UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

DIVISION DE INGENIERIA

Validacion del Método de Prueba para la Determinacion de Salmonella

spp. en Compostas y Lixiviados, para Uso Agricola

Por:

ELVIRA ALEJANDRA ESCALANTE REYNA

TESIS

Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:

INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA

Saltillo, Coahuila, México.
Marzo 2023




UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DIVISION DE INGENIERIA

Validaciéon del Método de Prueba para la Determinacion de Salmonella

spp. en Compostas y Lixiviados, para Uso Agricola

Por:

ELVIRA ALEJANDRA ESCALANTE REYNA
TESIS
Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:

INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA
Aprobada por el Jurado Examinador

\

Dra. Silvia Yudith Martinez M.C. Me
Amador
Asesor principal interno

¥s Lopez Lopez
Asesor principal externo

\ 2] . (i —e
| 7&/ % F A\
! . 4 />\‘ ((:(__'L~'\,J.:'///‘:7 1/7\/{#;1(2‘1// 1; \.\
/[ il W i .
Dr,/Pedro Pérez Rodriguez
ﬂ_,ﬁ.f.mwgpasesor
ANOE TGN

MC. Laura Maria Gonzalez '
Méndez
Coasesor

MC. Sergio Sanchez Martinez
Coordinador de la Division de Ingenieria

Saltillo, Coahuila, México.

Marzo 2023




UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

DIVISION DE INGENIERIA

Validacion del Método de Prueba para la Determinacion de Salmonella

spp. en Compostas y Lixiviados, para Uso Agricola

Por:

ELVIRA ALEJANDRA ESCALANTE REYNA

TESIS

Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:

INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA

Aprobada por el Comité de Asesoria

\{

Dra. Silvia Yudith Martinez M.C. Lopez Lopez
Amador Asesor’principal externo
Asesor principal interno
) o N A\ x
% i 2 Al \&/J\\ L\/\/X/ }-'/\‘\_
AV (== e |
Dr. Pédro Pérez Rodriguez MC. Laura Maria GonZélez
"~ Coasesor Méndez
Coasesor

)
| S—



DERECHOS DEL AUTOR Y DECLARACION DE NO PLAGIO

Yo, Elvira Alejandra Escalante Reyna, declaro que:

L

El trabajo de investigacion titulado “Validacion del Método de Prueba para la
Determinacion de Salmonella spp. en Compostas y Lixiviados, para Uso
Agricola” es un produccion personal.

He respetado las referencias para las fuentes de consulta, por lo tanto el
proyecto no ha sido plagiado total ni parcialmente.

El proyecto no ha sido autoplagiado, es decir no ha sido presentado no
publicado anteriormente. De identificarse plagio (informacion sin citar
autores), autoplagio (presentar como nuevo alglin trabajo de investigacion
propio que ya ha sido presentado), falsificacion (representar falsamente las
ideas de otro), asumo las consecuencias y sanciones que de mi accion se

deriven en caso de existir.

Sl g s 8y

Firma
(+)



AGRADECIMIENTOS

A Dios todo poderoso por permitirme la vida y salud; gracias por ser mi fuerza en
todos estos afios.

A la Dra. Silvia Yudith Martinez Amador mi maestra, tutora y asesor de tesis por
abrirme las puertas en su laboratorio, sus consejos, conocimientos y apoyo durante
estos afios.

A la M.C. Melbys Lbpez Lopez mi jefa y asesor externo por darme la oportunidad y
apoyo para trabajar en este proyecto.

A mi alma mater la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro por brindarme

la oportunidad de poder ser un ingeniero.

Di a la sabiduria: Tu eres mi hermana, Y a la inteligencia llama parienta
Proverbios 7:4

Reina Valera 1960




DEDICATORIA

A mi madre Elvira Reyna Arriazola por su confianza y apoyo incondicional a lo largo

de mi desarrollo académico.

A mi padre Juan Escalante N4jera, porque en esta Ultima etapa de estudios me brindd

Su apoyo.

A mi hermana Marcela Yudith por ser un apoyo fundamental a lo largo de la carrera.




INDICE

DERECHOS DEL AUTOR Y DECLARACION DE NO PLAGIO ......ccccovvvveeenn \Y]
AGRADECIMIENTOS ... e e e ae e s \
DEDICATORIA . e e e e e e e e e s e araeaeae s e Vi
INDICE ...ttt vii
INDICE DE TABLAS ..ottt ettt sttt sttt X
INDICE DE FIGURAS ..ottt Xi
RESUMEN ... e e e e e e e e e e e e s e st r e e e eeeeesaans 12
I. INTRODUCCION ..ottt 13
1.1, ODJEEIVOS ..ottt 14
1.2, ODJELIVO GENEIAL......ooiiiiiiiiiie e 14
1.3, ODbjJetivoSs ESPECITICOS .....ccuviiiieiiiieiieiiee e 14
S o 1010 (=T 1RSSR 14
1.5, JUSHIFICACION.....eiiiiiiie sttt 14
I1. REVISION DE LITERATURA ...cooooiioieeeeeeeeeee et 16
2.1, Generalidades .........cooveiiiiiiiiiec e 16
2.2.  Meétodos MICrobiOIOGICOS. .....cccvvreiiiieciii e 16
2.3.  Microbiologia tradicional..............ccceiiiiiiiiie e 16
2.3.1. SEleCtiVIOAU ......veeiieiiiee e 17
2.3.2. ESPECITICIAAU ....cccviieeiii e 17
2.3.3. ProdUCHIVIOAG. .....c.viiiieiiieiie et 17
2.4.  Meétodos Microbiol0gicos RAPIAOS..........cccveeiiieeiiiie e 17
2.5.  Validacion de métodos microbiol0giCoS..........ccoveeviveiiiieeciiee e, 18
2.6.  Parametros de ValidacCion ...........ccccooiiiiiieiiiiiieiice e 18
2.6.1. Limite de detecCiOn (LD) ......cccvveiiiieiiiee e 18
2.6.2. RODUSTEZ......ooeiiiiiie e 18
2.6.3. Repetibilidad (R) ......ccovieiiiieiiie e 19
2.6.4. ReproducCibilidad (I)........cooiieiiiee i 19
2.6.5. Eficaciarelativa (ER)..........ooooiiiiiiiiiiiec et 19
2.6.6. Especificidad relativa (ES) (Exclusividad) ..........ccoccveeiviiiiiiiiiiiiec e, 20
2.6.7. Sensibilidad relativa (SR) (Inclusividad) ...........ccccovveeiiiiiiiiiiiice e 20
( ]




2.7.  MéEtodo NOrMAliZAdO ........cccvveiiieciie ettt 21
2.8.  Método N0 NOIMANZAAO ........ccvveiiiieiie e 21
2.9, AQriCUltUra OrgANICA .....couviiiiiiiiiieieeee et 22
2.10. Caracteristicas de la agricultura Organica ............ccooevveeiieenieneencce e, 22
2.11. Produccion organica €N MEXICO .........cceiuiiierieriiiie e 22
2.12. COMPOSL ...ttt ettt 23
2.13. Compostas como productos en la agricultura organica ...........c.ccccoevvene. 23
N S I b q 1V T o [0 ST 24
2.15. AQENLES PALOGENOS ... .eeueieieeitieiteetee e eee ettt ettt ettt nneas 24
2.16. Contaminantes patdgenos en composta y liXiviados ...........cccocvevviieinnnes. 25
2.17. Fuentes de contaminacién en Compostas y Lixiviados...........ccccccevrnrnne. 26
2.18.  SAIMONEIIA SPP ...ttt 27
2.19. EPIAemiIOIOgia . .cccvveiiieiiieiie st 27
2.20. Meétodo para el aislamiento de Salmonella spp. ........cccovviiieiiiiiiieiieinn, 28
111, MATERIALES Y METODOS ..ottt 30
3.1.  Ubicacion del eXperimento .........cccvuveiiireeiiee e see e see e e see e 30
3.2, Requerimientos USAUOS .........cccuureiirireiiieeeiieeesiieeesaeeeseeeesnaeeesnreeesneeeeees 30
3.2.1. EQUIPO ULIIIZAAO......cceiiieeciie et 30
3.2.2. MALEIIAIES ... 31
3.2.3. REACTHIVOS .....vieiii ettt bbbttt ettt 31
3.2.4. MedioS de CUILIVO .......ooivviiiieiiieciie e 32
3.2.5. Material de referenCia.........ccoovveriiiiiiiiiec e 32
3.2.6. MELOdO A€ BNSAYO .....c.vveeeiiie ettt e et et et e e e et e et e e e e e 33
3.3, EXpresion de resultados ..........ccecoiieeiiiie e 34
3.3.1. Validacion del método para Salmonella spp........cccoveeviveeviieciiiecciece, 34
3.4.  Descripcion del metodo de eNSAY0 ..........covvvveiiireeiiee i 36
3.4.1. Pre-enriqUeCIMIBNTO........cciuiieiiie e it e re e 36
3.4.2. ENFIQUECTMIENTO ....veeeiiie ettt e e aea e 36
3.4.3. Aislamiento e identifiCaCION. ..........cccveiiieiiieiie e 37
3.4.4. Seleccion de colonias para su confirmacion ...........ccccccovveevveeeiiee e, 39
3.4.5. Confirmacion bIOQUIMICA .......cc.ecoiieeiiiic e 39
3.4.6. Prueba OXidasa.........coiuiiiiiiieiiiieiiiie s 42
3.4.7. ldentificacion presuntiva del género Salmonella spp.........ccoceevvvveeiiiieennen. 42
3.4.8. Deteccion de los antigenos Poly A-l1 & Vi......coceoivieiiiie i 43
( ..

l Vil J



IV. RESULTADOS Y DISCUSION .....c.cevoviiiiceceeeeeeeeeeess e, 44

4.1, Verificacion de 1aS MUESLIAS .......cccueriiiiiiiiieiieree e 44
4.2,  Limite de deteCcCiOn (LD) ......cooveiiieiiieiie e se e 44
4.2.1. Célculo del LD en Composta (Analista 1) ........cccoveerviienieneniieieeneaieens 44
4.2.2. Calculo del LD en Lixiviado (Analista 1).........cccovveiiienieinieiiie e 45
4.2.3. Célculo del LD en composta (Analista 2) .........ccooevervrieiieniennieiieneaiee 46
4.2.4. Célculo del LD en Lixiviado (Analista 2)........cccoovveriieiieniniieieeneeiee 47
4.3, RODUSTEZ......oeiiiiiiiie s 48
4.3.1. Criterio de ACEPLACION ........oiueiiiieiiieiie e 49
4.4,  Repetibilidad (R) .....oooeeiiieiieeiee e 50
4.5.  ReproducCibilidad ..o 53
4.6.  Analisis de 10S reSUlAdOS .........ceeivieiiiiiie e 55
V. CONCLUSIONES ..ottt 56
VI, REFERENCIAS. ... .ttt 57
( ]




INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Temperatura necesaria para la eliminacion de algunos patégenos.............. 24
Tabla 2. Limites microbiologicos de tolerancia segun las diferentes normas.............. 25
Tabla 3. Cepas de referencia para determinar en compostas Yy lixiviados... ............. 31
Tabla 4. Participantes en la validaCion............ccccovveiiieiie s 33
Tabla 5. Descripcion general de 1as MatriCes .........c.eovvevieveiieiiee e 33
Tabla 6. Caracteristicas generales de los microrganismos controles..................c....... 34

Tabla 7. Reproducibilidad realizada por el analista 2, en composta y lixiviado ....... 39

Tabla 8. Verificacion de las tres repeticiones de composta y lixiviados.................. 43
Tabla 9. Limite de Deteccion Analista 1 en COMPOSTA.........ccevveerviiiiiiiieiieeieeene 44
Tabla 10. Limite de deteccion analista 1 en liXiviado............ccoovveiiiniiniieiiieiee, 45
Tabla 11. Limite de deteccion analista 2 €n COMPOSEA..........ceeevvvreerireeiireeiiieesinens 46
Tabla 12. Limite de deteccion analista 2 en liXiviado............ccooveriininiiieiiciee, 48

Tabla 13. Asignacion de valores de condiciones evaluadas para el parametro robustez

€N COMPOSEA Y lIXIVIAAOS ....c..vveeiiice et 47
Tabla 14. Robustez analista 1 Y 2 (COMPOSTA) ....ecvvveeeiieeeiiire e 48
Tabla 15. Robustez analista 1 y 2 (IXiVIad0) .......ccvveeiiieeeiiireiiiie e 49
Tabla 16. Repetibilidad realizada por el analista 2, en composta.............cccccveevvenenn 50
Tabla 17. Repetibilidad realizada por el analista 2, en lixiviado ............c..cccccveeinnnnn 51

Tabla 18. Reproducibilidad realizada por el analista 1, en composta y lixiviado .....52
Tabla 19. Reproducibilidad realizada por el analista 2, en composta y lixiviado .....53

Tabla 20. Evaluacion de los criterios de aceptacion ...........ccccocvvveevieeciiee i, 54




INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Flujograma, determinacion de Salmonella spp ........cccocovvriiiiniincienn 32

Figura 2. Pre-enriquecimiento de las muestras con Agua peptonada amortiguada...35

Figura 3. ENFIQUECTMIBNTO .......oiuvieiiiiiieiie ettt 35
Figura 4. Aislamiento en Agares selectivos de muestras de compostas.................... 36
Figura 5. Aislamiento en Agares selectivos de muestras de lixiviados..................... 36
Figura 6. Aislamiento en Agares selectivos de Salmonella typhimurium.................. 37
Figura 7. Aislamiento en Agares selectivos de Salmonella diarizonae...................... 37
Figura 8. Aislamiento en Agares selectivos de Salmonella bispebjerg...................... 37
Figura 9. Aislamiento selectivo de Escherichia coli ..., 38
Figura 10. Crecimiento de las colonias seleccionadas en placas de ACE.................... 38

Figura 11. Reaccion de oxidasa con Salmonella typhimurium y Vibrio cholerae ......41

Figura 12. Identificacion presuntiva del genero Salmonella spp., en muestra de

(010] 111010 1] - EO OSSP PPPRP R TRPPPPPPP 42

Figura 13. Deteccion de los antigenos Poly A-1 & Vi en muestras de composta y

1D A4 1o [o TR PTTTTR SRR 42




RESUMEN

Las infecciones en el ser humano por Salmonella spp., se deben comunmente por la
ingestion de alimentos contaminados, como pollos, cerdos y bovinos. EI consumo de
frutas y vegetales, no queda fuera de brotes por Salmonella spp., se ha comprobado
que la contaminacion en las frutas y verduras puede surgir por el agua utilizada en los

sistemas de riego, malas practicas de manipulacién, suelo y abonos utilizados.

Esta investigacion se realizd para validar el método cualitativo “determinacion de
Salmonella spp. ” descrito en la Norma Oficial Mexicana 210, de su apéndice A, para
comprobar su alcance en las en matrices de compostas y lixiviados de uso agricola,
dicho método microbiologico que detecta la presencia o ausencia de Salmonella spp.
se implementé tomando como base la guia para validar métodos microbiologicos
emitida por el CNRPyC (Centro Nacional de Referencia de Plaguicidas y
Contaminantes) del SENASICA (Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria) donde se evalu6 los criterios de limite de deteccion,
reproducibilidad, repetibilidad, eficacia relativa, especificidad relativa, sensibilidad

relativa y robustez.

De acuerdo a los resultados comparables obtenidos se demuestra que el método es
repetible y reproducible para aplicarlos en compostas y lixiviados. Al implementar este
método, se estd brindando fiabilidad de resultados a productores mexicanos de
compostas y lixiviados de uso agricola y se impacta en la inocuidad de alimentos de
nuestro pais, aportando reduccion de riesgos de contaminacién en los procesos

industriales de las cadenas agroalimentarias.

Palabras clave: Salmonella spp., validacion de método, compostas, lixiviados,

contaminacion.




I. INTRODUCCION

La comunidad cientifica y las autoridades sanitarias determinaron que los Estados
Unidos de América y el Reino Unido, al afio ocurren 1, 412,498 y 73,193 infecciones
por Salmonella spp., se estima que este patdgeno es responsable de aproximadamente
30% de las muertes. Debido a esta problematica consideran que es pertinente atajar
todas las vias de transmision y establecer métodos o sistemas de vigilancia para reducir
las infecciones por esta bacteria (Zaidi Mussaret, Lopez Constantino, 2006).

Los productos de uso agricola como compostas y lixiviados son una de las fuentes de
contaminacién cruzada en cultivos de consumo humano, por infecciones de diferentes
microorganismo patdgenos, poniendo en riesgo la salud publica. Las compostas y
lixiviados en la actualidad se estan posicionando como un tema para la solucion de
problemas de soporte y fuente de nutrientes para muchos cultivo, y més ahora donde
se manejan productos organicos y fuentes de energias limpias, por esto es de
importancia para los productores de compostas y lixiviados garantizar a los
productores en la agricultura una buena higienizacion o inocuidad de estos productos.
Hoy en dia se tiene poco alcance en los métodos de determinacion microbiologica de
patogenos para estos tipos de matrices (Rodriguez Diana Marcela, Torres Francy
Elaine, Gutiérrez Edna Viviana, LOpez Maritza Paola & Carrascal Ana Karina,
2008).

En una validacion de métodos microbioldgicos se desarrollan un conjunto de procesos
para la implementacion de una técnica analitica y experimental microbioldgica en
laboratorios interesados en el diagndstico y deteccién de microorganismos patdgenos
en productos vegetales y superficies de contacto vivas e inertes de interés, guiandose
y cumpliendo criterios establecidos en Guias de Validacion de Meétodos
Microbiolégicos tomando en cuenta métodos de Normativas Oficiales Mexicanas o
No Normativas (Arias Palacios et al, 2013); para finalmente al ser reconocidas estas
competencias técnicas, por su cumplimiento, ser posteriormente aplicadas (Centro

Nacional de Referencia de Plaguicidas y Contaminantes, 2021).




1.1. Objetivos
1.2. Objetivo General

Validar el método de prueba para la determinacion de Salmonella spp. en compostas

y lixiviados de uso agricola.

1.3. Objetivos Especificos

1. Implementar el Apéndice A Normativo. Método de referencia para el
aislamiento de Salmonella spp, NOM-210-SSA-2014, en compostas y
lixiviados para uso agricola.

2. Evaluar lo criterios de limite de deteccién, reproducibilidad,
repetibilidad, eficacia relativa, especificidad relativa, sensibilidad

relativa y robustez.

1.4. HipOtesis

La Norma Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014; Productos y Servicios,
implementa la determinacion de microorganismos indicadores y determinacion de
microorganismos patogenos y su Apendice A Normativo (Método de referencia para
el aislamiento de Salmonella spp.), es un método apto para detectar Salmonella spp.,
en compostas Y lixiviados que se puede implementar y desarrollar en el laboratorio de

microbiologia en el area de Inocuidad Agroalimentaria.

1.5. Justificacion

La contaminacién de alimentos se da en cualquiera de las etapas de proceso, como
fabricacion, distribucion, preparacién o manipulacion, aunque la responsabilidad recae
principalmente en el productor. No todos los manipuladores de alimentos y
consumidores entienden la importancia de adoptar practicas higiénicas basicas al
comprar, vender y preparar alimentos para proteger su salud y la de la poblacién en

general (Organizacion Mundial de la Salud, 2020).

Las compostas en la produccién de alimentos en la agricultura de cultivos horticolas y
cultivo de hongos comestibles son empleadas como sustrato en la nutricion mineral de
las plantas y enmendante organico que actla exclusivamente sobre las propiedades

fisicoquimicas y bioldgicas del suelo (Tortosa German, 2013).




Por ello, la importancia de obtener compostas y lixiviados libres de patdgenos, que
garanticen que al reutilizar y valorizar los materiales orgénicos, se esté obteniendo
materia orgénica estable y liquidos residuales que no ocasionen contaminacion
cruzada, mas bien que sean inocuos y contribuyan en la recuperacion de suelos
degradados, biorremediacion, control bioldgico, produccion horticola y ornamental o
bienensu uso como sustratos para plantines de viveros u hongos comestibles (Laconte
Maria Corina, 2019). Sin embargo, existe carencia de normativas especificas para
compostas y lixiviados de uso agricola, siendo la mayoria normas de observancia
obligatoria en el territorio nacional para efectuar métodos microbiol6gicos en muestras

de alimentos.




Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades

Los laboratorios de microbiologia garantizan que sus resultados emitidos a sus
usuarios son validos y confiables, por medio de un control de calidad, que evalla y
documenta el desempefio de cada uno de los aspectos de sus procesos; inicia con la
calidad de la muestra que recibe, seguido de la eficiencia de los reactivos, los medios
de cultivo, el funcionamiento de los diversos instrumentos y equipos, el analista y la
verificacion o validacion de los resultados obtenidos. Los controles de calidad son
determinados por una validacién de método a través del fundamento estadistico
adecuado, para los fines previstos; se debe realizar de forma ordenada, confiable y
trazable, teniendo en cuenta los requerimientos del método, su aplicabilidad, los
analitos, las concentraciones y la matriz que se desea utilizar, por lo tanto, la validacion
de los métodos microbioldgicos debe reflejar las condiciones reales del ensayo,
utilizando matrices inoculadas, con un nivel conocido de contaminantes, con el fin de
imitar la actividad natural del microorganismo en las muestras (Vargas Hoyos Karen,
Vidal Arboleda Juana, 2018).

2.2. Métodos microbioldgicos

Los métodos de microbiologia son técnicas utilizadas para el estudio de bacterias,
hongos y protistas microscopicos e incluyen métodos para estudiar, cultivar, tefiir,

identificar, disefiar y manipular microbios (Nature portfolio, 2022).

2.3. Microbiologia tradicional

Es la reproduccion de un entorno ambiental, con los nutrientes y la atmosfera que
permita un desarrollo de los microorganismos en condiciones ideales, mediante la
siembra en un medio de cultivo controlado y en condiciones ambientales reguladas
durante un periodo de tiempo conocido y preestablecido, de forma que crezcan las
colonias de microorganismos que nos permitan identificarlos directamente y poder
cuantificarlos. Las colonias de microorganismos que obtenemos nos permiten no solo
la cuantificacion o investigacion del microorganismo, sino poder obtener cultivos
puros para poder crear una coleccidn de cepas que nos permita conservar, recuperar,

comparar estos microorganismos en posteriores ensayos que realicemos. En algunos




casos la microbiologia tradicional se base en tres principios basicos (Montoro Lorite
Antonio, 2019).

2.3.1. Selectividad

Mediante el uso de medios de cultivo con sustancias que limiten y eviten el crecimiento
incontrolado de los microorganismos que podrian llevarnos a confusion y podrian

dificultar la interpretacion de los resultados finales (Montoro Lorite Antonio, 2019).

2.3.2. Especificidad

Tanto los medios de cultivo, la temperatura de incubacion como condiciones
ambientales de atmdsferas modificadas, se orientan a reproducir las condiciones
ideales que van a favorecer el crecimiento de los microorganismos concretos que

gueremos investigar y cuantificar (Montoro Lorite Antonio, 2019).

2.3.3. Productividad

Las técnicas de cultivo nos permiten establecer una relacion directa entre el nimero
de microorganismos sembrados y el niUmero de colonias visualizadas tras el periodo

de incubacion establecido (Montoro Lorite Antonio, 2019).
2.4. Métodos Microbioldgicos Rapidos

La industria alimentaria, el sector farmacéutico, las necesidades comerciales de
transacciones de productos, asi como la necesidad de obtener rapidamente resultados
sobre niveles de contaminacién microbioldgica de ambientes e instalaciones, han
favorecido el espectacular desarrollo de los métodos microbioldgicos rapidos
(Montoro Lorite Antonio, 2019). Un "método rapido™ a cualquier método destinado a
la deteccidn, el recuento, la caracterizacion y la subtipificacion de microorganismos
(patdgenos y del deterioro) mediante el cual se obtienen resultados de manera sencilla,
fiable y en menor tiempo que con los métodos convencionales. Los métodos rapidos
se basan en técnicas fisico-quimicas (peliculas de medios de cultivos deshidratados
generales o selectivos, sistemas para determinar el nimero mas probable, medios
cromogénico y fluorogénico), bioquimicas (galerias miniaturizadas y automatizadas),
inmunoldgicas (precipitacion, aglutinacion, inmunofluorescencia, citometria,

radioinmunoensayo, enzimoinmunoensayo, inmunocromatografia, nefelometria,




inmunomicroscopia) y moleculares (hibridacion, PCR de punto final, PCR en tiempo

real, ribotipificacion, microarrays, biochips) (Leotta, 2009).

2.5. Validacion de métodos microbiolégicos

Para verificar o validar un método microbioldgico, se toma como base una guia de
validacion de métodos microbioldgicos, para posteriormente definir el tipo de método
(Normalizado o Normalizado) con la finalidad de establecer los parametros de
validacion o verificacion (Centro Nacional de Referencia de Plaguicidas y

Contaminantes, 2021).

2.6. Parametros de validacion
2.6.1. Limite de deteccion (LD)

Es la capacidad de un método microbioldégico no normalizado de recuperar con
fiabilidad en muestras inoculadas al microorganismo diana a un nivel bajo o bien
cantidad o concentracion minima menor a5 UFC’s (Centro Nacional de Referencia de

Plaguicidas y Contaminantes, 2021).
VP
LD=—x100%
Ni

Donde:

VVP= Verdaderos Positivos de muestras inoculadas

Ni = Numero total de muestras inoculadas (menor a 5 UFC’s)
Criterio de aceptacion: Mayor o igual 80%

2.6.2. Robustez

Este parametro, mide la capacidad de un procedimiento analitico de no ser afectado
por variaciones deliberadas de los pardmetros del método; proporciona una indicacion
de la fiabilidad del procedimiento en un uso normal. En este sentido el objetivo de la
prueba de robustez es optimizar el método analitico desarrollado o implementado por
el laboratorio, y describir en qué condiciones analiticas (incluidas sus tolerancias), se
pueden obtener resultados confiables (Centro Nacional de Referencia de Plaguicidas

y Contaminantes, 2021).




La prueba de robustez de Younden y Steiner, consiste en evaluar un minimo de cuatro,
hasta siete condiciones, de tal forma que sea posible calcular el efecto de cada una de
las variables haciendo la media de los cuatro valores, que contienen la variable en su
valor mas alto y de aquellas que corresponden al valor mas bajo. Las variaciones
consideradas por el laboratorio deben ser coherentes con el método. Entre las
condiciones analiticas que podrian afectar a un método se encuentran: los analistas,
equipos, reactivos, pH, temperatura, tiempo de reaccion y matriz (Centro Nacional de
Referencia de Plaguicidas y Contaminantes, 2021).

2.6.3. Repetibilidad (R)

Grado de concordancia entre resultados sucesivos e independientes obtenidos por el
mismo método empleando un material identico bajo las mismas condiciones (aparatos,
operadores, laboratorio e intervalos de tiempos cortos, es decir condiciones de

Repetibilidad) (Centro Nacional de Referencia de Plaguicidas y Contaminantes, 2021).

2.6.4. Reproducibilidad (r)

Grado de concordancia entre resultados de analisis individuales en materia de analisis
identico empleando el mismo método y obtenido por diferentes operadores empleando
equipos diferentes (es decir unas condiciones de reproducibilidad). El analisis es
realizado por al menos dos personas y se evallUan los criterios de Eficacia relativa,
Especificidad relativa y Sensibilidad relativa de forma independiente (Centro Nacional

de Referencia de Plaguicidas y Contaminantes, 2021).

2.6.5. Eficacia relativa (ER)

Este parametro mide el grado de correspondencia entre la respuesta obtenida por el
método con las muestras inoculadas y las que no estan inoculadas (Centro Nacional de

Referencia de Plaguicidas y Contaminantes, 2021).

Donde:
VP= Verdaderos positivos de muestras inoculadas

VN= Verdaderos negativos de muestras inoculadas




N = Numero total de muestras
Criterio de Aceptacion (CA): Mayor o igual a 95%

2.6.6. Especificidad relativa (ES) (Exclusividad)

Es la capacidad del método para no detectar al microorganismo diana, en un grupo de
microorganismos no diana, cuando este no esta presente en la muestra (Centro

Nacional de Referencia de Plaguicidas y Contaminantes, 2021).

VN
ES=(—) X100
Ns

Donde:

VN= Verdaderos negativos de muestras inoculadas
Ns= Numero total de muestras sin inoculo
Criterio de aceptacion: Mayor o igual al 95%

2.6.7. Sensibilidad relativa (SR) (Inclusividad)

Capacidad del método para detectar el microorganismo diana cuando se encuentra
presente en la muestra, en una amplia gama de microorganismos no diana (Centro

Nacional de Referencia de Plaguicidas y Contaminantes, 2021).
VP
SR =(—) X100
Ni

Donde:
VP= Verdaderos positivos de muestras inoculadas
Ni = Numero total de muestras inoculadas (menor a 5 UFC’s)

Criterio de aceptacion: Mayor igual al 95%




2.7. Método normalizado

Son aquellos métodos publicados como Normas Oficiales Mexicanas (NOM), Normas
Mexicanas (NMX) y los emitidos por organizaciones de normalizacion, extranjeras,
regionales e internacionales; todas reconocidas tales como FDA, USDA, IS0, etc.,
(Centro Nacional de Referencia de Plaguicidas y Contaminantes, 2021).

En el caso de un Método Normalizado, el laboratorio debe realizar y presentar
evidencia objetiva de la verificacion del método para demostrar que cumple las
especificaciones de este y cuenta con la competencia técnica para realizarlo
adecuadamente, tomando en consideracién sus propias instalaciones, equipo y
personal, los Criterios considerados para la verificacion de un Método Normalizado
son los siguientes (Centro Nacional de Referencia de Plaguicidas y Contaminantes,
2021):

1. Eficacia relativa
2. Especificidad relativa

3. Sensibilidad relativa

2.8. Método no normalizado

Los métodos no normalizados, son aquellos propios o desarrollados en laboratorio, o
bien obtenidos de publicaciones cientificas, asi como métodos normalizados
modificado, ampliados o usados fuera de su alcance propuesto. Estos métodos No
Normalizados deberan ser verificados por los métodos de referencia Normalizado o
Confirmatorio, para poder emitir resultados confiables y demostrar que el método es
equivalente al método normalizado, por ende el laboratorio debe realizar y presentar
evidencia objetiva de la validacién del método para demostrar que el método es capaz
de detectar el microorganismo de interés, los criterios considerados en la validacién
de métodos No Normalizados son los siguientes (Centro Nacional de Referencia de

Plaguicidas y Contaminantes, 2021):

1. Limite de deteccion
2. Repetibilidad
3. Reproducibilidad




4. Eficacia relativa
5. Especificidad relativa
6. Sensibilidad relativa

7. Robustez

2.9. Agricultura Organica

Sistema de produccion de alimentos tanto frescos como procesados derivados de
plantas y animales que utiliza insumos naturales y practicas especiales como la
aplicacion de compostas y abonos verdes, asociacion y rotacion de cultivos, uso de
repelentes y fungicidas a base de plantas y minerales entre otras. A cambio prohibe el
uso de productos de sintesis quimica como pesticidas, insecticidas, herbicidas,
hormonas, fertilizantes y reguladores de crecimiento en plantas y animales, asi como
edulcorantes y conservadores sintéticos en los productos transformados, que pueden
causar contaminacion de alimentos o del ecosistema (Salazar Enrique, Trejo Héctor,
Orona Ignacio, Lépez Jose, Fortis Manuel, Flores Arnoldo, Sanchez Francisco, Léos
Juan, 2007).

2.10. Caracteristicas de la agricultura organica

Producir alimentos de alta calidad nutritiva 'y en suficiente cantidad,
garantizar al consumidor el suministro de alimentos libres de contaminantes,
aprovechar racionalmente los recursos naturales en el ambito local reduciendo al
minimo la dependencia externa, evitar todas las formas de contaminacion que puedan
resultar de la técnica agricola, reducir al minimo el uso de energia en la produccion
agricola y pecuaria, y el mantener la diversidad genética de los sistemas agricolas y
pecuarios, son algunas de las caracteristicas de la agricultura organica (Salazar
Enrique, et al, 2007).

2.11. Produccion organica en México

En México se produce una gran variedad de alimentos de origen organico entre los que
se encuentran: café, hierbas, hortalizas, cacao y uva, como los principales productos
organicos en Meéxico. El café es por mucho el principal producto organico que se
cultiva en nuestro pais, absorbiendo el 68% de las hectareas de cultivo (Salazar
Enrigue, et al, 2007).




2.12. Composta

Es el producto obtenido mediante una tecnologia llamada compostaje, la cual
participan microorganismos aerobios, anaerobios y facultativos donde realizan
procesos microbiolégicos complejos en presencia o0 ausencia de oxigeno donde se
aprovecha el nitrogeno (N) y el carbono (C) presentes para producir su propia biomasa
(Roman Pilar, Martinez Maria M., 2013), que con la adecuada humedad y temperatura,
se asegura una transformacion higiénica en las diferentes etapas termofilicas y
mesofilicas, que permiten obtener un producto benéfico para el suelo e inocuo para el
ambiente, que cumplen con las normas de calidad (Secretaria del Medio Ambiente,
2006).

2.13. Compostas como productos en la agricultura organica

Dentro de los abonos organicos utilizados en la agricultura, el compost y el
lombricompost tienen la particularidad de ser materiales procesados, que brindan la
capacidad de mejorar la estructura del suelo, liberar nutrientes organicos, de
incrementar la capacidad de intercambio cationico, restablecer poblaciones
microbianas y aumentar la retencion de agua mejorando la calidad del suelo y por ende
los bienes y servicios que este presta, trayendo como resultado la disminucién de
desventajas que puedan tener la aplicacidn de otros tipos de abonos organicos que, por
su alta carga microbiana y en particular, de especies patdgenas para las plantas, la

fauna y el hombre, pueden causar problemas colaterales (Salazar Enrique, et al, 2007).

Al incorporar compost al suelo, hay mecanismos subyacentes que traen como resultado
la capacidad de degradacién de ciertos compuestos, muchos trabajos han centrado su
atencién sobre la identificacion de microorganismos (hongos, bacterias y
actinomicetos) que estan presentes en el compost y han identificado o determinado su
capacidad de degradacién. Esto también se ha hecho con el objetivo de establecer la
presencia de patdgenos de plantas y animales, con el fin de darle un manejo adecuado
a los residuos compostados y de llegar a establecer normas de calidad de dichos
productos. En este caso se deben tener en cuenta propiedades fisicas, quimicas y
biologicas de los productos para poder establecer una regulacién sobre el proceso y
sobre las caracteristicas finales del compost. Mediante siembra en medios de cultivo
sintéticos han permitido identificar la carga microbiana que se incorpora al suelo con

su aplicacion (Salazar Enrique, et al, 2007).




2.14. Lixiviados

Es el liquido residual generado por la descomposicion bioldgica de la parte organica o
biodegradable de los residuos solidos bajo condiciones aerdbicas o anaerdbicas y/o
como resultado de la percolacién de agua a través de los residuos en proceso de
degradacion que contiene sustancias que pueden infiltrarse en los suelos o escurrirse
fuera de los sitios en los que se depositan los residuos y que puede dar lugar a la
contaminacién del suelo y de cuerpos de agua, provocando su deterioro y representar
un riesgo potencial a la salud humana y de los demas organismos vivos, siempre y
cuando estos presenten una concentracion igual o mayor a los 20,000 mg O2/L
(Demanda bioquimica de Oxigeno al quinto dia) (Secretaria del Medio Ambiente,
2006).

Los lixiviados de vermicompost son abonos liquidos que contienen nutrientes,
microorganismos benéficos, acidos humicos y sustancias antimicrobianas que se han
usado principalmente como fertilizantes organicos en diferentes cultivos y en el
combate de algunas plagas y enfermedades de plantas, se aplican por aspersion foliar

o0 al suelo (Zamora Karen, Castro Leida, Wang Amy, Luis Arauz, 2017).

Este lixiviado se generan durante el proceso de vermicompostaje producto de la
transformacion de la materia organica al ser mezclada e ingerida por la lombriz, este
material es drenado y recolectado para evitar la saturacion de las camas. Los lixiviados
se deben diluir al menos al 50% antes de aplicarlos ya que pueden causar problemas

de toxicidad por el alto contenido de sales (Zamora Karen, et al, 2017).

2.15. Agentes patdgenos

Un agente patogeno es cualquier agente infeccioso que causa enfermedad, invade un
huésped para obtener refugio o alimentacion, o para reproducirse, de manera que
puedan sobrevivir para infectar otros huéspedes. Los agentes patdgenos mas pequefios
son los virus, que usan la maquinaria de las células del huésped para reproducirse, les
siguen en tamafio las bacterias, los hongos y los protozoos unicelulares; algunos viven
fuera de las células, y otros de preferencia viven dentro de ellas. Los parasitos mas
grandes son metazoos multicelulares que son demasiado grandes como para invadir
células, pero que pueden vivir en cavidades corporales, como los gusanos intestinales
(Dr. G. Gordon MacPherson y Prof. Jonathan M. Austyn, 2013).




2.16. Contaminantes patdgenos en composta y lixiviados

En las Compostas y su producto secundario Lixiviados puede encontrarse bacterias
patdgenas para humanos y animales, uno de los problemas que se presentan por el uso
de Compostas y su producto secundario los Lixiviados, siendo de especial interés la
presencia de Salmonella spp. Este microorganismo es uno de los principales agentes
de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) y puede ser habitante normal del
tracto digestivo de animales que incluyen aves (siendo el pollo un importante
reservorio), bovinos, porcino entre otros. Igualmente es de interés E. coli O157:H7,
que se ha asociado enfermedades causadas por consumo de frutas y vegetales crudos
0 sus productos no pasteurizados. Tiene como reservorios animales como el ganado
vacuno, ciervos y ovejas, y puede sobrevivir hasta 70 dias en el estiércol, dependiendo
de la concentracion y la temperatura. Otros patdgenos que se han encontrado en
compost y que podrian llegar al hombre por el consumo de alimentos contaminados
incluyen: Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus y

Cryptosporidium parvum (Roman Pilar, et al, 2013).

Tabla 1. Temperatura necesaria para la eliminacion de algunos patégenos. Fuente: (Roman Pilar, et
al, 2013).

Microorganismo Temperatura Tiempo de exposicion
Salmonella spp. 55°C 1 hora

65°C 15-20 minutos
Escherichia coli 55°C 1 hora

65°C 15-20 minutos
Brucella abortus 55°C 1 hora

62°C 3 minutos
Parvovirus bovino 55°C 1 hora
Huevos de Ascaris 55°C 3 dias
lumbricoides

[ 55 )




Tabla 2. Limites Microbiologicos de Tolerancia Segin las Diferentes Normas. NMP: Ndmero mas

probable, UFC= unidades formadoras de colonias, bs= base seca. Fuente: (Roman Pilar, et al, 2013).

Pais Coliformes  Salmonella  Enterococcus Hongos
fecales spp. faecalis fitopatdgenos
Chile NCh <1000 (A), Ausenteen - -
2880/04 <2000 (B) 25gde
NMP/g producto
Unién Europea <1x103 Ausenteen  Ausenteenlg  Algunos paises
NMP/g 259 de incluyen
producto Plasmodiophora
brasicae
Colombia <1000 Ausente en ND -
5167/04 UFC/g 25gde
enterobacter producto
ias totales
México NTEA- <1000 < 3/g en bs - Ausente
006-SMA-RS- NMP/g
2006

2.17. Fuentes de contaminacion en Compostas y Lixiviados

La técnica de compostaje y al mismo tiempo la obtencidn de lixiviados, pasan por fases
térmicas las cuales son dependientes de una variedad de factores que intervienen y
afectan positiva y negativamente, como lo es una adecuada humedad, airear la pila o
al realizar el volteo para homogenizar, el tamafio de particula a compostar, la forma y
tamafo de la pila. También debe considerarse la temperatura del lugar y las practicas
de gestion aplicadas en cada caso. Como consecuencia de las elevadas temperaturas
alcanzadas, se destruyen las bacterias patdgenas y parasitos presentes en los residuos
de partida, dandose la higienizacion del material. Pero podria ocurrir una re-

contaminacion de estos abonos o fertilizantes debido a varios factores, si la fase




termofilica no alcanza elevadas temperaturas; no se destruiran las bacterias patdgenas
y parasitos presentes en los residuos de partida, obteniendo una mal higienizacion del
material o inocuidad del compost, por ejemplo: salmonella se elimina a una
temperatura necesaria de 55-65 °C con una exposicion de 20 minutos hasta 1 hora.
Otra manera de contaminacion viene por el uso de estiércoles, seguido del uso de aguas
contaminadas y de las personas que manipulan, por ejemplo: la utilizacion de
utensilios contaminados con material fresco, como una pala para el volteo, o afiadiendo

material fresco después de la fase terméfila (Roman Pilar, et al, 2013).

2.18. Salmonella spp.

La bacteria salmonella es un bacilo gramnegativo, intracelular facultativo, l1abil en
acido, movil por flagelos peritricos que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y
son un patdogeno médicamente importante tanto para humanos como para animales.
Las salmonelas forman un grupo complejo de bacterias que consta de dos especies y
seis subespecies e incluyen mas de 2.579 serovares. Actualmente se reconocen dos
especies en el género Salmonella, S. enterica y S. bongori. S. enterica se puede
subdividir en las subespecies enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica
basadas en modificaciones bioquimicas y genomicas. La mayoria de las Salmonella
son fermentadores de lactosa, productores de sulfito de hidrégeno, oxidasa negativa y
catalasa positiva. Otras propiedades bioguimicas que permiten la identificacion de
Salmonella incluyen la capacidad de crecer con citrato como Unica fuente de carbono,

descarboxila lisina e hidroliza urea (Andino & Hanning, 2015).

2.19. Epidemiologia

En el afio 2010 el Instituto Internacional de Vacunas estimé que hubo 11,9 millones
de enfermedades por fiebre tifoidea y 129.000 muertes en paises de ingresos bajos y
medios. La fiebre tifoidea y fiebre entérica es una de las enfermedades bacterianas
provocadas por Salmonella (Crump John, Sjélund Karlsson Maria & Gordon Melita,
Parry Christopher, 2015).

Las enfermedades por Salmonella como lo pueden ser fiebre tifoidea y entérica, se ha
sabido que en los paises de altos ingresos generalmente se adquieren en el extranjero
y se asocia con viajes a areas de endemicidad. En el caso de los paises industrializados

los productos alimenticios contaminados con heces animales o bien el contacto o




entorno con animales como reptiles, la trasmision a traves del agua y entre personas
son fuentes importantes de infeccion por Salmonella tifoidea y no tifoidea. En los
paises de ingresos bajos y medios la infeccion por Salmonella se da por un saneamiento
deficiente y falta de acceso a alimentos y agua seguros como en Africa Subsahariana
y en los paises de Asia (Crump John, et al, 2015).

Entre los afios 2003 y 2005 en México Zaidi y colaboradores, colectaron un total de
2,893 muestras fecales de pacientes con diarrea, 5,334 muestras de carne de pollo,
puerco yres, y 1,882 muestras de intestinos de pollo, cerdo y bovino en rastros, con el
objetivo de obtener mayor informacién sobre la trasmision de Salmonella a través de
la cadena alimenticia, se obtuvo como resultado; el aislamiento de Salmonella no-
Typhi en 12.8% de los pacientes con diarrea. Las dos serovariedades mas frecuentes
en estos dltimos fueron Typhimurium (22.2%) y Enteritidis (14.5%). La primera se
encontrd en los tres tipos de animales y sus carnes crudas, siendo el cerdo el reservorio
principal (10.2% de todas las serovariedades aisladas en este animal), seguido por
bovino (6.8%) y pollo (4.6%). S. Enteritidis se aislo casi exclusivamente de pollo
(11.9% de todas las serovariedades aisladas en este animal); en bovino y cerdo, el
aislamiento de esta serovariedad apenas alcanzo el 0.1%, estos resultados indicaron
indican que Salmonella entérica continua siendo una importante causa de
morbimortalidad en México. S. Typhimurium y S. Enteritidis son las serovariedades
mas frecuentemente aislados de nifios con diarrea; ademas, junto con S. Typhi, han

sido causa de sepsis y meningitis fatales (Zaidi, et al, 2006).

2.20. Método para el aislamiento de Salmonella spp.

Los miembros del género Salmonella spp han sido muy estudiados como patdgenos
por su presencia en los alimentos. El control de este microorganismo depende en cierta
medida del método analitico utilizado para su deteccion (Diario Oficial de la
Federacidn, 2020).

El método de referencia para el aislamiento de Salmonella spp, guiado en la Norma
Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014, Apéndice A, se aplica en la deteccién de
Salmonella spp en productos para consumo humano, asi como de areas de produccion

y manejo de alimentos especialmente en productos donde las condiciones ambientales




permiten la contaminacion de estos productos por microorganismos de la familia

Enterobacteriaceae (Diario Oficial de la Federacion, 2020).

En la Norma Oficial Mexicana 210, apendice A marca que la determinacion de la
presencia o ausencia de Salmonella spp en cierta cantidad de masa o volumen

especifico de producto, se lleva a cabo requiriendo 4 etapas sucesivas, las cuales son:

1. Etapa de pre-enriquecimiento

2. Enriquecimiento selectivo

3. Aislamiento en medios de cultivos selectivos y diferenciales
4

Identificacion bioquimica y confirmacion serolégica de los microorganismos.




I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del experimento

El desarrollo de este experimento se llevé a cabo en el Laboratorio de Inocuidad
Agroalimentaria, perteneciente al Centro Internacional de Servicios Fitosanitarios S.A.
De C.V., localizado en la Colonia Zona Centro, Calle Prol. Urdifiola, 25000 Saltillo
Coahuila, México, con una latitud de 25,4168652 y Longitud: -100,9860915, al
Noreste de la Ciudad.

3.2. Requerimientos usados
3.2.1.Equipo utilizado

Balanza de precision con sensibilidad de 0.01 g

Autoclave que alcance una temperatura minima de 121+ 1.0 °C
Incubadora a 36x1 °C

Incubadora a 41.5+1 °C

Cabina de Bioseguridad

Homogeneizador

Contador de colonias

Vortex

Micropipeta de 100 a 1000 puL

Micropipeta de 20 a 200 uL

Potencidmetro




3.2.2. Materiales

El material utilizado, los cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espatulas etc., fueron

previamente esterilizados durante 15 min a 121°C.
Asas bacterioldgicas

Placas Petri desechables

Bolsas estériles para homogeneizador WHIRL-PAK®
Tubos de ensayo con tapa roscada de 16 x 150 mm
Tubos de ensayo con tapa roscada de 13 x 100 mm
Pipetas graduadas de 1, 5y 10 mL

Puntas para micropipetas de 100 y 1000 pL

Papel indicador de pH

Tijeras de punta recta

Gradillas para tubos de ensayo de plastico

Guantes esteriles

Cuchillos

Cucharas

3.2.3. Reactivos

Antisuero Salmonella Poly A-1 Vi
Novobiocina (sal sodica)

Galerias API 20E

Reactivos para APl 20 E

Oxidasa

Cristal violeta

Safranina




Yodo
Alcohol-acetona
Solucion yodo yoduro
Solucién salina

3.2.4. Medios de cultivo

Agua peptonada amortiguada (APAm)

Caldo lactosado

Caldo rappaport vassiliadis soya (RVS)

Caldo muller-kauffmann con verde brillante y novobiocina (MKTTn)
Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD)

Agar verde brillante (AVB)

Agar sulfito de bismuto (ASB)

Agar hierro triple aztcar (TSI)

Agar hierro lisina (LI1A)

Agar cuenta estandar (ACE)

3.2.5. Material de referencia

En el analisis se utilizaron las siguientes cepas que se muestran en la Tabla 3. Ademas
de los cultivos control positivo Salmonella Typhimurium ATCC 14028, se usaron
controles adicionales para ayudar a la seleccion de colonias atipicas: S. diarizonae
(ATCC 12325) lactosa positivo y S. bispebjerg (ATCC 9842), lactosa-negativo.

Tabla 3. Cepas de referencia para determinar en composta y lixiviado.

Microorganismos Uso

Salmonella typhimurium ATCC 14028
E. coli ATCC 25922 ‘ Control negativo

Control positivo




3.2.6. Método de ensayo

En la Figura 1 se muestra el diagrama de flujo para determinar Salmonella spp.

C Determinacion de Salmonella spp D

'

Preparacion de la muestra de la muestra

'

APAmM a temperatura ambiente

v

Incubacion por 18 h +2h a 36 °C £ 1°C

I
¥ }

0.1. mL de cultivo + 10 mL de caldo RVS 1 mL de cultivo + 10 mL de caldo
Incubar por 24h+£3ha41.5°C+1°C MKTTn

| |
v
Siembra en medios selectivos XLD, ASB y AVB o
EH para el aislamiento de colonias tipicas.

v

Incubacion por 24 h+3ha36 °C £ 1°C

'

Tomar de cada agar selectivo al menos 1 colonia
considerando como tipica o en total 3 colonias
sospechosas si no existe la primera posibilidad

'

Sembrar en algin agar que sea nutritivo
Incubacion por 24h +3ha36°C+ 1°C

l |

| I
¥

Expresion de resultados
v

>

Pre-enriquecimiento

Enriquecimiento selectivo
Aislamiento

Confirmacion

Figura 1. Flujograma, determinacion de Salmonella Spp.




3.3. Expresion de resultados
3.3.1. Validacién del método para Salmonella spp.

El disefio experimental se realizd de acuerdo con el procedimiento técnico para el
aislamiento de Salmonella spp. basado en la NOM-210-SSA1-2014, apéndice A, y la
guia de validaciébn de métodos microbiolégicos, emitida por el SENASICA,
determinandose el limite de deteccién, robustez, repetibilidad, reproducibilidad,
eficacia relativa, especificidad relativa, sensibilidad relativa. La evaluacion fue
realizada por dos analistas como se indica en la tabla 4.

Al determinarse que las matrices se encontraban libres del patdgeno de interés se
procedio a la preparacion y fortificacion de las muestras con el microorganismo de
interés de acuerdo con los parametros evaluados (tabla 5), para identificar las
caracteristicas de los controles positivos y negativos en cada uno de los pasos del

método de prueba (tabla 6).

Tabla 4. Participantes en la validacion

Nombre Puesto
Elvira Alejandra Escalante Reyna Analista 1
Melbys L6pez Lépez Analista 2

Tabla 5. Descripcion general de las matrices

Cantidad Cddigo interno Origen de Matriz

Matriz utilizada (1d)
Muestra llegada
Composta e
(Gallinaza) 259 CM para analisis en
laboratorio
Muestra llegada
Lixiviado 259 LM para analisis en
laboratorio
( ]
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Tabla 6. Caracteristicas generales de los microrganismos controles

Medios de cultivo

Caracteristicas Salmonella typhimurium ATCC 14028

XLD Colonias rosas, con centro negro
AVB Colonias incoloras rosas, transparentes u opacas, medio rosado a rojo
ASB Colonias negras con brillo metalico, oscurecimiento en el medio
TSI AJK, g (+), H2S (+)
LIA K/K, g (), H2S (+)
Oxidasa Negativa
Aglutinacion Positiva
API Combinacion: 6-7-0-4-7-5-2, muy buena identificacion 99.8 %

Medios de cultivo

Caracteristicas Salmonella bisperjerg ATCC 9842

XLD Colonias rosas
AVB Colonias rosas
ASB Colonias con centro negro
TSI AK g(+) H2S(-)
LIA K/K, g (-), H2S ()
Oxidasa Negativa
Aglutinacién Positiva
API Combinacién: 0-1-0-4-5-1-2, buena identificacion 91.7 %

Medios de cultivo

Caracteristicas Salmonella diarizonae ATCC 12325

XLD Colonias Amarillas con centro negro
AVB Colonias rosas
ASB Colonias centro negro brillo metélico
TSI A/A g (+) H2S (+)
LIA K/K g (-) H2S (+)
Oxidasa Negativa
Aglutinacién Negativa
API Combinacion: 7-7-0-4-5-5-2, muy buena identificacion 99.7 %

Medios de cultivo

Caracteristicas Escherichia coli ATCC 25922

XLD
AVB

ASB
TSI
LIA
Oxidasa
Aglutinacién

API

Colonias Amarillas
Colonias Amarillas

Sin Crecimiento
A/Ag(+) H2S (-)
K/K g(+/-) H2S (-)

Negativa
Negativa

Combinacién: 5-1-4-4-1-5-2, Buena Identificacion 97.7 %

Fuente: Elaboracidon propia con datos obtenidos, 2022




3.4. Descripcion del método de ensayo

3.4.1. Pre-enriquecimiento

Se muestrearon 25 g cada una de las matrices de Composta (gallinaza) y
Lixiviados (humus de lombriz) en bolsas Whirl-pack, de acuerdo con las
especificaciones de los parametros evaluados, se pre-enriquecieron con 225 ml de
APAm y se incubaron a 36°C £ 1°C por 18h £ 2h (Figura 2).

Figura 2. Pre-enriquecimiento de las muestras con APAm.

3.4.2. Enriquecimiento

Después de la incubacion se tom6 0.1ml de cada muestra y control, transfiriéndose a
un tubo con 10 mL de caldo RVS, posteriormente se transfiri6 1 mL de cada muestra
a un tubo con 10 mL de caldo MKTTn. El caldo RVS se incubo a 41.5°C + 1°C por
24h £ 3h y el caldo MKTTn a 36°C £ 1°C por 24h £ 3h. (Figura 3).
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3.4.3. Aislamiento e identificacion

Para el aislamiento, se tom¢ una asada bacteriolégica del caldo RVS y caldo MKTTn
de cada una de las muestras y controles, e inocularon por estria simple en Agares
Selectivos XLD, AVB y ASB. Los agares selectivos XLD, AVB y ASB se llevaron a
incubar a 36°C £ 1°C durante 24h £ 3h; sin embargo, el ASB se incubo por otras 24

h, para la identificacion de Salmonella spp., los resultados se muestran de la Figura 4

alag.

Figura 4. Aislamiento en Agares selectivos de muestras de Compostas: a) XLD: colonias rosas con
centro negro, b) AVB: colonias incoloras rosas y ¢) ASB: colonias negras con brillo metalico y

oscurecimiento en el medio.

Figura 5. Aislamiento en Agares selectivos de muestras de Lixiviados: a) XLD: colonias rosas con
centro negro, b) AVB: colonias incoloras rosas, y ¢) ASB: colonias negras con brillo metalico con
oscurecimiento en el medio, considerando con estas caracteristicas obtenidas el alcance del método en

esta matriz.




Figura 6. Aislamiento en Agares selectivos de Salmonella typhimurium: a) XLD: colonias rosas con
centro negro, b) AVB colonias incoloras rosas, transparentes, medio rosado, ¢) ASB colonias negras

con brillo metalico, oscurecimiento en el medio. |

Figura 7. Aislamiento en Agares selectivos de Salmonella diarizonae: a) XLD colonias amarillas con
centro negro, b) AVB colonias rosas, c) ASB colonias centro negro brillo metalico.

Figura 8. Aislamiento en Agares selectivos de Salmonella bispebjerg: a) XLD colonias rosas b) AVB

colonias rosas, ¢) ASB colonias negras brillo metalico.




Figura 9. Aislamiento selectivo de Escherichia coli: a) XLD colonias amarillas, b) AVB colonias
amarillas, ) ASB no se present6 crecimiento.

3.4.4. Seleccion de colonias para su confirmaciéon
Para la confirmacion, se tom6 de cada agar selectivo una colonia considerada como

tipica, se estri6 en ACE, para el aislamiento de colonias. Por Gltimo se incubaron a
36°C £ 1°C durante 24h £ 3h. (Figura 10).

Figura 10. Crecimiento de las colonias seleccionadas en placas de ACE.

3.4.5. Confirmacion bioquimica

Se selecciond una colonia de cada placa de ACE, tocando ligeramente el centro con
un asa estéril para inocular por puncién y estriado por la superficie inclinada de los
medios bioquimicos de TSIy LIA, las inclinaciones se incubaron a 36°C + 1°C durante
24 £ 2 h (Tabla7). Las placas de agar selectivas seleccionadas se almacenaron a 5-8
°C.




Tabla 7. ldentificacion bioquimica de controles y muestras de compostas Y lixiviados.

Lecturas

Identificacion bioquimica de lixiviados

en:
a) TSI: A/K, g (+), HaS (+).

b) LIA: K/IK, g (), H2S (+).

Identificacién bioquimica de composta

en:
a) TSI: A/K, g (+), HaS (+).

b) LIA: K/K, g (-), H2S (+).

Identificacion Bioquimica de control

Salmonella typhimurium en:
a) TSI: A/K, g (+), H2S (+).

b) LIA: K/K, g (-), H2S ().




Identificacion Bioquimica de control
Salmonella bispebjerg en:

a) TSI: A/K, g (+), HaS (-).

b) LIA: KIK, g (-), H2S ().

Identificacion Bioquimica de control
Salmonella diarizonae en:

a) TSI: A/A g (+) H2S (+).

b) LIA: K/K g () H2S (+).

Identificacion Bioquimica de control

Escherichia coli en:
a) TSI: AJA, g (+), H2S (-).

b) LIA: K/K, g (-), H2S ().

Nota: a= acido, k = alcalino, g (+) = formacion de gas, g (-) = sin formacion de gas, H,S (+) = &cido

sulthidrico positivo, HS (-) = &cido sulfhidrico negativo




3.4.6. Prueba oxidasa

La prueba de oxidasa permitid brindar uno de los alcances para la identificacion
fenotipica de los controles de Salmonella spp. y E. coli. (Figura 11). Esta prueba
determina si un microorganismo produce la enzima citocromooxidasa. La
citocromooxidasa es un enzima del grupo de la porfirina férrica muy difundida en la
naturaleza. Ella oxida el citocromo ¢ reducido y entonces se transforma ella misma en
la forma reducida e inactiva. Por transferencia de los electrones a oxigeno molecular
la citocromooxidasa se transforma de nuevo en la forma activa. En presencia de
oxigeno molecular el sistema citocromooxidasa/citocromo ¢ puede reducir toda una
serie de sustancias organicas, entre otras el Ilamado reactivo NaDi (1-naftol +
dimetilparafenilendiamina con formacién de la molécula de condensacion, azul de
indofenol. Esta reaccion se emplea para clasificar e identificar bacterias gramnegativas
(Merck, 2007).

Figura 11. La reaccion de oxidasa se realizdé con Salmonella typhimurium, obteniendo resultado de
citocromooxidasa-negativo. Para un ensayo de control de un cultivo positivo se utiliz6 Vibrio cholerae
ATCC 1408 obteniendo lecturas de oxidasa-positivos con una zona reactiva de color azul a violeta
azulado.

3.4.7. ldentificacion presuntiva del género Salmonella spp.

Para la confirmacién bioquimica se utilizaron galerias APl 20 E por muestra y

controles, segun las instrucciones del fabricante (Figura 12).




Las galerias APl 20-E, son pruebas bioquimicas miniaturizadas, los reactivos
utilizados fueron reactivo TDA, reactivo James, reactivo VP1 y VP2, SRF, aceite de
inmersion y agua destilada.

Figura 12. Identificacion presuntiva del género Salmonella spp., en muestra de composta. Segun los
datos registrados en APl web, se identifica una Salmonella spp., con una % ID 99.8, calificando como

una muy buena identificacion.
3.4.8. Deteccion de los antigenos Poly A-1 & Vi
La reaccion de aglutinaciéon en las muestras de composta y lixiviado inoculados con

Salmonella spp. (Figura 13) dio una aglutinacion homologa positiva, siendo estos

resultados de apoyo para la identificacion morfolégica y bioquimica del

microorganismo de interés.

Figura 13. Deteccion de los antigenos Poly A-l1 & Vi en muestras de composta y lixiviado. Se uso6
Salmonella O Antiserum poli A-1 & Vi, se emulsiono una asada el microorganismo del cultivo aislado
de las muestras en un porta objetos y se adiciono el antisuero observandose una reaccién homologa y

rapida de aglutinacion positiva entre antigeno y anticuerpo.




IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Verificacion de las muestras

Se realizaron pruebas preliminares para evaluar el cumplimiento en seguridad e
higiene de las matrices para descartar que el microrganismo de interés no esté presente.
Cada matriz se analiz6 por triplicado, se utilizaron testigos control, descartandose la
presencia del patdgeno de interés, como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Verificacion de las tres repeticiones de composta y lixiviados.

Matriz ID Tamafo de la unidad de andlisis Resultado
Composta CM1 259 Ausencia
Composta CM2 259 Ausencia
Composta CM3 259 Ausencia
Lixiviado LM1 259 Ausencia
Lixiviado LM1 259 Ausencia
Lixiviado LM1 259 Ausencia

4.2. Limite de deteccion (LD)

Cada analista realizo 10 repeticiones de cada matriz inoculada con un nivel bajo del

microorganismo diana.

4.2.1. Calculo del LD en Composta (Analista 1)

El LD fue calculado con un VVP obtenido de 9 muestras inoculadas, sobre un Ni de 10
muestras totales inoculadas teniendo como resultado un LD del 90%, siendo este un

valor aceptado segun el CA (= 80%).

9
LD =—X100%
10

LD =90 %




Tabla 9. Limite de deteccién analista 1 en composta. La asignacion de identificacion de las muestras:

A (Alejandra), C (composta), LD1 (limite de deteccion seguido del ndmero de repeticion de muestra).

Las variables Ni: ndmero total de muestras inoculadas, VP: verdaderos positivos de muestras

inoculadas, LD: limite de deteccion, CA: criterio de aceptacion.

Muestra  Cédigo  Resultado Valoresperado Ni VP LD (%) CA (%)
1 ACLD1 Presencia Presencia
2 ACLD2 Presencia Presencia
3 ACLD3 Presencia Presencia
4 ACLD4 Presencia Presencia
5 ACLD5 Presencia Presencia

10 9 90 80
6 ACLD6 Presencia Presencia
7 ACLD7 Presencia Presencia
8 ACLDS8 Presencia Presencia
9 ACLD9 Ausencia Presencia
10 ACLD10  Presencia Presencia

4.2.2. Calculo del LD en Lixiviado (Analista 1)

El LD fue calculado con un VP obtenido de 10 muestras inoculadas, teniendo como

resultado un LD del 100%, siendo este un valor aceptado segtn el CA (= 80%).

Lp 10
= %100 %
10 0

LD =100%
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Tabla 10. Limite de deteccion analista 1 en lixiviado. La asignacidn de identificacion de las muestras:

A (Alejandra), L (lixiviado), LD1 (limite de deteccion seguido del nimero de repeticion de muestra).

Las variables Ni: ndmero total de muestras inoculadas, VP: verdaderos positivos de muestras

inoculadas, LD: limite de deteccion, CA: criterio de aceptacion.

Muestra  Cédigo  Resultado Valoresperado Ni VP LD (%) CA (%)
1 ALLD1 Presencia Presencia
2 ALLD2 Presencia Presencia
3 ALLD3 Presencia Presencia
4 ALLD4 Presencia Presencia
5 ALLD5 Presencia Presencia
10 10 100 80
6 ALLD6 Presencia Presencia
7 ALLD7 Presencia Presencia
8 ALLDS8 Presencia Presencia
9 ALLD9 Ausencia Presencia
10 ALLD10  Presencia Presencia

4.2.3. Calculo del LD en composta (Analista 2)

El LD fue calculado con un VP obtenido de 10 muestras inoculadas, teniendo como

resultado un LD del 100%, siendo este un valor aceptado segun el CA (= 80%).

1o
= %100 %
10 0

LD =100 %
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Tabla 11. Limite de deteccidn analista 2 en composta. La asignacion de identificacion de las muestras:

M (Melbys), C (composta), LD1 (limite de deteccidn seguido del nimero de repeticion de muestra).

Las variables Ni: ndmero total de muestras inoculadas, VP: verdaderos positivos de muestras

inoculadas, LD: limite de deteccion, CA: criterio de aceptacion.

Muestra  Cédigo  Resultado Valoresperado Ni VP LD (%) CA (%)
1 MCLD1 Presencia Presencia
2 MCLD2 Presencia Presencia
3 MCLD3 Presencia Presencia
4 MCLD4 Presencia Presencia
5 MCLD5 Presencia Presencia
10 10 100 80
6 MCLD6 Presencia Presencia
7 MCLD7 Presencia Presencia
8 MCLD8 Presencia Presencia
9 MCLD9 Presencia Presencia
10 MCLD10  Presencia Presencia

4.2.4. Calculo del LD en Lixiviado (Analista 2)

El LD fue calculado con un VP obtenido de 10 muestras inoculadas, teniendo como

resultado un LD del 100%, siendo este un valor aceptado segtn el CA (= 80%).

LD 10
=—x1009
10 %o

LD =100 %




Tabla 12. Limite de deteccidn analista 2 en lixiviado. La asignacion de identificacion de las muestras:
M (Melbys), L (lixiviado), LD1 (limite de deteccion seguido del nimero de repeticion de muestra). Las
variables Ni: nimero total de muestras inoculadas, VVP: verdaderos positivos de muestras inoculadas,

LD: limite de deteccidn, CA: criterio de aceptacion.

Muestra  Codigo  Resultado Valoresperado Ni VP LD (%) CA (%)

1 MLLD1 Presencia Presencia
2 MLLD2 Presencia Presencia
3 MLLD3 Presencia Presencia
4 MLLD4 Presencia Presencia
5 MLLD5 Presencia Presencia
10 10 100 80
6 MLLD6 Presencia Presencia
7 MLLD7 Presencia Presencia
8 MLLD8 Presencia Presencia
9 MLLD9 Presencia Presencia

10 MLLD10 Presencia Presencia

4.3. Robustez

En robustez se consideraron cuatro parametros a evaluar en muestras inoculadas y no
inoculadas, las cuales se llevaron a condiciones normales en su uso hasta sus limites
tolerantes, para poder medir la capacidad del método en obtener resultados confiables.
Tabla 13. Asignacidn de valores de condiciones evaluadas para el parametro robustez en composta y

lixiviados. La variable en su valor mas alto (A, B, C, D) y aquellas que corresponden al valor méas bajo
(@ b, c, d).

Condiciéon Letra Descripcion Valor Nominal Valor Alto Valor Bajo
1 A/a  Medio de cultivo APAM APAM C. Lactosado
2 B/b Temperatura 36°C 37°C 35°C
3 Clc Tiempo 26h 24h 18 h
4 D/d Analista NA 1 2
( 45 )



4.3.1. Criterio de Aceptacion
Utilizando los promedios calculados (tabla 13) se obtuvo un promedio de las variables consideradas como valores altos y valores bajos. EI Resultado
obtenido de cada variable fue igual a 1. En virtud a estos resultados se considera que el método es factible y seguro para obtener resultados confiables.

Tabla 14. Robustez analista 1 y 2 (composta). Se llevo a cabo la combinacién de valores en 8 bloques de 3 repeticiones cada uno, obteniendo resultados satisfactorios (presencia

en las muestras inoculadas, ausencia en muestras no inoculadas). Los resultados obtenidos se reportan como presencia (1) o ausencia (0) por cada bloque, para asi obtener el

promedio.
Bloque Ala B/b Clc D/d Resultado 1 Resultado2 Resultado3 Promedio
1 APAmM 37 °C 26 h Alejandra 1 1 1 1
2 APAmM 37 °C 26 h Alejandra 1 1 1
3 C. lactosado 37°C 26 h Alejandra 1 1 1 1
4 C. lactosado 37°C 26 h Alejandra 1 1 1 1
5 APAmM 35°C 18 h Melbys 1 1 1 1
6 APAmM 35°C 18 h Melbys 1 1 1 1
7 C. lactosado 35°C 18 h Melbys 1 1 1 1
8 C. lactosado 35°C 18 h Melbys 1 1 1 1
( 49 1




Tabla 15. Robustez analista 1 y 2 (lixiviado). Se llevé a cabo la combinacion de valores en 8 bloques de 3 repeticiones cada uno, obteniendo resultados satisfactorios (presencia

en las muestras inoculadas, ausencia en muestras no inoculadas). Los resultados obtenidos se reportan como presencia (1) o ausencia (0) por cada bloque, para asi obtener el

promedio.
Bloque Ala B/b Clc D/d Resultado 1 Resultado 2 Resultado 3 Promedio
1 APAM 37 °C 18 h Melbys 1 1 1 1
2 APAmM 37°C 26 h Alejandra 1 1 1
3 C. lactosado 37°C 18 h Melbys 1 1 1 1
4 C. lactosado 37 °C 26 h Alejandra 1 1 1 1
5 APAmM 35°C 18 h Melbys 1 1 1 1
6 APAmM 35°C 26 h Alejandra 1 1 1 1
7 C. lactosado 35°C 18 h Melbys 1 1 1 1
8 C. lactosado 35°C 26 h Alejandra 1 1 1 1

4.4. Repetibilidad (R)

En este parametro se llevaron repeticiones de las matrices de composta y lixiviado a condiciones requeridas inicialmente por el método (respetando

los parametros, aparatos y operadores), para finalmente evaluar la concordancia de resultados evidentes esperados.




Tabla 16. Repetibilidad realizada por el analista 2, en Composta. El grado de correspondencia entre la respuesta obtenida por el método con las muestras inoculadas y las no
inoculadas fue de una eficacia relativa (ER) del 100% en las tres repeticiones, siendo estos valores aceptados. Entendiéndose como VN (verdaderos negativos), VP (verdaderos
positivos) y ER (eficacia relativa).

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
Parametros Muestra Resultado VN VP ER Resultado VN VP ER Resultado VN VP ER

001 Ausencia Ausencia Ausencia

002 Ausencia Ausencia Ausencia

003 Ausencia Ausencia Ausencia

004 Ausencia Ausencia Ausencia

Especificidad 005 Ausencia Ausencia Ausencia
relativa 006 Ausencia Ausencia Ausencia
007 Ausencia Ausencia Ausencia

008 Ausencia Ausencia Ausencia

009 Ausencia Ausencia Ausencia

010 Ausencia Ausencia Ausencia

10de 10  10de 10 100% 10de 10  10de 10 100 % 10 de 10 10 de 10 100 %

001 Presencia Presencia Presencia

002 Presencia Presencia Presencia

003 Presencia Presencia Presencia

004 Presencia Presencia Presencia

Sensibilidad 005 Presencia Presencia Presencia
relativa 006 Presencia Presencia Presencia
007 Presencia Presencia Presencia

008 Presencia Presencia Presencia

009 Presencia Presencia Presencia

010 Presencia Presencia Presencia




Tabla 17. Repetibilidad realizada por el analista 2, en lixiviado. Entendiéndose como VN (verdaderos negativos), VP (verdaderos positivos) y ER (eficacia Relativa). El grado
de correspondencia entre la respuesta obtenida por el método con las muestras inoculadas y las no inoculadas fue de una eficacia relativa (ER) del 100% en las tres repeticiones,
siendo estos valores aceptados.

Repeticion |

Repeticion 11

Repeticion 111

Parametros Muestra Resultado VN VP ER Resultado VN VP ER Resultado VN VP ER

001 Ausencia Ausencia Ausencia

002 Ausencia Ausencia Ausencia

003 Ausencia Ausencia Ausencia

004 Ausencia Ausencia Ausencia

Especificidad 005 Ausencia Ausencia Ausencia
relativa 006 Ausencia Ausencia Ausencia
007 Ausencia Ausencia Ausencia

008 Ausencia Ausencia Ausencia

009 Ausencia Ausencia Ausencia

010 Ausencia Ausencia Ausencia

10de 10  10de 10 100% 10de 10  10de 10 100 % 10 de 10 10 de 10 100 %

001 Presencia Presencia Presencia

002 Presencia Presencia Presencia

003 Presencia Presencia Presencia

004 Presencia Presencia Presencia

Sensibilidad 005 Presencia Presencia Presencia
relativa 006 Presencia Presencia Presencia
007 Presencia Presencia Presencia

008 Presencia Presencia Presencia

009 Presencia Presencia Presencia

010 Presencia Presencia Presencia
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4.5. Reproducibilidad

Empleando el mismo método, contemplando a los analistas de la validacion, se utilizaron
equipos diferentes y avalud los criterios de eficacia relativa, especificidad relativa y
sensibilidad relativa de forma independiente por matriz, obteniéndose como resultado que
el método es fiable y selectivo por diferenciar las muestras inoculadas entre un grupo de
microrganismo no diana y también el método tiene capacidad para detectar que el
microorganismo diana no se encuentra presente en la muestra en una amplia gama de

microorganismos no diana.

Tabla 18. Reproducibilidad realizada por el analista 1, en composta y lixiviado. Se realizaron 10 repeticiones
de muestras inoculadas y no inoculadas con el microorganismo diana por matriz, obteniéndose una eficacia

relativa (ER) aceptada del 100 %. Entendiéndose como VN (verdaderos negativos), VP (verdaderos

positivos).
Composta Lixiviado
Pardmetros Muestra Resultado VN VP ER Resultado VN VP ER

001 Ausencia Ausencia

002 Ausencia Ausencia

003 Ausencia Ausencia

004 Ausencia Ausencia

Especificidad 005 Ausencia Ausencia
relativa 006 Ausencia Ausencia
007 Ausencia Ausencia

008 Ausencia Ausencia

009 Ausencia Ausencia

010 Ausencia Ausencia

10de 10  10de 10 100% 10 de 10 10 de 10 100 %

001 Presencia Presencia

002 Presencia Presencia

003 Presencia Presencia

004 Presencia Presencia

Sensibilidad 005 Presencia Presencia
relativa 006 Presencia Presencia
007 Presencia Presencia

008 Presencia Presencia

009 Presencia Presencia

010 Presencia Presencia

[ 53 )



Célculos para eficacia relativa (ER), especificidad relativa (ES), y sensibilidad relativa
(SR):

ER =""""N x 100=19%100 = 100%

N 10

ES =" x100=19%x100 = 100%
Ns 10

SR =" X 100=10x100 = 100%
Ni 10

Tabla 19. Reproducibilidad realizada por el analista 2, en composta y lixiviado. Se llevaron a cabo 10
repeticiones de muestras inoculadas y no inoculadas con el microorganismo diana por matriz, obteniéndose
una eficacia relativa (ER) aceptada del 100 %. Entendiéndose como VN (verdaderos negativos), VP

(verdaderos positivos).

Composta Lixiviado
Pardmetros Muestra Resultado VN VP ER Resultado VN VP ER

001 Ausencia Ausencia

002 Ausencia Ausencia

003 Ausencia Ausencia

004 Ausencia Ausencia

Especificidad 005 Ausencia Ausencia
relativa 006 Ausencia Ausencia
007 Ausencia Ausencia

008 Ausencia Ausencia

009 Ausencia Ausencia

010 Ausencia Ausencia

10de 10  10de 10 100% 10 de 10 10 de 10 100 %

001 Presencia Presencia

002 Presencia Presencia

003 Presencia Presencia

004 Presencia Presencia

Sensibilidad 005 Presencia Presencia
relativa 006 Presencia Presencia
007 Presencia Presencia

008 Presencia Presencia

009 Presencia Presencia

010 Presencia Presencia

( =4 )
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4.6. Analisis de los resultados

Los resultados obtenidos de cada uno de los parametros de la validacion cumplieron con
los rangos de criterios de aceptacion como se muestra en la tabla 21. El limite de deteccién
en composta del analista 1 fue el valor mas bajo con un 90 %, no obstante este valor esta
dentro de los rangos aceptables.

Tabla 20. Evaluacion de los criterios de aceptacion.

Parametro Criterios de aceptacion Resultados en Resultados en
Composta Lixiviado
Limite de Deteccién  Resultados positivos: > Analista 1: 90 % Analista 1: 100 %
80%

Analista 2: 100 % Analista 2: 100 %
Tamafio del inéculo: <5

UFC microrganismo de

interés
Robustez El resultado de cada Analista 1: 1 Analista 1: 1
variable debe ser igual a 1 . .
Analista 2: 1 Analista 2: 1
Repetibilidad Mayor o igual 95% Analista 1. 100% Analista 1: 100 %

Analista 2: 100 % Analista 2: 100 %

Reproducibilidad Mayor o igual 95%. Analista 1: 100 % Analista 1: 100%

Analista 2: 100 % Analista 2: 100 %

Eficacia relativa Mayor o igual 95%. Analista 1: 100 % Analista 1: 100 %

ER
(ER) Analista 2: 100 % Analista 2: 100 %

Especificidad Mayor o igual 95%. Analista 1: 100 % Analista 1: 100 %

Relativa (ES
(ES) Analista 2: 100 % Analista 2: 100 %

Sensibilidad Mayor o igual 95%. Analista 1: 100 % Analista 1: 100 %

Relativa (SR
(SR) Analista 2: 100 % Analista 2: 100 %




V. CONCLUSIONES

Al cumplirse todos los criterios de validacion de métodos microbiol6gicos como lo son
limite de deteccidn, reproducibilidad, repetibilidad, eficacia relativa, especificidad relativa,
sensibilidad relativa y robustez, en se ha considerado que el método de referencia para el
aislamiento de Salmonella spp., es suficientemente robusto para no ser afectado por las
variaciones reproducibles realizadas en este trabajo y por lo tanto este método es apto para
el analisis de productos de composta y lixiviado.

Elempleo del método cualitativo “determinacion de Salmonella spp. ” descrito en la Norma
Oficial Mexicana 210, apéndice A, fue una herramienta eficaz para obtener resultados de
garantia comparables por su reconocimiento y aceptacion, permitiendo que la validacién
del método aporte en el desarrollo cientifico y técnico, obteniendo con esto calidad de
procesos Y resultados en el laboratorio de inocuidad agroalimentaria donde se pretende

implementar.
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