duracién de 48h incluyendo el tiempo
de enriquecimiento de la muestra. Este protocolo brinda a los laboratorios resultados
con mayor rapidez y sensibilidad, estipulando la conformidad de un alimento, en
menos de la mitad del tiempo gastado por metodologias tradicionales; garantizando

asi, la seguridad alimentaria de los productos antes de llegar a su consumidor final.



La implementacion de estos métodos analiticos alternativos puede ser considerados
dentro de los protocolos internos de un laboratorio prestador de servicios, si se
encuentran  verificados por protocolos estandarizados y aceptados
internacionalmente. La 1ISO 16140-3: 2016 establece los protocolos de verificacion
de referencia y validacion de métodos alternativos implementados en un solo
laboratorio; por ende, éste trabajo realiza una verificacion del método VIDAS CAM
para deteccion de Campylobacter spp..; comprobando la idoneidad de la
metodologia bajo las condiciones presentes dentro de un laboratorio prestador de
servicios; realizando un estudio del limite de deteccidén (LODsg) segun lo estipula el
protocolo de verificacion 1ISO 16410 y otros analisis estadisticos complementarios
como, la estimacion de la tasa de falsos positivos, tasa de falsos negativos,
porcentaje de sensibilidad del método, porcentaje de especificidad, exactitud
relativa y concordancia estadistica; con el fin, de determinar si el método alternativo
cumple con su funcionalidad dentro del laboratorio segun las especificaciones

validadas por el proveedor.



2. OBJETIVOS

2.1 General.

Verificar la idoneidad de un laboratorio de servicios para realizar el método VIDAS
CAM para la deteccibn de Campylobacter spp.. en alimentos seleccionados vy

muestras de ambientes de produccion.

2.2 Objetivos especificos.

e Estructurar el protocolo de verificacion del método VIDAS CAM para la
deteccion de Campylobacter spp.. en alimentos seleccionados y muestras de
ambientes de produccion.

e Realizar el proceso de verificacion del método VIDAS CAM para la deteccion
de Campylobacter spp.. en alimentos seleccionados y muestras de
ambientes de produccion.

e Analizar estadisticamente los datos aportados por el proceso de verificacion
del método, determinando la funcionalidad de la metodologia dentro del

laboratorio.



3. JUSTIFICACION

Existe una importante necesidad de brindar resultados fiables y oportunos a las
industrias alimentarias acerca de la calidad de sus productos de cara a la presencia
de patdgenos. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) Campylobacter
spp.. es uno de los cuatro principales patdgenos causante de enfermedades
diarreicas a nivel mundial (OMS, 2020). La inoportuna deteccion de Campylobacter
spp.. durante diferentes etapas en la cadena alimentaria, es un factor relacionado
con las ETAS, y gracias a la altas exigencias ambientales de éste microorganismo,
la deteccion se vuele mas tediosa y demorada, considerando, que debido a sus
estrictos requerimientos puede alcanzar estados de célula viable no cultivable,
impidiendo asi la recuperacion de Campylobacter spp.. en alimentos mediante
metodologias tradicionales; por esto, existe la necesidad de determinar la presencia
de Campylobacter spp.. en muestras alimentarias de forma rapida y especifica, para
lo cual se requiere verificar si el proceso de deteccion rapida alternativa VIDAS CAM
cumple su funcionalidad dentro del ambiente proporcionado en el laboratorio
prestador de servicios, comprobando su capacidad de deteccién dentro del

desemperiio validado por el proveedor.



4. MARCO REFERENCIAL

4.1 Campylobacter spp..

El nombre del género Campylobacter deriva de una palabra griega, refiriéndose a
su forma de varLLla curva. Se le atribuye a Theodore Escherich el primer informe
sobre Campylobacter spp. en 1886, quien observo y describié bacterias con forma
de espiral no cultivable (Escherich, 1886). Este género pertenece al grupo de
bacteria Gram negativas, con un tamafio de 0,5 a 0,8 um de largo y con 0,2 a 0,5
um de ancho. Posee una morfologia celular curva, en forma de S o en forma de
gaviota (V), con movimientos parecidos a un sacacorchos (Butzler, 2004).
Campylobacter spp. es una especie bacteriana que conserva caracteristicas de

crecimiento exigentes bajo condiciones in vitro.

Su presencia predomina en fuentes como: leche cruda, agua y mayormente en
pollos (Hofreuter, 2014). Su habitat es en organos reproductivos, cavidad oral y
tracto intestinal de humanos u otros animales (Madigan, Martinko, Paul, & Clark,
2009).

4.2 Propiedades fisiolégicas de Campylobacter spp.

La presencia y el crecimiento de Campylobacter spp. depende de una serie de
factores tanto intrinsecos como extrinsecos, siendo su aislamiento un trabajo
tedioso y muchas veces infructuoso. Igualmente, debido a sus altas exigencias
ambientales Campylobacter spp. es una especie que pierde su viabilidad muy

facilmente (Hofreuter, 2014).

4.2.1 Estado viable no cultivable de Campylobacter spp.

Se ha determinado la viabilidad celular bacteriana por la habilidad que posee un
microorganismo de crecer y formar colonias en medios de cultivo de forma in vitro; sin
embargo, existen un importante nimero de microorganismos que no han podido ser

cultivados. Las bacterias viables no cultivables representan aquellas bacterias que aun



desarrollan una actividad metabdlica pero no pueden generar colonias bajo un medio de
cultivo, esto debido a un estado celular adaptativo bajo condiciones ambientales poco
favorables para el microorganismo (Tamagnini & Paraje, 2015). Campylobacter spp. es un
patégeno humano que posee la capacidad de entrar en estado viable no cultivable debido
a las altas exigencias ambientales y nutricionales que requiere (microorganismos termofilos
y de naturaleza microaerdfilica) dificultando la obtencion de estos ambientes de manera in
vitro es inducindo a un estado adaptativo celular disminuyendo asi su actividad metabdlica
pero manteniendo su viabilidad bacteriana, sin la capacidad de formar colonias. Su forma
cultivable puede ser recuperada cuando las condiciones de crecimiento sean mas
favorables. Por esta razon hoy en dia las detecciones de Campylobacter spp. por métodos
de deteccion tradicionales se vuelven mes tediosas para este microorganismo (Ugarte,
2015).

4.2.2 Temperatura de crecimiento

Campylobacter spp. es una especie bacteriana termdfila, con un rango de
crecimiento entre 37°C y 42°C, no presentando un incremento celular a
temperaturas por debajo de los 30°C, pero, manteniendo su viabilidad en ciertos
entornos de humedad y refrigeracion. Bajo condiciones de temperatura optima, su
multiplicacion es lenta y tienden a sobrevivir mejor en condiciones de refrigeracion
gue a temperaturas ambientales (20-25°C) (Park, 2002). Se ha demostrado que
Campylobacter spp. bajo temperaturas de 4°C, mantiene su actividad metabdlica
durante largos periodos de tiempo, utilizando vias de respiracion anaerobia,
sobreviviendo incluso mejor que a temperaturas de 25°C; debido a la disminucién
de oxigeno libre a bajas temperaturas (Hazeleger, Wouters, Rombouts, & Abee,
1998).

Estas condiciones de crecimiento bajo variables de temperatura pueden estar
determinadas por los componentes de la membranay su fluidez lipidica, provocando
variaciones en las estructuras enzimaticas, en el transporte de iones, sustratos o

productos y/o interacciones dependientes de la temperatura en compuestos



reguladores a nivel enzimético, ribosomico o de &cidos nucleicos (Hazeleger,
Wouters, Rombouts, & Abee, 1998).

4.2.3 Naturaleza microaero6filica

Las condiciones de oxigeno juegan un papel importante en el crecimiento y
supervivencia de Campylobacter spp., la mayoria de las especies de este género
son microaerdfilicas; aunque, algunas especies pueden crecer en condiciones

aerdbicas o anaerdbicas (Ketley, 1997).

La naturaleza microaerofilica de Campylobacter spp. la vuelve un patégeno aun mas
dificil de cultivar bajo condiciones in vitro, requiriendo atmosferas bajas en oxigeno,
pero, con concentraciones altas de diéxido de carbono. Su 6ptimo crecimiento se
lleva a cabo en ambientes con concentraciones de oxigeno de 5% y de dioxido de
carbono del 10% y 85% de nitrégeno. Se ha reportado que Campylobacter spp.
implementa vias de respiracion anaerdbicas para facilitar el crecimiento en
condiciones anoxigénicas. Campylobacter spp. es un género sensible y exigente a
las condiciones ambientales; por lo cual, puede alcanzar el estado de célula viable
no cultivable (VNC), por lo que muchas veces se evita la deteccion por técnicas

cultivables por selectividad (Hofreuter, 2014).

4.3 Gastroenteritis por Campylobacter spp.

Campylobacter spp. es un género causante del 80% de las enteritis a humanos,
ésta infeccion da como resultados una enfermedad gastrointestinal aguda,
caracterizada por diarrea blanda liquida o muy sanguinolenta, fiebre, malestar,
nauseas y calambres abdominales. Las manifestaciones clinicas en algunos
pacientes pueden variar y la diarrea puede ser minina; predominando, la fiebre por
debajo de 40°C y los dolores abdominales. Su duracién es de 7-10 dias, pero

ocurren recaidas en el 25% de los casos (Madigan M. M., 2009).

La concentracion bacteriana necesaria para desencadenar una infeccion es de 800

células; una dosis infecciosa mas baja que la de Salmonella thyphimurium o



Escherichia coli, indicando la fuerte adaptacion que tiene Campylobacter spp. para

sobrevivir en ambientes acidos como la del estbmago humano (Hofreuter, 2014).

Existen complicaciones pos-infecciosas inducida por Campylobacter spp., la mas
importante es el sindrome de GulLLlain-Barré, una enfermedad desmielinizante
aguda del sistema nervioso periférico. El riesgo de desencadenar este sindrome es
de; 1 caso por cada 1000 infecciones, pero puede aumentar su indice debido a la
infeccion de ciertos serotipos de Campylobacter (Acheson & Allos, 2001) .

4.4 Epidemiologia

El género Campylobacter es reconocido a nivel mundial como el agente bacteriano
responsable de la campilobacteriosis. Las especies mas usuales causante de la
campilobacteriosis en humanos, son Campylobacter jejuni, seguida de
Campylobacter coli (Razzuoli, y otros, 2018). La Organizacion Mundial de la Salud
en el afio 2019 informd, mas de 550 mLLIones de casos de campilobacteriosis; de
los cuales, 220 mLLIones de estos casos son nifios menores de 5 afios (OMS,
2020).

Segun el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades de EE. UU, las fuentes
mas comunes atribuidas a brotes por Campylobacter spp. en los afios 2010-2017
han incidido a aves de corral, leche cruda y agua sin tratar. El 17,5% de las
infecciones por Campylobacter spp. estan ligadas a el consumo de carne de aves

de corral y sus derivados (Centers for Disease Control and Prevention [CDC], 2019).

En Colombia no existen mucha informacién acerca de las incidencias de
Campylobacter spp. en humanos; sin embargo, el Grupo de Microbiologia del
Instituto Nacional de Salud durante el periodo 2007 y 2011 hace una estimacion
acerca de la prevalencia de Campylobacter spp. en muestras de pacientes con
enfermedades diarreicas agudas, en donde se reporta una prevalencia mas alta en

el afio 2007 con un 6,8% Yy una prevalencia mas baja en el afio 2008 con un 3,3%.



Igualmente, se reporta una alta prevalencia en nifios menores durante los afos
1999-1997 en Medellin con un 5,8% (INS, 2013)

4.5 Ecologiay prevalencia en aves de corral

Las especies del género Campylobacter ocupan hébitats muy diversas;
considerandose un microorganismo ubicuo presente en el medio ambiente, aves
silvestres, roedores y animales domésticos. Esta infeccion bacteriana es transmitida
por via oral-fecal, siendo su reservorio principal el tracto intestinal de mamiferos y
aves, en donde, los animales productores de alimentos como, aves, cerdos, vacas
y ovejas, son la fuente principal de infeccién en humanos. También, las fuentes
hidricas y suelos, con frecuencias son reservorio de Campylobacter spp. debido a
los excrementos que son infiltrados a estos ecosistemas por animales portadores
de este género (Golz, Kittler, Malakauskas, & Alter, 2018).

Las aves de corral son el hospedador principal para Campylobacter spp., esto se
asume, a la correlacion entre los factores intrinsecos como la temperatura corporal,
oscilando entre 39°C y 41°C, contribuyendo asi, a la proliferacion de este
microorganismo. Igualmente, la alta tasa de fibronectina en vias digestivas,
contribuyen a la union de Campylobacter spp. al tracto gastrointestinal a través de

la proteina de union CadF (Shange, Gouws, & Hoffman, 2019).

4.6 Factores gque influyen en la colonizacion de aves de corral

La constante colonizacion del tracto gastrointestinal de Campylobacter spp. en las
aves de corral, especialmente en pollos de engorde, alin no esta completamente
dilucidado; pero, se ha conocido la existencia de multiples factores involucrados en
el proceso de colonizacion de Campylobacter spp. en la zona intestinal del pollo

(Hermans, y otros, 2011).



4.6.1 Regulacion de temperatura

La elevada temperatura corporal de los pollos, inducen a la transcripcion de
diferentes proteinas en respuesta al tracto intestinal de estos animales. Existe un
sistema de transduccién de sefiales que responde a los cambios de temperatura,
denominado RacR, Estudios ha revelado que la expresidén de proteinas asociadas
a éste regulon, se ven afectadas por los cambios de temperatura; en donde, se
presentan expresiones diferenciales en al menos 15 proteinas, las cuales son
identificadas como proteinas periplasmicas o antigenos principales implicadas en el
metabolismos o el sistema regulador de Campylobacter spp., desempefado
también un papel en la termotolerancia del microorganismo (Hermans, y otros,
2011).

4.6.2 Regulacion contra el estrés oxidativo

Campylobacter spp. posee una fisiologia microaerdfilica, por la cual debe
desencadenar un sistema de defensa contra el estrés oxidativo. El Citocromo c y
las peroxidasas (Ccp), son habitualmente responsables de la transformacion del
peroxido de hidrogeno en agua, y aunque, Campylobacter spp. posee dos loci Ccp,
sorprendentemente, estos no favorecen a la resistencia al peréxido de hidrogeno;
sin embargo, uno de sus sistemas de defensa contra el estrés oxidativo esta
mediado principalmente por la catalasa citoplasmatica KatA (Hermans, y otros,
2011).

4.6.3 Quimiotaxis y flagelos

La morfologia flagelar que posee Campylobacter spp. promueve el proceso de
guimiotaxis; incitando el desplazamiento del microorganismo hacia condiciones
ambientales y nutricionales que favorecen su mantenimiento celular. Esta migracion
se lleva a cabo mediante un mecanismo de deteccion de gradiente. Se ha
demostrado que Campylobacter spp. se siente atraido por componentes como;

glicoproteinas mucina, la bilis, L fucosa, algunos aminoacidos y sales de acidos

10



orgénicos, los cuales, son detectados por proteinas de quimiotaxis transmembranal,
aceptando el metilo y modulando positivamente el promotor flaA relacionado con la
flagelina. Otro gen relacionado con la flagelina es el gen flaB, el cual puede verse
afectado por pH, temperaturas de crecimiento y concentraciones de nutrientes
inorganicos. Es importante resaltar que la estructura flagelar que posee
Campylobacter spp. funciona como un aparato de secrecion de antigenos tipo |,
importante en la invasion celular, el cual, aumenta con la exposicion al moco del

pollo en sus vias gastrointestinales (Hermans, y otros, 2011).

4.7 Métodos de deteccion de Campylobacter spp. mediante siembre en

medios selectivos

La deteccion y aislamiento de Campylobacter spp. en carne y carcasa de pollo por
metodologia tradicional, generalmente, se basa en el protocolo estandarizado por
la ISO 10272-1:2006, en donde se realiza un enriqueciendo con caldo Preston y se
incuban por 48 h en condiciones de microaerdfilia. Después se realiza un
enriquecimiento selectivo, transfiriendo 30 pl en placas m-CCD, para posterior a 48
h de incubacion realizar la confirmacion a las colonias presuntivas (morfologia,
motilidad, oxidasa, crecimiento microaerobico a 25°C, crecimiento aerdbico a
41,5°C) e identificacion (catalasa, sensibilidad al acido nalixidico y cefalotina,
hidrolisis del hipurato). El tiempo de duracidn para este proceso varia entre 5-6 dias
(ISO 10272,2006).

4.8 Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia es un ensayo inmunohistoquimico mediante el cual se
visualizan antigenos celulares utilizando fluoréforos. Los fluoréforos, son
compuestos con la capacidad de emitir luz cuando se exponen a una determinada
longitud de onda de luz (Goding, 1996).
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4.8.1 Método de deteccion mediante inmunofluorescencia ligada a
enzimas (VIDAS)

La deteccion de Campylobacter spp. por VIDAS CAM es una prueba cualitativa, la
cual, puede determinar la presencia de antigenos de Campylobacter spp. en
muestras de alimentos basados en un inmunoensayo fluorescente ligado a enzimas
llamado ELFA (Enzyme-Linked Immuno sorbent Assay), previo a una etapa de
enriquecimiento. Este kit contiene un recipiente de fase solida (SRP) y un cartucho
con una serie de pocLLlos que contienen la cantidad exacta de reactivo necesario

para la prueba (llustracion 1) (BioMerieux).

llustracion 1 Montaje del cartucho y la fase solida para metodologias con equipo

VIDAS. Recuperado de BioMerieuxchile

SPR*

e

ey STRp

La SRP funciona como fase sélida y dispositivo de pipeteado, su interior esta
cubierto de anticuerpos anti-Campylobacter, los cuales se encuentran pegados en
la pared del SPR, permitiendo que los antigenos presentes en la muestra se unan
a los anticuerpos. El equipo realiza automaticamente todos los pasos de la prueba.

Su medio de reaccion es aspirado y expulsado del SPR® varias veces. Durante el
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proceso de deteccion, se depositan 500uL del caldo de enriquecimiento, los cuales
son dosificados en el cartucho de reactivos, donde los antigenos presentes se
uniran a los anticuerpos anti- Campylobacter spp. que recubren el interior del SPR®,
mientras, los componentes de la muestra no ligados se eliminan mediante lavado.
Durante el paso final de deteccidn, el sustrato (4-metilumbeliferil fosfato) es aspirado
y expulsado del SPR®. La enzima del conjugado cataliza la hidrélisis de este
sustrato en un producto fluorescente (4-metilumbeliferona), cuya fluorescencia se
mide a 450 nm por el escaner 6ptico del equipo VIDAS y expresado en RFV (valores
relativos de fluorescencia). Al finalizar el ensayo, el equipo analiza automaticamente
los resultados y proporciona un valor del test por cada muestra. Este valor se
compara con una serie de estandares guardados (umbrales) y cada resultado es

interpretado (positivo >0,05 y negativo <0,05) (BioMerieux).
llustracion 2 Esquema de la técnica ELFA. Recuperado de BioMerieux Chile

Aspiragédo e Aspiragéo e
Refluxo Refluxo

\ |/ ! /
=7 ) e |

-~ 1
N e i N "_.‘ A 3
Amostra Ag-Ac Conjugado Imunocomplexo
Aspiragdo e

4

Este método tiene un tiempo de enriquecimiento de 44-52h en caldo CampyFood

bajo condiciones de microaerofilia inducido por GENBOX a 42°C y un tiempo de
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deteccion de 70 min. El equipo VIDAS permite analizar 70 muestras de manera

simultanea y automatizada (BioMerieux).
4.8.2 Factores que pueden alterar la reaccidén antigeno anticuerpo

Existen factores de interferencias no especificas y factores externos que pueden
modificar la unién antigeno-anticuerpo como; el pH, la temperatura y la fuerza
iGnica. Pero también existen otros factores que pueden alterar la reaccidén antigeno
anticuerpo como; moléculas que reaccionan de forma cruzada con estructuras de
baja masa molecular (disolventes organicos), macroenzimas y moléculas que,
aungue no reaccionan, estorban en la unién como son los lipidos. Estos lipidos
también pueden generar problemas relacionados con la sefial de deteccion,
creando una dispersion luminosa producida por sus macroparticulas en suspension
(Domenech & Gascon, 2017).

4.9 Verificaciones

Un proceso de verificacion se rige en comprobar la capacidad que tiene un
laboratorio en llevar a cabo una metodologia con el mismo desempefio analitico
establecio por los fabricantes de equipos y reactivos (Benemérita, 2007). Segun el
Vocabulario Internacional de metrologia VIM, se define la verificacion como
“Aportacion de evidencia objetiva de que un elemento satisface los requisitos
especificados” (CEM, 2012).

4.10 ISO 16140-3

Segun la Organizacion Internacional de Normalizacién ISO en su normativa 16140-
3: 2016; se establece los protocolos de verificacion de referencia y validacion de
métodos alternativos implementados en un solo laboratorio. El cual brinda las bases
para ejecutar un proceso idoneo de verificacibn en métodos de deteccidn
cualitativos (1SO, 2019).
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Esta normativa plantea un disefio experimental sencLLlo, dentro del cual se
determina el limite de deteccion de la metodologia LOD50. Alli se estipula la
preparacion minima de 8 porciones de prueba por cada matriz. Se debe inocular 6
porciones de prueba a diferentes niveles de contaminacion; un nivel alto por
duplicado, un nivel intermedio por duplicado y un nivel bajo por duplicado.
Adicionalmente, una porcion de prueba que sirvan como control negativo, donde la
porcién analizada no tenga in6culo y este por duplicado. El nivel de contaminacién
debe ser determinado bajo recuento en placa, calculando la concentracion del

in6culo.

Para la seleccion de articulos (matriz de alimentos), este debe estar incluido en el
meétodo de validacion del equipo y reactivos, y preferiblemente probado en el
laboratorio. Durante el proceso de contaminacion artificial se deben utilizar cepas
provenientes de colecciones de cultivos, colecciones de laboratorio y/o materiales

de referencia con una concentracion conocida (ISO, 2019).

Para la inoculacion en los articulos de prueba, se debe conocer el limite de
deteccion de cada equipo y/o metodologia, con base a la informacién de la
validacion. En caso de no ser conocido el limite, se estimara el valor igual o inferior
a 1UFC/ porcién de prueba. (ISO, 2019).

Para estimar el resultado del LOD50, se deben cumplir ciertos requisitos: el control
negativo debe dar negativo siempre, de lo contrario se debera repetir toda la
determinacién de LOD50. El nivel alto deber dar positivo siempre, de lo contrario se
debera repetir toda la determinacion de LOD50. No se considera un resultado valido
si algun resultado del limite bajo da en su totalidad positivo, mientras que en el limite
medio dan todas negativas. Cada réplica del nivel intermedio equivale a 2 limites de

deteccion. Cada réplica del nivel bajo equivale a 1 limite de deteccion.
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4.11 Parametros estadisticos establecidos para procesos de verificacion

de métodos cualitativos.

Tabla 1 Parametros estadisticos para verificacion de métodos cualitativos.
Tomados de la USP 37

Pardmetro estadistico. Concepto

Capacidad del ensayo para detectar solo la diana
Especificidad o control negativo y a su vez su cuantificacion sin
interferencias (INS, 2015).

o N Fraccion total de positivos resultantes de los
Especificidad analitica _
recuentos presuntivos (INS, 2015).

o Fraccion del total negativos resultantes de los
Sensibilidad _
recuentos presuntivos (INS, 2015).

Se presenta cuando los resultados dan positivos

L o sin confirmacion y el método de referencia da
Desviacion positiva o falso ' o
o resultados negativos, convirtiéndose en un
positivo N
resultado falso positivo cuando se demuestra que

el resultado verdadero es negativo (INS, 2015).

Se presenta cuando los resultados dan negativos
Desviacion negativa o falso | sin confirmacion y el método de referencia da
negativo resultados positivos, y se demuestra que el

resultado verdadero es positivo (INS, 2015).

Corresponde al grado de concordancia entre
Exactitud resultados de una medicién real y un valor de
referencia (INS, 2015).

El analisis de esta concordancia se fundamenta
o en establecer la probabilidad que cada resultado
Indicé KAPPA . .
derivado sea equivalente a los resultados

generados por los diferentes profesionales o
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diferentes dias de ensayo (Pan American Health
Organization., 2002).
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5. ANTECEDENTES

Estudios realizados en el 2015 por Altun y colaboradores, acerca de la eficiencia de
la técnica mini VIDAS y técnica de cultivo para la deteccién de Campylobacter jejuni
en carne picada, registraron resultados muy prometedores y acorde a las
especificaciones del proveedor BioMerieux, registrando una sensibilidad del 100%,
siendo superior a la sensibilidad obtenida por técnicas de cultivo, la cual se
consiguieron resultados del 90,91% (Altun, Gurbuz, & Erdenlig, 2015). Ilgualmente,
estudios investigativos realizados por Razzuoli y colaboradores en el 2018, acerca
de la evaluacion y validacion de un método alternativo para detectar Campylobacter
spp. en productos lacteos, mostraron resultados de especificidad y sensibilidad del
100% en muestras lacteas contaminadas con Campylobacter jejuni, las cuales

fueron detectadas mediante la metodologia VIDAS CAM (Razzuoli, y otros, 2018)

La evaluacion de dos métodos de inmunoensayo enzimaticos automatizados en
muestras de pavo para la deteccion de Campylobacter jejuni, realizada por Borck y
colaboradores en el 2002, mostraron resultados positivos en la deteccidon obtenida
por metodologia VIDAS CAM en muestras de piel de cuello de pavo; registrando
una sensibilidad del 96%, siendo significativamente mayor al otro método

automatizado analizado (Borck, 2002).

Existe una fuerte relacion en la transmision de este patégeno durante la produccion
primaria de la cadena alimenticia, en la cual la transmisién horizontal de
Campylobacter jejuni juega un papel importante durante el proceso de sacrificio y
faenado de aves de corral. Segun la revision realizada por Nompumelelo (2019)
diversos estudios han demostrado que posterior a el proceso de eviscerado en
canales de aves de corral, la concentracion bacteriana por Campylobacter jejuni
aumenta, reportandose una deteccion positiva en un 90-85% de las canales
muestreadas; siendo éste proceso un punto critico durante la cadena alimenticia, el
cual, también induce a la contaminacién cruzada a través del personal y utensilios

en pasos posteriores (Shange, Gouws, & Hoffman, 2019).
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Hermans en el 2011 junto con su equipo de investigadores recopilaron y analizaron
los factores de colonizacion de Campylobacter jejuni en el intestino del pollo,
mencionando los factores que promueven invasion y proliferacion de este
microrganismo dentro de las condiciones inducidas al interior de las vias
gastrointestinales de esta ave de corral, describiendo su comportamiento fisiol6gico

y genético (Hermans, y otros, 2011).
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6. MARCO LEGAL

DECRETO 2270 de 2012 Por el Ministerio de Salud y Proteccién Social, el cual
se crea el Sistema Oficial de Inspeccién, Vigilancia y Control de la Carne,
productos carnicos comestibles y derivados céarnicos destinados para el
consumo humano y los requisitos sanitarios y de inocuidad que se deben cumplir
en su produccion primaria, beneficio, desposte, desprese, procesamiento,
almacenamiento, transporte, comercializacion, expendio, importacion o

exportacion (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2012).

RESOLUCION 4287 de 2007. Por el Ministerio de la Proteccion Social, el cual
se establece el reglamento técnico sobre los requisitos sanitarios y de inocuidad
de la carne y productos carnicos comestibles de las aves de corral destinadas
para el consumo humano y las disposiciones para su beneficio, desprese,
almacenamiento, transporte, comercializacion, expendio, importacion o
exportacion. Igualmente, estipula los criterios a tener en cuenta durante el
desarrollo de las diferentes inspecciones y las condiciones en las cuales se
deben encontrar las instalaciones involucradas en el proceso de producciéon de
carne y productos carnicos comestibles de las aves de corral (Ministerio de la
Proteccion Social, 2007).

RESOLUCION 242 de 2013 Por el Ministerio de Salud y Proteccion Social, el
cual se establecen los requisitos sanitarios para el funcionamiento de las plantas
de beneficio de aves de corral, desprese y almacenamiento, comercializacion,
expendio, transporte, importacion o exportacion de carne y productos carnicos
comestibles. Describiendo las condiciones fisicas y sanitarias que se deben
bridar en las instalaciones durante todo el proceso de la cadena alimentaria
antes de llegar al consumidor final. Igualmente, se mencionan los
procedimientos de saneamientos y monitoreo diario que se deben realizar al

interior del establecimiento (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2013).
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RESOLUCION 1619 de 2015 Por el Ministerio de Salud y Proteccion Social, el
cual se establece el Sistema de Gestion de la Red Nacional de Laboratorios en
los ejes estratégicos de Vigilancia en Salud Publica y de Gestion de Calidad
(Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2015).

RESOLUCION 2690 de 2015 Por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural,
y el Ministerio de Salud y Proteccion Social, el cual se establecen las directrices
para la formulacién del programa de verificacién microbiologica del Sistema
Oficial de Inspeccidn, Vigilancia y Control de la carne y productos céarnicos
comestibles, en donde se incluye a Campylobacter spp. como un patdgeno que
se debe tener en cuenta dentro del programa de verificacion microbiologica
debido al riesgo hacia el consumidor (Ministerio de Salud y Proteccién Social,
2015).

USP Farmacopea Estadounidense version 37, Capitulo 1223-1225. Validacion
de meétodos microbiologicos alternativos. Validacion de procedimientos

farmacopeicos. (United States Pharmacopeia, 2014)

ISO 17025:2017 Organizacion Internacional de Normalizacion por el cual
establece los requisitos generales para la competencia de los laboratorios de
ensayo y calibracién. 7.2 Seleccion, verificacion y validacion de métodos

(Organizacion Internacional de Normalizacién, 2017).

ISO 16140-3: 2016 Microbiologia de la cadena alimentaria - Validacion de
métodos - Parte 3: Protocolo para la verificacion de métodos de referencia y
métodos alternativos validados en un solo laboratorio. Establece los protocolos
de verificacibn de referencia y validacion de métodos alternativos

implementados en un solo laboratorio. Se constituyen las bases y pautas para
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realizar un proceso idoneo de verificacion en métodos de deteccion cualitativos

(Organizacion Internacional de Normalizacion, 2016).

ISO 10272-1:2006 Microbiologia de alimentos y piensos: método horizontal para
la deteccion y enumeracion de Campylobacter spp.. - Parte 1. Método de
deteccion. Es aplicable a productos destinados al consumo humano o para la
alimentacién de animales, y a muestras ambientales en el area de produccion y
manipulacion de alimentos, sujeto a las limitaciones sefialadas en la Introduccion

(Organizacion Internacional de Normalizacion, 2006).
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7. METODOLOGIA

7.1 Localizacion.

Laboratorio prestador de servicios para el control calidad de medicamentos,
cosmeéticos, productos naturales, alimentos y afines, ubicado en Medellin, Antioquia,
con mas de 10 afios de estar certificados en 1SO 9001 y acreditados en ISO/IEC
17025.

7.2 Disefio experimental.

Con el objetivo de verificar el desempefio del método de deteccion VIDAS CAM en
el laboratorio; se usaron insumos incluidos en la metodologia planteada por el

proveedor, e igualmente, fueron utilizadas matrices ya validadas por el proveedor,
las cuales son analizadas de forma rutinaria; esto en el &—fin de comprobar el

rendimiento establecido durante el proceso de validacion.
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llustracién 3 Flujograma del procedimiento de verificacion de la metodologia VIDAS
CAM para la deteccion de Campylobacter spp. en muestras alimentarias y
ambientes de produccion.

Seleccion de matrices (la Norma 1SO
16140-3)

Procesamiento y acondicionamiento de las muestras NTC 4491-1/4491-
2/4491-3 teniendo en cuenta el tipo de matriz.

Esterilizacion de las muestras (luz UV
por 15 minutos)

Contaminacién intencional de las
muestras (Campylobacter jejuni)

Metodologia a verificar

Resultados cualitativos

Andlisis de resultados
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7.2.1 Seleccién de matrices alimentarias.

Se seleccionaron 4 matrices, segun las validaciones realizadas por el fabricante e
igualmente, segun las muestras analizadas de forma rutinaria en el laboratorio. Las
categorias de las matrices fueron: carne de pollo de beneficio, carne de pollo lista
para el consumo, enjuague de carcasas de pollo y esponjas de canal (Frotis de

superficie).
7.2.2 Reactivacion de la cepa y determinacién de la concentracion

Se llevé a cabo la reactivaciéon de la cepa de Campylobacter jejuni ATCC 53560
desde perlas inoculadas conocidas también como Criobank, utilizando medio de
cultivo agar sangre y caldo CampyFood, incubandolos a 41,5 °C = 1°C, durante 48h

+ 2 en condiciones de microaerdfilia.

Con el crecimiento presentado en la reactivacion de la cepa, se realizd una

confirmacion del género Campylobacter mediante un cartucho de VIDAS CAM.

llustracion 4 Esquema metodoldgico de la estandarizacion del indculo

- 101 102 102

T

== 1]
-..—»\.—»ﬂ-p.

Incubaron a 41,3°C +
1°C por 48h * 2°C en

condiciones de
microaercfilia

Con la recuperacion bacteriana que se habia obtenido en el caldo CampyFood, se
realizaron tres diluciones seriadas y se sembraron en medios de cultivos agar
sangre. Estas fueron incubadas a 41,5°C = 1°C por 48h + 2 en condiciones de

microaerofilia.
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Pasado el tiempo de incubacion, se tomaron colonias tipicas de C. jejuniy se realiz6
un patrén McFarland 1 mediante el equipo DensiCHEK ®, generando un valor de la
escala de McFarland mediante la medicidn de la turbidez de la solucion salina a una
longitud de onda de 580 nm. De acuerdo con el dato obtenido pudimos obtener

concentraciones como nos indica la tabla 2.

Tabla 2 Concentraciones del McFarland a partir del DensiCHEK plus para la

estandarizacion del in6culo

Patron Concentracion Densidad Optica tedrica a
Escala McFarland | bacteriana (UFC/ml) 580 nm

0.5 1,5 x 108 0.125

1 3x108 0.25

2 6 x 108 0.50

3 9 x 108 0.75

4 12 x 108 1.00

5 15 x 108 1.25

7.2.3 Disminucion de la carga microbiana de la muestra.

Se tomo una porcién de carne de beneficio (pechuga) la cual fue sometida bajo luz
UV por 15min, con el fin de disminuir la carga microbiana presente a través de la
radiacion ultravioleta. Las otras matrices se habian confirmado no tener presencia

de Campylobacter spp. segun la trazabilidad de la muestra en sus respectivos lotes.

7.2.4 Procesamiento de las muestras.

Se pesaron las muestras, homogenizando en diluciones 1:10. Se peso 8 veces cada
matriz (2 muestras para el control negativo, 2 muestras para LOD1, 2 para el LOD5

y finalmente, 2 muestras para el LOD10) (llustracion 4).
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Para el enjuague de carcasas se vertio 400 ml de agua peptona al 2% en la cavidad
de la carcasa de pollo de beneficio, agitando la bolsa por 1min, del cual se tomaron
25 ml del enjuague y se diluyeron en 225 ml de caldo CampyFood.

Parala carne de pollo de beneficio y la carne de pollo procesada lista para consumir,

se pesaron 25 g de la muestra diluyéndose en 225 ml de caldo CampyFood.

Las esponjas de canal se homogenizaron en 90 ml de caldo CampyFood después
de haber realizado el esponjado sobre la canal.

7.2.5 Alcance del protocolo de verificacion

Para cada matriz del articulo seleccionado, se prepararon 8 porciones de prueba
del alimento, las cuales, 6 fueron inoculadas bajo diferentes niveles de
contaminacion; un nivel alto, un nivel medio y un nivel bajo, todas por duplicado.
Estos niveles se basaron en el limite de deteccion del equipo y la metodologia.
Adicionalmente, un nivel de porcion de prueba sin indculo (control negativo), el cual,
igualmente se realiz6 por duplicado. Cada nivel de contaminacion fue determinado
bajo recuento en placa por triplicado. El limite de deteccién establecido para VIDAS

CAM es de 1 UFC/porcion de muestra.

llustracion 5 Porciones de prueba para cada matriz.
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7.2.6 Inoculacién de las matrices

Luego de estandarizar el indculo utilizando el DensiCHEK, se realizd la

determinacion de los niveles de inoculacién con la siguiente ecuacion:
CixVi=C2ox V2 Vi=Cz2x Vo Cy

Para llevar a cabo la inoculacién de los diferentes niveles de contaminacion de

Campylobacter jejuni en las diferentes matrices, se realizaron diluciones seriadas.

llustracion 6 Montaje de la muestra al equipo VIDAS.

108 | 300,000,000 UFC/ml
10’ | 30,000,000 UFC/ml

10° 107 10° 10° 10* 10° 10% 10' | 10° |3,000,000 UFC/mi

f’\’\-"\/ﬁ’\"}"\ 10° | 300,000 UFC/ml
— rl rl I_I ” |_| |_| ﬂ 10* | 30,000 UFC/ml

- ~ > < 10° | 3,000 UFC/ml

10?2 | 300 UFC/ml
10! |30 UFC/ml

Para obtener una concentracién en el LOD1 en una muestra que contiene 225 ml
de diluyente + 25 g de muestra, partiendo de una concentracién de 300 UFC/mL en
el tubo 102, se agregd 840 uL del tubo 102

(LOD1) V1=C2ox V2l Cy
1 UFC*250 mL/300 UFC=0,83mL de la dilucién correspondiente a 102

Para obtener una concentracién en el LOD5 en una muestra que contiene 225 ml
de diluyente + 25 g de muestra partiendo de una concentracion de 3000 UFC/ml, se
agregd 420 uL ml del tubo 103.

(LOD5) V1=Cox Vo Cy

5 UFC*250 mL/3000 UFC= 0,42 mL de la dilucién correspondiente a 103
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Para obtener una concentracion en el LOD10 en una muestra que contiene 225 ml
de diluyente + 25 g de muestra partiendo de una concentracion de 35 UFC/mL, se
agreg6 840 uL ml del tubo 103

(LOD10) V1= C2x V2 Cy
10 UFC*250 mL/3000 UFC=0,83 mL de la dilucién correspondiente a 103

Se inocul6 el analito en cada una de las matrices seleccionadas bajo los diferentes
niveles de concentracién; LOD1 1UFC, LOD5 5 UFC, LOD10 10 UFC y se incubaron
por 48h + 2 a 41,5 °C + 1°C, en condiciones de microaerofilia. Cabe resaltar que el
control negativo no tuvo ningun tipo de inoculacién; estos se incubaron y procesaron
en condiciones controladas y apartadas de las demas muestras para evitar su

contaminacion accidental.
7.2.7 Deteccion de Campylobacter spp. por VIDAS CAM

Posteriormente al tiempo de incubacion, se realizo la metodologia de montaje de
muestras al equipo VIDAS para la deteccion de Campylobacter spp. segun el
protocolo VIDAS CAM. Se realiz6 el montaje y lectura de cada una de las 8

porciones de prueba, segun cada matriz.

llustracion 7 protocolo para el montaje de la muestra en el equipo VIDAS

3ml

. =

500 pL

5 min a 95°C
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Para cada porcion se pipetearon 3 ml de la muestra en un tubo tapa-rosca, esto se
llevé a calentamiento a 95°C por 5 min. Transcurrido este tiempo, se dejo reposar
la muestra 5 min a temperatura ambiente, para posteriormente, afiadir 500l de la
muestra al cartucho VIDAS CAM e ingresar al equipo VIDAS. Este procedimiento

se realiz6 a cada una de las 8 porciones correspondientes a cada matriz.

Primeramente, se realiz6 la deteccion del control negativo con el fin de establecer
la conformidad de los requisitos basicos en el proceso de verificacion, segun lo
estipula la ISO 16140-3. Los resultados se obtuvieron después de 75 minutos.

7.2.8 Parametros estadisticos evaluados.

Se calculé el LOD50 como parametro estadistico estipulado por el protocolo 1ISO
16140-3 para la verificacion de métodos cualitativos. También, con base a los
resultados obtenidos para la determinacion del LOD50 se realizaron otros analisis
estadisticos complementarios para aumentar la robustez en la verificacion; dentro
de los cuales se determing la sensibilidad, especificidad, exactitud relativa, tasa de

falsos positivos y negativos, concordancia Kappa y desviacion estandar.

La estimacion del LOD50 se realizo bajo los criterios estipulados por la ISO 16140-
3; en donde se dicta cierta valoracion a un resultado negativo en cada una de las
réplicas de la muestra. Para un resultado negativo en el nivel de deteccion bajo, se
otorga un equivalente a 1LLI (Identification Low Level), bajo un nivel de deteccion
medio 2 LLI y bajo un nivel alto 4 LLI. Si los resultados de las detecciones son
positivos al proceso de verificacion se establece >1 LLI. La sumatoria de estos no

deben sumar >4 LLI, de lo contrario se debe repetir el proceso de verificacion.
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8. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Julio Agosto Septiembre | Octubre Noviembre |Diciembre

Actividad 1[12[3[a]5|1]2]3]a]5|1][2]3]4[5]1][2][3]4]5]1]2][3]4]5]|1]2]3[4]5

Capacitacion de labores en

la empresa

Entrenamiento  por parte
del analista en muestras

ambientales

Acompafiamiento en el
procesamiento de las

muestras

Entrenamiento por parte
del analista en muestras
de cosméticos y

medicamentos

Acompafiamiento en el
procesamiento de las

muestras

Entrenamiento por parte
del analista en muestras

de alimentos

Acompafiamiento en el
procesamiento de las

muestras

Procesamiento de las
muestras de  manera

independiente
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Entrenamiento y
capacitacion en métodos
de deteccion rapida

Reactivacion de la cepa

Campylobacter jejuni
ATCC 53560
Estandarizacion del
indculo

Inoculacién de las
muestras

Deteccion de

Campylobacter spp. en
cada una de las matrices a
través de metodologia
VIDAS CAM

Repeticion del proceso de
verificacién para la matriz
M2

Deteccion de
Campylobacter spp. en la
matriz M2 a través de
metodologia VIDAS CAM

Andlisis de los resultados
obtenidos y realizacion del

informe
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9. RESULTADOS

9.1 Determinacion bajo recuento en placa de los niveles de contaminacién
para LOD

Los recuentos en placa obtenidos de los niveles de contaminacion fueron acordes
a los esperados. El nivel de contaminacién bajo correspondiente a 1UFC de
Campylobacter jejuni obtuvo un recuento de 1UFC/porcion de prueba. El nivel de
contaminacién medio correspondiente a 5 UFC de C. jejuni, presentd un recuento
de 6 UFC/porcion de prueba. Por dltimo, el nivel de contaminacién alto,
correspondiente a 10 UFC de C. jejuni reportd un crecimiento de 10 UFC/porcién de

prueba.

9.2 Resultados de la deteccion cualitativade Campylobacter spp. en VIDAS
CAM

Los resultados obtenidos de los controles negativos a partir de la deteccion
cualitativa de Campylobacter spp. mediante la metodologia VIDAS CAM se

muestran a continuacion en la tabla 3 (anexos 1).

Tabla 3 Resultados arrojados por el equipo VIDAS segun la metodologia CAM para
la deteccion de Campylobacter spp. en muestras de alimentos y ambientes de
produccion. Los resultados presentados son de muestras no inoculadas. M1 Carne
de pollo cocida, M2 carne de pollo de beneficio, M3 enjuague de carcasa y M4

esponjado de canal.

Muestra Test Valor del Test Interpretacion = Status
M1 Control CAM 0.02 Negativo Correcto
negativo

M1 Control CAM 0.02 Negativo Correcto
negativo
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M2 Control CAM 0,17 Positivo Correcto

negativo
M2 Control CAM 0,10 Positivo Correcto
negativo
M3 Control CAM 0,02 Negativo Correcto
negativo
M3 Control CAM 0,03 Negativo Correcto
negativo
M4 Control CAM 0,01 Negativo Correcto
negativo
M4 Control CAM 0,01 Negativo Correcto
negativo

Los resultados obtenidos de la deteccion cualitativa de Campylobacter spp.
mediante la metodologia VIDAS CAM de las matrices no inoculadas (control
negativo), arroja resultados positivos en la M2 (carne de pollo de beneficio),
mientras que los resultados de las demas matrices fueron negativos, por lo cual,
segun lo indica el protocolo de verificacion ISO 16140-3 fue necesario repetir el
proceso de verificacion para la M2, despreciando los resultados arrojados. Cabe
resaltar que el enjuague de carcasas (M3) y el esponjado de canal (M4) se llevo a
cabo con la muestra M2; reportando M3 y M4 resultados de deteccion para

Campylobacter spp. negativo, estando la M2 con presencia de Campylobacter spp.

Posteriormente, se realizaron los montajes de las muestras M1, M3 y M4 con cada

uno de sus niveles de contaminacion (ver tabla 4) (anexos 2).
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Tabla 4 Resultados obtenidos de la deteccion de Campylobacter spp. por el equipo
VIDAS mediante el test CAM en las diferentes matrices bajos distintos niveles de
contaminacion. M1 Carne de pollo cocida, M3 enjuague de carcasa 'y M4 esponjado

Muestra Test Valor del Test Interpretacion  Status

M1 LOD10 CAM 3,39 Positivo Correcto
M1 LOD10 CAM 3,64 Positivo Correcto
M3 LOD10 CAM 1,33 Positivo Correcto
M3 LOD10 CAM 1,86 Positivo Correcto
M4 LOD10 CAM 3,33 Positivo Correcto
M4 LOD10 CAM 3,17 Positivo Correcto
M1 LOD5 CAM 3,46 Positivo Correcto
M1 LOD5 CAM 3,53 Positivo Correcto
M3 LOD5 CAM 3,47 Positivo Correcto
M3 LOD5 CAM 3,72 Positivo Correcto
M4 LOD5 CAM 2,91 Positivo Correcto
M4 LOD5 CAM 2,36 Positivo Correcto
M1 LOD1 CAM 2,43 Positivo Correcto
M1 LOD1 CAM 3,06 Positivo Correcto
M3 LOD1 CAM 1.03 Positivo Correcto
M3 LOD1 CAM 3,84 Positivo Correcto
M4 LOD1 CAM 3,85 Positivo Correcto
M4 LOD1 CAM 3,06 Positivo Correcto

Los resultados obtenidos durante el proceso de deteccion de Campylobacter spp.
en las muestras M1, M3 y M4, bajo los diferentes niveles de contaminacién, son
acordes a los esperados, arrojando resultados positivos para la deteccion del

microorganismo en todos los niveles, incluyendo el nivel de contaminacién mas

35



bajo, LOD1, en donde la concentraciéon microbiana se encuentra sobre el limite de

deteccion capaz de detectar la metodologia VIDAS CAM.

Debido a los resultados positivos del control negativo en la muestra de carne de
pollo de beneficio M2, fue necesario repetir el proceso de verificacidn para esta
matriz, aumentando el tiempo exposicion a luz UV a 25 min, con el fin de disminuir
la carga microbiana presente en la muestra. Los resultados obtenidos de la
repeticion para el proceso de verificaciobn en matriz de carne de pollo de beneficio

se muestran a continuacion en la tabla 5 (anexo 3).

Tabla 5 Resultados de la repeticion del proceso de verificacion para la deteccion de
Campylobacter spp. mediante el equipo VIDAS en la matriz M2 correspondiente a
carne de pollo de beneficio.

Muestra Test Valor del Test Interpretacion = Status
M2 Control CAM 0.02 Negativo Correcto
negativo

M2 Control CAM 0.02 Negativo Correcto
negativo

M2 LOD1 CAM 1,03 Positivo Correcto
M2 LOD1 CAM 1,10 Positivo Correcto
M2 LOD5 CAM 1,10 Positivo Correcto
M2 LOD5 CAM 1,11 Positivo Correcto
M2 LOD10 CAM 1,07 Positivo Correcto
M2 LOD10 CAM 1,08 Positivo Correcto

Los resultados obtenidos de la M2 fueron validos para el proceso de verificacion,
segun lo establece la ISO 16140-3 arrojando resultados acordes a la metodologia

realizada.
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9.3 Valor del Test (VT)

El andlisis realizado por el equipo VIDAS UP mediante la técnica CAM, da como
resultado un VT. Para que una muestra se considere positiva, el valor del test debe
dar como resultado una medicion >0,05. Se consider6 importante realizar un analisis
estadistico basico para estimar el comportamiento de la muestra en la

determinacién del microorganismo mediante la metodologia (Ver tabla 6).

Tabla 6 Estadistica basica de datos aportados en el proceso de verificacion. M1
Carne de pollo cocida, M2 carne de pollo de beneficio, M3 enjuague de carcasa y

M4 esponjado.

M1 M2 M3 M4
Control negativo 0,02 0,02 0,02 0,01

0,02 0,02 0,03 0,01
LOD1 2,43 1,03 1,03 3,85

3,06 11 3,84 3,06
LOD5 3,46 11 3,47 3,47

3,53 1,11 3,72 3,72
LOD10 3,39 1,07 1,33 3,33

3,64 1,08 1,86 3,17
PROMEDIO 3,25166667 1,081666667 2,54166667 3,43333333
DESVIACION 0,44781321 0,029268869 1,27701866 0,30871778

ESTANDAR

En la tabla 6 se destacan los resultados en el esponjado (M4), en donde se
promediaron resultados de 3,4 VT, siendo éste significativamente mayor que el
aportado en la muestra de pollo crudo (M2), con un VT promediado en 1,08. Es
importante destacar de igual manera, que las desviaciones estandar con mejores

rendimientos se obtienen en la matriz de pollo crudo (M2).
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9.4 Parametros estadisticos evaluados

9.4.1 LOD50

El calculo de LOD50 da un indicio directo de la capacidad del método para poder
determinar de manera correcta los microorganismos que se pretenden identificar,
en este caso, como se observa en latabla 7, los resultados de este parametro fueron
ideales, siendo <1 UFC/ 25 g o 100-25 cm? Cumpliendo la especificacion
establecida por el protocolo ISO 16140-3, en la que dicta que el resultado total de

las matrices analizadas no debe exceder un 4xLLI (Identification Low Level).

Tabla 7 Calculo de LOD50 durante el proceso de verificacion.

LOD50
Muestras | Nivel alto | Nivel medio | Nivel bajo | Control eLOD50
negativo
1 2/2 2/2 2/2 0/2 < 1xLLI
2 2/2 2/2 2/2 0/2 < 1xLLI
3 2/2 2/2 2/2 0/2 < 1xLLI
4 2/2 2/2 2/2 0/2 < 1xLLI

Debido a que ninguna de las réplicas de cada uno de los niveles de contaminacion
arrojo un resultado negativo; no se le asigno ningun valor a la estimacién del LOD50

por lo cual el LLI no fue mayor a 1.

9.4.2 Resultados determinados por comparativa de ausencia presencia
(VP/VN/FP/FN).

Para el calculo de las mediciones basadas en los eventos de presencia ausencia se
tuvo en cuenta los calculos establecidos en la farmacopea estadounidense version
37. Estos calculos, aunque no hacen parte del protocolo de verificacion estipulado

por la ISO 16140-3, se sacaron en base a los resultados obtenidos de la estimacion
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del LOD50, con el fin de aprovechar los datos arrojados durante el proceso de

verificacion y dar una estadistica en base a la calidad del método.

Ecuacion
Sensibilidad vz Expresada como %  Sensibilidad %: ——— * 100
VP+FP VP+FN
Especificidad I Expresadacomo%  Especificidad %: —— *100
VN+FP VN+FP
Exactitud relativa | __VP+VN__ 4 10
VP+FP+VN+FN
Tasa de Falsos | _™ _ Eyxpresado en % Falsos Positivos%: ——— *100
FP+VN FP+VN
Positivos
Tasa de Falsos | ™ _ gypresado en % Falsos Negativos%: ——— *100
FN+VP FN+VP
Negativos:
Concordancia Kappa= 2 (VP * VN — FN * FP) / [(VP +FP) (FP + VN) + (VP +

estadistica para

FN) (FN +VN)]

métodos

cualitativos

Siendo:

FP: Falsos Positivos (Es la probabilidad o frecuencia con que la muestra sea
asignada como positiva cuando en realidad es negativa).

FN: Falsos Negativos (Es la probabilidad o frecuencia con que una muestra
conocida como positiva se aginada como negativa por el método)

VP: Verdaderos positivos obtenidos por el método de estudio

VN: Verdaderos negativos obtenidos por el método de estudio

La exactitud analizada, es la capacidad de un método de detectar al analito en todos
los casos en que en este se encuentre en una muestra. Los resultados aportados
por el proceso de verificacion fueron éptimos, siendo un 100%. Cumpliendo con la

especificacidon establecida >90%.

VP+VN 24+8

EXACTITUD = =
VP+FP+VN+FN  24+0+8+0

*100= 100%
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La sensibilidad analizada, dio como resultado un 100%, lo cual indica que el método
tiene la capacidad de encontrar en las concentraciones utilizadas el analito de
interés. Cumpliendo con la especificacion establecida >90%.

POSITIVO VERDADERO _ 24
POSITIVO VERDADERO+FALSO NEGATIVO 24+0

SENSIBILIDAD = X100 = 100%

La especificidad analizada, determina que en el 100% de los casos el método es
capaz de identificar la ausencia del analito sin importar interferencia de matrices o

analitos interferentes. Cumpliendo con la especificacion establecida >90%.

NEGATIVO VERDADERO _
NEGATIVO VERDADERO + FALSO POSITIVO 8+ 0

ESPECIFICIDAD = x100 = 100%

La concordancia estadistica para métodos cualitativos (Kappa), es una medida de
la relacion existente entre las mediciones realizadas; comparandola con los datos
aportados en términos de presencia-ausencia. Para el caso de esta verificacion el
resultado fue Optimo, dando un resultado de 1, la cual, es considerada como muy
buena, segun las especificaciones establecidas.
24 VP x VN — FN * FP

(VP + FP) = (FN + VN) + (VP + FN) * (FN + VN)

2 24x8—-0=x0
= E3 =
244+0)+x(0+8)+(24+0)«(0+8)

Kappa =

1

La tasa de falsos positivos y tasa de falsos negativos es un indicador de la
confiabilidad de los resultados aportados por el método, este ligado a los demas

parametros estadisticos anteriormente analizados.

FALSOS POSITIVOS
VERDADEROS POSITIVOS + FALSO POSITIVO

TASA DE FALSOS POSITIVOS =
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TASA DE FALSOS NEGATIVOS

FALSOS NEGATIVOS 0

~ VERDADEROS NEGATIVOS + FALSOS NEGATIVOS ~ 840 _ °
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10.ANALISIS DE RESULTADOS

10.1 Resultados de la deteccion cualitativa de Campylobacter spp. por
metodologia VIDAS CAM

Los resultados arrojados de las detecciones en las matrices no inoculadas (control
negativo), son un punto importante por resaltar, ya que la muestra M2
correspondiente a carne cruda de beneficio se encontraba positiva para
Campylobacter spp.. Esta misma muestra positiva fue utilizada para realizar el
enjuague de carcasa (M3) y el esponjado (M4); la cual, al momento de la deteccién
de Campylobacter spp. arrojan resultados negativos. Se descarta cualquier posible
contaminacion cruzada en el laboratorio de la M2 con las muestras inoculadas, ya
gue, las condiciones en las que se procesaron los controles negativos fueron
monitoreadas y apartadas de las muestras inoculadas, realizando el montaje para
la deteccion de Campylobacter spp. en el equipo VIDAS primeramente de los
controles negativos, descartando una posible contaminacion al momento del
pipeteo, también, se destaca la hermeticidad de la muestra a través de la CombiBag
(bolsa donde se dispone la muestra con el diluyente y el inductor a la microerdfilia
(GenBox)) la cual, se mantiene totalmente sellada para asegurar las condiciones
ambientales inducidas. Igualmente, se resalta que la lectura del control negativo de

la M2 se realiz6 por duplicado donde ambos resultados dieron positivo.

No se realiz6 alguna confirmacién de Campylobacter spp. en la muestra M2 debido
a que segun el protocolo de verificacion estandarizado por la 1ISO 16140-3, la
muestra debia ser automaticamente invalidada del proceso de verificacion, ya que
no cumple como un soporte que confirme la concentracién 0 UFC de una matriz, en
donde se busca poner a prueba el limite minimo para la deteccion; por ende,
estando la M2 positiva para Campylobacter spp., no se puede hablar de estimar un
limite de deteccion cuando la concentracidén no se ubica sobre un limite, y ain mas,

su concentracion es desconocida.
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Existen metodologias vigentes que aprueba en muestreo de Campylobacter jejuni
(ISO 10272-1:2016) en canales a través de espojado y lavado de carcasa, en donde
posiblemente no se asegura dar conformidad a un alimento frente a la presencia de
Campylobacter spp.. Se resalta que para dar una explicacion relevante a ausencia
de Campylobacter spp. en las muestras de ambientes de produccién, como en éste
caso el esponjado y el lavado de carcasa, es necesario ampliar mucho mas en el
estudio y analizar en profundidad los factores que influyen en la deteccion de éste
microorganismo en diferentes matrices, pero se podria inferir a una posible
colonizacion al interior de la musculatura del pollo, donde las condiciones
ambientales puede variar; disminuyendo la concentracion de oxigeno y por ende, el
estrés oxidativo, y aumentando el tropismo del microrganismo hacia estimulos

ambientales que lo favorecen (Hermans, y otros, 2011).

También, se podria resaltar las intervenciones quimicas de desinfeccion y
conservacion, posterior al sacrificio, las cuales, juegan un papel fundamental en las
condiciones fisicas en la superficie de la canal; causando modificaciones en el pH
de la superficie y cambios en la saturacion salina de la muestra, inhibiendo el
crecimiento de Campylobacter spp. a valores de pH inferiores a 4,0 y a
concentraciones de sales superiores al 1%. Cabe resaltar que los desinfectantes
mas utilizados es el acido ascorbico, acido lactico al 2% y cloruro de sodio
acidificado (INS, 2013), los cuales rinden con niveles de eficacia durante cada
intervencidn en la superficie del canal, pero los resultados al interior de la

musculatura pueden variar dependiendo del tiempo de contacto y la concentracion.

Se resalta igualmente, la constante exposicion fisicoquimica que sufre la superficie
de la canal, donde no solo se ve modificada por condiciones quimicas alterantes;
sino, por condiciones fisicas, en la cual, procesos de desinfeccién posterior al
sacrificio utilizando condiciones modificadas como la luz UV se pueden ver
infructuosos al interior de la musculatura, debido al grosor e interferencia que sufren
los rayos para penetrar las profundidades de la canal, esto se puede modificar

mediante el tiempo de exposicidon que puede sufrir el carnico.
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10.2 Valor de Test VT

El valor del test no es directamente proporcional a la cantidad de analito, es decir,
no se puede utilizar como indicativo de la concentracion de los microorganismos
detectados en la muestra, pero puede ser un estimado de la calidad de la reaccion
antigeno-anticuerpo medido por la cantidad de luz producida por la fluorescencia
captada por el lector del equipo. Se puede evidenciar que a pesar de que los valores
del VT son altos en las muestras M1, M3 y M4, en comparacion con muestra M2,
esto no es asi; esta situacion se puede deducir a la edad del cultivo celular,
causando probablemente interferencias por productos metabdlicos generados
durante el deceso de la curva de crecimiento del microrganismo, variando con el
pH, fuerza ionica y estructura antigénica, afectando indirectamente la reaccion
antigeno-anticuerpo. Igualmente, otro factor que podria alterar la reaccion antigeno
anticuerpo y causar problemas con la sefial de deteccion; es el contenido de grasa
gue posee la pechuga de pollo (M2) generando lipidos en suspension que, aunque
no reacciona de manera especifica estorban en la union antigeno-anticuerpo y
también crean una dispersion luminosa al momento de traducir la sefial. Se resalta
gue la desviacion estandar de la M2 es mas baja que en las demas muestras, debido
probablemente a la baja calidad en la respuesta antigeno-cuerpo lo cual controla
mas los valores del VT. Es bueno resaltar que, a pesar de las posibles interferencias
en la M2, el equipo VIDAS puede generar una respuesta en estimacion a la calidad
de la reaccion antigeno anticuerpo y emitir un resultado lo suficientemente fuerte
para confirmar la presencia de Campylobacter spp. con un VT >1.0 en casi todos

los niveles de deteccion.
10.3 Paramentos estadisticos evaluados

10.3.1 LOD50

Los resultados emitidos de cara al limite de deteccién arrojan resultados positivos,

en el cual cumple con las especificaciones descritas por el proveedor, donde se
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estipula la concentracion minima que posee la metodologia para poder detectar un
analito en una porcion de prueba; para este caso el LOD50 del nivel mas bajo,
correspondia a 1UFC/porcion la cual fue detectada correctamente en cada una de
las matrices utilizadas, demostrando la alta sensibilidad de la metodologia VIDAS
CAM para establecer la presencia de Campylobacter spp. en una porcion de

muestra.

10.3.2 Otros parametros estadisticos

La tasa de falsos positivos y falsos negativos presentados en la tabla 8, demuestran
gue ningun resultado tuvo una asignacion incorrecta; siendo el 100% de los
resultados positivos asignados correctamente bajo una deteccion positiva, no
teniendo ninguna de las matrices no inoculadas un reporte erroneamente positivo.
Igualmente, los resultados de la tasa de falsos negativos se encuentran establecidos
de forma coherente a la metodologia realizada, en donde ningunos de los resultados
positivos fueron asignados errbneamente negativo, demostrando la fiabilidad en los

resultados obtenidos.

La sensibilidad y especificidad registraron porcentajes acordes a los detallados por
el proveedor, en donde se detalla una sensibilidad y especificidad >90%. Durante
nuestro proceso de verificacion de obtiene una sensibilidad del 100% evidenciando
la capacidad que tiene la metodologia VIDAS CAM para detectar asertivamente los
antigenos presentes de Campylobacter spp. en la muestra. Igualmente, la
especificidad registrada en el proceso de verificacion fue del 100%, en donde se
asigno de forma correcta la ausencia en Campylobacter spp. en las matrices no
inoculadas. La exactitud tuvo resultados positivos, encontrdndose dentro de los
valores de referencia de la metodologia. Estos resultados obtenidos son un reflejo
de la alta especificidad en la reaccién antigeno-anticuerpo que se produce al interior
de la fase solida (SPR) lo cual permite generara resultados mucho méas sensibles
en comparacion por otras metodologias, confiriéndole mas fiabilidad a los

resultados aportados.
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La concordancia estadistica Kappa para métodos cualitativos demuestra la cantidad
de dispersion en cuanto a la obtencion de datos cualitativos, esto genera un valor
numeérico, el cual, entre, mas cercano a 1 se encuentre, es considerado mas
concordante; en este caso los datos presentaron una concordancia de 1 lo que
representa un valor realmente positivo para el proceso de verificacion, siendo

acorde a los demas analisis estadisticos obtenidos.

Los resultados de sensibilidad y especificidad reportados en éste proceso de
verificacion de las metodologia VIDAS CAM son acordes a los registrados en otras
investigaciones. Al ser comparados los resultados con los obtenidos en
investigaciones realizadas por Altun y colaboradores en matrices de carne picada,
la sensibilidad obtenida es igualmente del 100% (Altun, Gurbuz, & Erdenlig, 2015).
De manera concordante, estudios realizados por Razzuoli en el 2018 bajo matrices
lacteas se obtiene resultados de especificidad y sensibilidad del 100% para la
deteccion de Campylobacter spp. mediante la metodologia VIDAS CAM (Razzuoli,
y otros, 2018); siendo resultados acordes a los arrojados en nuestro proceso de

verificacion, dandonos seguridad y soporte al momento de presentar los datos.

En general a tasa de falso positivos, falsos negativos, especificidad, sensibilidad,
exactitud y concordancia Kappa tuvieron excelentes resultados durante el proceso
de verificacion; donde ninguna matriz en ningun nivel de deteccion presento errores,
incluyendo los niveles mas bajos del indculo, logrando demostrar que incluso en el
LODL1 el cual se estimaba una concentracion limite de deteccion del in6culo de
1UFC/porcion de muestra se consigue recuperar el microorganismo y detectarlo
mediante inmunofluorescencia; demostrando la alta eficacia que puede brindar la
metodologia VIDAS CAM frente a resultados veraces, tiempo e insumos,
cumpliendo con los parametros de sensibilidad y especificidad estipulados en el

proceso de validacion realizado por el proveedor.

Durante el proceso de verificacidon se demuestra que analisis de deteccion de
Campylobacter spp. a través de metodologia VIDAS CAM se realiza de manera

correcta dentro de las condiciones inducidas en el laboratorio prestador de servicios,
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brindando resultados acordes a los determinados por la metodologia validada por
el proveedor, dando evidencia del correcto funcionamiento metodolégico que se
realiza dentro del laboratorio y el correcto manejo de insumos y equipos durante las

detecciones que se realizan.
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11. CONCLUSIONES

El proceso de verificacion evidencia satisfactoriamente el desempefio de la
metodologia VIDAS CAM para la deteccion de Campylobacter spp. en muestras
carnicas crudas, procesadas, y ambientes de produccién (esponjado y lavado de
carcasa); logrando plantear y ejecutar satisfactoriamente la deteccion del
microrganismo, obteniendo resultados 6ptimos, con un LOD50 no superior a 4xLLlI,
una especificidad y sensibilidad del 100% y una concordancia Kappa 1, resaltando
la alta calidad del andlisis para la deteccion de Campylobacter spp.. Las mediciones
estadisticas cualitativas referenciadas, demuestran la viabilidad y la capacidad que
posee el laboratorio prestador de servicios de llevar a cabo la metodologia bajo las
condiciones inducidas dentro del laboratorio, cumpliendo con el desempefio dictado

por el proveedor.

Con base a los resultados obtenidos por la validacion de la metodologia VIDAS CAM
realizada por el proveedor en un ensayo para un solo laboratorio, con una
sensibilidad de 98%, en referencia con los resultados mencionados anteriormente
en este proceso de verificacion, se comprueba el cumplimiento de la especificacion
detallada de la metodologia VIDAS CAM, obteniendo resultados acordes a los

planteados.
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12.RECOMENDACIONES O SUGERENCIAS

Se sugiere en futuras investigaciones profundizar y realizar estudios cara a la
deteccion de Campylobacter spp. en muestras de ambientes de produccion, como
esponjados y lavados de carcasa, utilizando muestras de canales positivas, con el
fin de verificar la idoneidad y la capacidad de recuperacion del microorganismo
durante metodologias de muestreo para Campylobacter spp. estipuladas a nivel

nacional.

Como recomendacion general a la Universidad de Pamplona; persistir
continuamente en la blsqueda de equipos e insumos que permitan enriquecer y
fortalecer el conocimiento de sus estudiantes mediante nuevas alternativas para la
deteccion de microrganismos, toxinas y sustancias a fines, permitiendo realizar
futuras investigaciones contribuyendo al renombre institucional, departamental e

internacional.

Como sugerencia al laboratorio prestador de servicios donde se realizo el proceso
de verificacion, continuar con su calurosa acogida a futuros profesionales,
brindando un espacio para el fortalecimiento y desenvolvimiento de aptitudes y
conocimientos, contribuyendo en la vida laboral y personal que empieza con cada

uno de sus pasantes.
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13.GLORARIO

Anticuerpo: también llamado inmunoglobulinas, son producto de las células B
formando parte del sistema inmune, siendo una herramienta de defensa. Su funcién
es reconocer sustancias extrafias como virus, bacterias o toxinas y neutralizarlas.
Su estructura consiste en dos cadenas ligeras, dos cadenas pesadas y en su
extremo una region hipervariable, ésta regibn cambia de un anticuerpo a otro
(Graham, s.f.).

Antigeno: cualquier sustancia que un organismo reconoce COmMo NoO Propio,
produciendo una respuesta inmunitaria contra ella. Dentro de los antigenos se
incluyen toxinas, bacterias, virus, sustancias quimicas, u otras sustancias ajenas

del cuerpo (National Cancer Institute, 2020)

Caldo CampyFood: Medio de cultivo liquido listo para utilizar. Ideal para la
recuperacion bacteriana de Campylobacter. Cada bolsa contiene 225ml de medio
de enriquecimiento y es utilizado para metodologias VIDAS CAM (BioMérieux.,
2020).

CombiBag: Bolsa para incubar muestras que van para analisis de Campylobacter.
Posee un filtro central y una bolsa central; su filtro central permite la recogida de
una muestra libre de particulas que puedan dificultar el analisis, mientras que su
bolsa interna es utilizada para contener el generador de atmosfera microaeréfilica
(BioMérieux., 2020) .

indice Kappa: Mide el grado de concordancia entre varias metodologias o analistas
gue clasifican un resultado segun una serie de posibilidades mutuamente
excluyentes. (INS, 2015).

ELFA: Esta técnica es similar a la ELISA, exceptuando que la enzima cataliza una
fluorescencia, mas no una reaccion de color; utilizando un sustrato (4-
metilumbeliferil fosfato) que produce un producto fluorescente en lugar de un color

visible, interaccionando la enzima ligada al anticuerpo (BioMerieux).
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Equipo DensiCHEK: es una herramienta utilizada para medir la densidad 6ptica de

una suspension microbiana (BioMérieux., 2020).

Equipo VIDAS: es un sistema automatizado de deteccion de patdgenos mediante
métodos inmunolégicos. Este sistema posee cinco  compartimientos
independientes, cada uno con espacios para recibir hasta 6 tiras reactivas VIDAS.
El equipo VIDAS se basa en el ensayo fluorescente ligado a enzima (ELFA)
(BioMérieux., 2020).

LODS50: Es el limite de deteccion para pruebas cualitativas, definiendo el nimero
de organismos por gramo o mililitro en los cuales el 50% de las pruebas son
positivas. Es usado en metodologias microbiologicas para precisar un rango
especifico de particulas en el que en método es capaz de detectar la minima

cantidad de analito en una porcion (INS, 2015)

Métodos cualitativos: Es un método de analisis cuya respuesta es la presencia o
ausencia de un analito en una porcion de muestra, en donde la respuesta
instrumental es transformada en respuesta binaria de ausencia o0 presencia
(GMIGLIARINO., 2020).

Patron McFarland: son estandares utilizados como referencia para ajustar la
densidad del in6culo en una suspension bacteriana. Su preparacion se genera
mediante la precipitacion de compuestos quimicos para formar una turbidez
reproducible, afiadiendo acido sulfdrico a una solucion acuosa de cloruro de bario
produciendo la precipitacion de sulfato de bario suspendido (Becton, Dickinson and
Company., 2005)

Validacién: segun la ISO 9001 la validacién es la confirmacién mediante el
suministro de evidencia objetiva de que se han cumplido los requisitos para una

utilizacion o aplicacién especifica prevista (ISO, 2015)

Verificacion: segun la 1ISO 9001 un proceso de verificacion es la confirmacién

mediante la aportacion de evidencia objetiva de que se han cumplido los requisitos
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especificados (ISO, 2015), en este caso los requisitos que se plantean en un

proceso de validacion.
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15.Anexos

Anexo 1 Resultados emitidos por el equipo VIDAS segun la metodologia CAM para
la deteccion de Campylobacter spp. en muestras no inoculadas de carne procesada

lista para el consumo (M1), carne de pollo de beneficio (M2), enjuague de carcasa
(M3) y esponjado de canal (M4).

= <
.- S 00
A ==
— S 3 —
- Slcoces 2
B St S wesm3
- u;-\aowogwao
<
a
~ ca o
= SRR RIR
== i - T
< P
b= SeSSa2=7=—
cocooSeSa
S SSlS8ss2a
= Soococ eSS
— S8 caoges?
@ — R e B e
- oSS SR
=3 L:lc-—wc.—c.—-—q.-q—d
A UI\\\\\\\\
1 S IS S S22
= u--mmf-\mmmm
=3
i)
=%
=]
-
oconoo0ocoo0<9o9 g
SSS S e 2%
-wst OO LUO O IO
S oo e & B e
3§ N Se5e 3a 3e 2a e 32
o I 53 te e e B+ 2 T
S i o088 3S3S
s e = S o o v
.1 oooo0o0o9S22
et e x» 2
- R R e S BT
£l D55 e arar el
S - N
Y I o wm w oo
2 i s eSS e
sl EZ=aa===7
.t
—
=
= 0
-
- .
o 4
_—
=
= 0
P e R o
-t oD oo OoS
8 A
auoooooojo
.
@ ¥
o »

Test
CA
CAM
CAM
CAM
CAM
cAd

Al
¢

Lista de resultados

H1BLANCO
N1BLANCO
M2BLANCO
M2BLANCO
MIBLANCO
M3BLANCO
MABLANCO
MABLANCO

Muestra

59



Anexo 2 Resultados emitidos por el equipo VIDAS segun la metodologia CAM para
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Anexo 3 Repeticion del proceso de verificacién para la deteccion de Campylobacter

spp. mediante metodologia VIDAS CAM en la muestra de carne de pollo de

beneficio sin inoculacion.
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Anexo 4 Repeticion del proceso de verificacion para la deteccion de Campylobacter

spp. mediante metodologia VIDAS CAM en la muestra de carne de pollo de

beneficio segun cada nivel de contaminacion.
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