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1 QBJETIVOS Y ALCANCE

El objetivo del instructivo es dar a conocer los requisitos especlficos para la acreditacion de
laboratorios por parte del SAG para la realizaciéon del analisis/ensayo para Salmonella sp
Mediante Método Tradicional de Cultivo MLG 4.02. USDAJFSIS

Del mismo modo, en este documento se estipulan instrucciones técnicas que deben
cumplir los laboratorios para que obtengan y mantengan tal acreditacion.

Este procedimiento aplica para muestras de piel de cuello de ave, enjuague de carcasa de
aves y esponjas de superficie de carcasas, las cuales corresponden a muestreos
microbiologicos oficiales tomados desde plantas de fagnamiento de productos pecuarios de
exportacion.

2

REFERENCIAS Y DOCUMENTOS RELACIONADOS

Microbiology Laboratory Guidebook MLG 4.02 (10/25/02). USDA/FSIS.

Manual de Procedimientos para Muestreo Microbiologico Oficial en Carnes fagnadas en
Mataderos de Exportacién. SAG. Version vigente.

Programa de Control Microbioldgico de carnes faenadas para exportacion. SAG. Version
vigente.

Norma Chilena Oficial NCh-ISO 17025.Version vigente.
Norma Chilena Oficial NCh 2726.0f. 2002.
Norma Chilena Oficial NCh 426/2 Of, 97.

Entrenamiento Microbioldgico FSIS/SAG en técnicas diagnésticas para Salmonelia vy
E.coli Genérico. Santiago, 3 al 7 de Marzo del 2003.

NCh 3162/1.0f2008, Microbiologla de los alimentos para consumo humano y animal-
Gula para la preparacion y produccién de medios de cultivo- Parte @ Directrices
generales para el aseguramiento de la calidad para la preparacién de medios de cultivo
en el iaboratorio.

NCh 3162/2.0f2008, Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal-
Guia para la preparacion y produccion de medios de cultivo- Parte II: Gula practica para
los ensayos de  rendimiento de los medios de cultiva.

Resolucion Exenta N° 355 de 2005 del Servicio Agricola y Ganadero o aguella que |a
reemplace, que “Aprueba Reglamento especifico para la acreditacién de laboratorios de
analisis /fensayos e Instructivos técnicos que indica y deroga Resolucion N® 1463/1281",

Reglamento especifico para la Acreditacion de Laboratorios Analisis/Ensayo. version
vigente

Actas Reuniones entre Subdepartamento Laboratorios Pecuarios y Laboratorios
habilitados.

Laboratory Biosafety Guidelines, Medical Research Council, Canada Version vigente.
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3 DEFINICIONES Y ABREVIATURAS

= Protocolo Oficial SAG: Documentos emitidos por profesionales del SAG: "Protocolo
de Toma de Muestra E.cofi Programa de Reduccion de
Patogenos’, “Protocolo de Toma de Muestras y Resultados

Laboratorio”.
o USDA: United States Department Agriculture.
e FSIS; Food Safety and Inspection Service.
=  SAG Servicio Agricola y Ganadero.
« [SO: international Organization for Standardization.
o AOAC: Association of Official Analytical Chemists.
= SAC: Sistema de Aseguramiento de la Calidad.
= MVO: Medico Veterinario Oficial del SAG.
s INN: Institute Nacional de Normalizacion.

4 REQUISITOS

4.1 Reaquisifos infraestructura equipos materiales y reactivos

iii) Infraestructura:

- Infraestructura requerida para llevar a cabo las actividades contempladas en el
alcance, cumpliendo lo sefialado en los puntos correspondientes de la NCh-ISO
17025. Version vigente.

- Equipamiento basico para realizar las actividades comprendidas en el alcance de Ia
habilitacion, de acuerdo a requisitos sefialados en NCh-1SO 17025. Version vigente.

- El Laboratorio debe poseer infraestructura adecuada a un nivel Bioseguridad 2, de
acuerdo a Laboratory Biosafety Guidelines, Medical Research Council, Canada
(Version Vigente).

if} Equipos, instrumentos y materiales
- Balanza digital.
- Estufa de cultivo 35° + 1°C.
- Estufa de cultive o Bafio de agua termoregulado 42° + 0.5 °C.
- Bafio de agua termoregulado 48°-50 °C,
- Agitador de tubos o vortex.
- Autoclave.
- Stomacher 80.
-~ Refrigerador.
- Gabinete de Bioseguridad.
- Gotarios estériles.
- Pipetas estérilesde 1y 5 ml.
- Guantes desechables estériles.
- Asa de nicrom de aro y asa en punta.
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~ Placas de vidrio para aglutinacion.

— Lampara o lupa con luz,

— Placas Petri plasticas desechables.

— Tubos de ensayo.

- Toalla de papel absorbente,

~  Propipeta.

— Bolsas plasticas resellables, estériles.

- Instrumentos estériles para obtener la muestra a pesar: bisturi, tijeras y pinzas.

iii) Reactivos, soluciones y medios de cultivo
— Agua Peptonada Tamponada. Frasco Schott x 225 mi.
- Caldo Rappaport — Vassiliadis modificado (mRV), Caldo Rappaport —~ Vassiliadis

R10 o Caldo Rappaport — Vassiliadis Soya Peptona (RVS).Tubos tapa rosca x 10
ml.

~ Caldo Tetrationato Hajna. Tubos tapa rosca x 10 ml.

- Caldo soya tripticasa o triptosa.

— Solucion de Yodina.

—~ Agar Xilosa Lisina Tergitol (XLT4) o Agar Doble Modificade Lisina Higrro (DMLIA).
~ Agar Verde Brillante Sulfa (BGS conteniendo 0.1% de Sulfapiridina de Sodio).

— Agar Triple Aztcar Hierro {TSI).

~ Agar Hierro Lisina (LIA).

- Agar Movilidad Indal Ornitina (MIO}).

— Agar Tripticasa Soya (TSA).

- Antisuero Somatico (O) Polivalente A — | para Salmonella sp.

- Antisueros Somaticos (O) Monovalentes para Salmonelfla sp. (Grupos A-1).
- Antisuere Flagelar (M} Polivalente para Salmonelfa sp.

— API| 20 E de Biomerieux u otro equivalente.

- AguaClase 4.

— Solucion de suero fisiolégico al 0.85%.

- Solucidn de suero fisiclégico al 0.85% con formalina al 0.6%.

- Etanot 70%.

-~ Solucion de Cloro al 1%.

iv) Estandares

Se utilizaran como estandares Cepas ATCC de una Salmonella sp H,S negativa y otra H,S
positiva, 1as cuales seran mantenidas y utilizadas de acuerdo a lo sefialado en la Norma
Chilena 2726. Las cepas de irabajo obtenidas a partir de dichas cepas ATCC, seran
utilizadas para el control del método de ensayo, Para el confrol de calidad de ios medios de
cultivo, podran utilizarse como controles positivos y negativos las cepas ATCC
recomendadas por el fabricante.

4.2 Requisitos de personal

i) Responsable técnico

Segln lo dispuesto en el numeral 4.2 del Reglamento Especlfico para la acreditacién de
Laboratorios de analisis / ensayo, el Laboratorio debe contar con un responsable técnico,
quien sera la contraparte del SAG, en temas técnicos asociados a su actividad como
Laboratorio acreditado, el cual debe cumplir con los siguientes requerimientos:
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~Titulo profesional calificado en el area biologica, de una carrera de al menos ocho
semestres academicos, con experiencia laboral comprobable en el drea de analisis de
laboratorio de al menos dos afios, uno de ellos en el area de bacteriologla.

—Haber recibido capacitacion en la realizacion del Método Tradicional de Cultivo MLG
4.02. USDAIFSIS para determinacién de Salmoneila sp., en el tipe de muestras
involucradas en el aicance de la acreditacién, comprobabie mediante certificado
correspondiente.

—~De existir un subrogante para este cargo, este debera cumplir los mismos requisitos
indicados en este punto.

—Calificado y capacitado en el uso de procedimientos, instructivos, manuales y ofros
documentos, tanto en los aspectos de gestion como en las metodologias que se desean
acreditar, cumpliendo lo sefialado en los puntos correspondientes de la NCh-1SO 17025.
Version vigente.

i) Analista(s):

El laboratorio debera contar con analistas en niumero adecuado de acuerdo a la cantidad de
analisis a realizar, quienes deben cumplir con el siguiente perfil:

—Contar con un titulo profesional o técnico compatibte con el desarrollo de las funciones
asociadas al érea de acreditacion.

~Haber recibido capacitacion en la realizacion del Método Tradicional de Cultivo MLG 4.02,
USDA/FSIS para determinacion de Salmonella sp., en el tipo de muestras involucradas en
el alcance de la acreditacién, comprobable mediante certificado correspondiente,

—Calificado y capacitado en e uso de procedimientos, instructivos, manuales y otros
documentos, tanto en los aspectos de gestion como en las metodologias que se desean
acreditar, cumpliendo o sefialado en los puntos correspondientes de la NCh-ISO 17025,
Version vigente.

4.3 Requisitos especificos

- El Laboratorio debe poseer documentacion técnica y de gestién que avale el cumplimiento
de NCh-ISO 17025. Versidn vigente, para o cual debe estar acreditado ante el INN en
alguna de las areas relacionadas con andlisis bacteriologicos.

—~Una vez que el laboratario solicitante obtenga la acreditacion de las técnicas por el SAG,
se le otorgara un plazo de 2 afios para lograr la acreditacion de éstas ante el INN.

—El Laboratorio debe contar con los siguientes documentos:

- Procedimiento/Instructivo Manejo de Muestras involucrados en el alcance de Ia
acreditacion.

- Procedimiento e Instructivos Preparacion de Medios de Cultivo involucradas en el
alcance de la acreditacion,

- Procedimiento /instructivo Preparacion y Esterilizacion de Material de Vidrio.

- Procedimiento /Instructivo Eliminacion y Descontaminacion de Residuos y Materiales.

- Procedimiento /Instructivo Aseo y Limpieza de Laboratorios.

- Procedimiento /Anstructivo Cantrol Bioldgico de Esterilidad en Autoclaves.

- Procedimiento /Instructivo de Verificacion de Eauipos.

- Procedimiento /Instructivo Control Material de Lavado.

- Procedimiento /instructivo Control de Calidad Interna.

- Procedimiento /Instructivo Control de Ambiente.
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- Procedimiento /instructivo Manejo de Cepas Control.

- Llista Maestra de Equipos e Instrumentos de Medicidn involucrados en el alcance de
fa acreditacion.

- Instructivos de Uso de los equipos involucrados en el alcance de la acreditacian.

- Programa de Mantencidn /Verificacion / Calibracion de los equipos involucrados en el
alcance de la acreditacion.

- Instructivo de Manejo y Proteccion de datos computacionales.

4.4 Medios de verificacion de requisitos

El laboratoric solicitante deberd presentar todos los documentos que avalen el Sistema de
Aseguramiento de la Calidad, implementado en el laboratorio y que demuestren la
acreditacion en NCh-ISO 17025, Version vigenie, en alguna de sus areas de analisis
bactericldgicos.

El laboratorio postulante debe adjuntar a la solicitud de Acreditacion, ademas de los
antecedentes establecidos en & numeral 6.1 del Reglamento para la Acreditacion de
Laboratorios de Analisis /Ensayo del Servicio Agricola y Ganadero (hitp./iwww.sag.gob.cl),
los documentos que a continuacion se detallan y que dan cuenta del cumplimiento de los
requisitos establecidos por el SAG en este capitulo.

-Croquis del laboratorio, identificando uso de areas (flujo de areas limpias y sucias) y
ubicacién de equipos.

~Lista de equipos criticos, indicando nombre, marca, modelo, fecha de puesta en servicio,
capacidad cuando corresponda, y gque incluya la mantencion y calibracidn de estos.

-Lista de materiales, reactivos y Kits.
-Lista de registros técnicos y de calidad utilizados en el alcance.

—Formulario de identificacion del personal que se desempefia como analista, segun formato
{Anexo 1).

~Certificado de titulo del Responsable Técnico, en original o fotocopia legalizada.
—~Certificado de titulo de los/las analistas identificados, en original o fotocopia legalizada.

- Pocumentos que acrediten la capacitacion tanto del/la responsable técnico como de
los/las analistas en |a técnica de cultivo correspondiente.

~Instructivos especificados en el numeral 4.3 de este Instructivo.

Sin perjuicic de lo anterior, el cumplimientc de los requisitos descritos tanto en el
Reglamento Especifico de Acreditacion como en este Instructivo, seran confirmados por el
Servicio en la visita de verificacién por los medios que considere idéneos para tal efecto.
Con este fin, el SAG podra someter al Responsable Técnico y a uno o mas analistas
identificadas por el postulante, a una evaluacion teérica y/o practica.
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5 ANALISIS/IENSAYO

5.1 Captacién y envio de la muestra

La captacion de las muesiras no es una actividad incluida en Ia competencia del laboratorio
acreditado para este andlisis.

Para este tipo de analisis no se utilizaran contramuestras.

La toma y envio de muestras deben ser realizada por el Médico Veterinario Oficial del SAG
(MVO), el cual debe adjuntar las muestras a un Protocolo Oficial SAG, en cuya documento
debe sefalar al menos la identificacion de cada una de ellas, el tipo de muestras, la fecha y
la hora de la recoleccion de éstas.

Lo anterior debe realizarse de acuerdo a lo definido en el "Manual de Procedimientos para
Muestreo Microbiolagico Oficial en Carnes faenadas en Mataderos de Exportacion. SAG"
tltima version vigente.

5.2 Recepcidn y manejo de la muestra

La recepcién y manejo de las muestras en el laboratorio debe realizarse de acuerdo a lo
sefialado en el "Manual de Procedimientos para Muestreo Microbiolégico Oficial en Carnes
faenadas en Mataderos de Exportacion. SAG". Versian vigente. Cabe sefalar, la
importancia de verificar los siguientes puntos:

~ Temperatura de recepcién (rango aceptado: 4 - 8 °C).

- Tiempo entre la toma de muestras y la recepcion, ya que DEBEN SER
PROCESADAS DENTRO DE LAS 24 HORAS DESDE LA TOMA DE LAS
MUESTRAS,

- Integridad de las muestras.

- Cantidad suficiente de muestras para el analisis,
~ ldentificacion adecuada.

- Contenedor con sello SAG intacto,

- Protocolo fuera del contenedor y con los datos requeridos de acuerdo al Manual
anteriormente mencionado.

5.3 Metodologia

§.3.1 Preparacién de la muestra y pre - enriquecimiento NO selectivo

» Método de esponja sobre carcasa (especies detalladas en el Manual del SAG
sefialado en las referencias)

- La muestra de esponja debe ser recibida dentro de una bolsa plastica resellable
esteril, previamente humedecida en 10 ml de Agua Peptonada Tamponada (APT).

- Luego, se deben adicionar 50 m! de APT, completando un volumen total de 80 ml.
Homogeneizar la muestra apretando la esponja desde el exterior de |a bolsa con las
manos.

- Incubar et caldo de pre — enriguecimiento (APT) a 35 £ 1° C durante 20 - 24
horas.

- Continuar como se indica en el punto 5.3.2.

bdigo: IT-LAB-20-
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Enjuague de carcasa (especies detalladas en el Manual del SAG sefalado en
las referencias):

La muestra de lavado de carcasa debe ser recibida en un frasco que contenga 30
ml de agua de enjuague. Deben utilizarse frascos diferentes para cada analisis de
Salmonella sp y E.coli.

Traspasar los 30 ml del enjuague a una bolsa de plastico estéril y adicionarie 30 m|
de APT. Homogenizar en stomacher aproximadamente por 2 minutos o agitar
fuertemente.

Incubar el caldo de pre — enriquecimiento {APT) a 35 +1° C durante 20~ 24
horas.

Continuar como se indica en el punto 5.3.2,

s Piel cuello de ave:

El dia de procesamiento de las muestras, se coloca la balanza digital en el interior
del gabinete de bioseguridad. Luego mediante el uso de utensilios esteriles, se
pesan 25 + 0.5 g de la muestra a analizar, la cual se introduce al interior de una
holsa plastica estéril de stomacher.

Posteriormente se adiciona a la bolsa que contiene la muestra, 225 ml de Agua
Peptonada Tamponada (APT). Todo el contenide de la bolsa se homogeniza en el
stomacher por 2 minutos a velocidad media.

Incubar el caldo de pre — enriquecimiento (APT) a 35 £ 1° C durante 20 - 24
horas.

Continuar como se indica en el punto 5.3.2.

* NOTA Cabe sefialar, que una vez realizado el paso anterior, se debe sembrar en forma
paralela una cepa Salmonella sp H,S negativa y otra H,S positiva, cada una en tubos con
10 m! de APT, como control positive del metodo.

5.3.2

Enriquecimiento selectivo

Transterir 0.1 + 0.02 ml desde Ia bolsa con APT con la muestra, a un tubo con 10 ml de
Caldo Rapapport - Vassiliadis (RV) y 0.5 £ 0.05 ml a un tubo con 10 ml de Caldo
Tetrationato Base Hajna (CTH), el cual ha sido previamente adicionado con 0.4 mi de
yodina al momento de su uso.

Finalmente continuar con la siembra de las cepas controles (Salmoenella sp H2S
negativa y H2S positiva), ambas en cada uno de los tubos de enriquecimiento
respectivo.

tncubar a 42 + 0.5° C durante 22 - 24 horas.
Alslamiento en agar selectivo

Agitar los tubos de RV y CTH, utilizando el agitador o Vortex.

introducir e! asa de aro en el interior del tubo RV y con abundante inoculo, sembrar
por agotamiento sobre Agar Verde Brillante Sulfa (BGS). Luego, realizar la misma
operacién y sembrar sobre Agar Xilosa Lisina Tergitol (XLT4) o Agar Doble
Modificado Lisina Hierro {DMLIA).

No subdividir las placas. Identificar las placas sembradas.

Codigo: IT-LAB-20-v02
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- Posteriormente, introducir el asa de aro en el interior del tubo CTH y con abundante
indculo, sembrar por agotamiento sobre Agar Verde Brillante Sulfa (BGS). Luego,
realizar la misma operacién y sembrar sobre Agar Xilosa Lisina Tergitol (XLT4) o
Agar Doble Modificada Lisina Hierro (DMLIA).

- No subdividir las placas. ldentificar las placas sembradas.

- Finalmente continuar con la siembra de las cepas controles (Salmonella sp H2S
negativa y H2S positiva), ambas en cada medio selectivo.

- Incubar las placas a 35 + 1° C,

- Examinar las placas dentro de 18 a 24 hrs. Seleccionar colonias de acuerdo a la
presentacion caracter(stica de las colonias de Salmonella sp en cada agar .

* Agar BGS: colonias rosadas, opacas, de apariencia lisa y de bordes netos,
rodeadas por el color rojo del medio. En placas con mucho desarrollo, las
colenias tienen apariencia café sobre un fondo verde.

= Agar XL T4: colonias negras o rojas con o sin centro negro. E! borde o margen de
la colonia podria permanecer amarillo dentro de las 24 horas, posteriormente
deberia virar a rojo.

= Agar DMLIA: Seleccionar colonias purpuras con o sin centro negro.

Almacenar, bajo refrigeracién todas las placas desde donde se seleccionaron colonias.
Si el resultado de las colonias sospechosas es negativo, v si es apropiada, repicar
nuevamente colonias desde las placas refrigeradas para una nueva confirmacion.

5.3.4 Pruebas bioguimicas

)

Seleccionar 3 6 mas colonias tipicas o sospechosas, si las hay, de cada una de las
placas de agar selectivo, para realizar las pruebas bioguimicas. Esto debe realizarse
antes de gue cualquier muestra sea informada como ausencia de Salmonella sp.

Inocular cada una de las colonias en TSI, LIA, MIO y TSA.

Tocar suavemente la superficie y el centro de la colonia sospechosa con el asa en
punta, luego inocular el T8l en profundidad y estrla en superficie. Sin_flamear
nuevamente, inocular el tubo de agar LIA, pinchando dos veces en profundidad y hacer
estria en superficie. Luego inocular el MIO en picadura y por tltimo, inocular dos tubos
de agar TSA en estria en |a superficie.

Una vez finatizado el paso anterior, se deben realizar tas baterias biogquimicas para las
cepas coniroles del método.

- Uno de los tubos de agar TSA se ocupa para realizar la confirmacion seroldgica y el
ofro se debe mantener en refrigeracion para ser enviado al Departamento de
Laboratorios y Estaciones Cuarentenarias, para realizar la confirmacion del
ajslamiento.

- Incubar todos los medios utilizados para la bateria bioquimica a 35 + 1°C por 24 + 2
hrs.

Interpretacion de las Pruebas Bioguimicas
* Agar Triple Azicar Hierro (TSI)
- Fermentacian de la glucosa
Fermenta fa glucosa: Fondo Amarillo (A).
No fermenta la glucosa: Fondo rojo (K).

Cadigo: IT-LAB-20-v02
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Fermentacion de |a lactosa y/o sacarosa
Fermenta estos azdcares: Tendido Amarillo (A).
No fermenta: Tendido rojo (K).

Produccion de gas
Produce gas: Ruptura o desplazamiento del agar.
No produce: Sin cambios.

Produccion de H2S
Produce H2S: Ennegrecimiento del medio {intensidad variable).
No produce: Sin cambios.

Agar Hierra Lisina {LIA)

Descarboxilacion de la lisina

Descarboxila la lisina: Fondo y tendido plrpura {K/K).
No descarboxila la lisina: Fondo amarillo (A).

Produccion de gas
Produce gas: Ruptura o desplazamiento del agar.
No produce gas: sin cambios.

Produccion de H25
Produce H2S: Ennegrecimiento del medio {intensidad variable).
No produce H2S: Sin cambios.

Desaminacion de |z lisina
Desamina la lisina: Tendido rojo (R).
No desamina; Tendido purpura {K).

Agar Movilidad Indol Ornitina (MIQ)

Movilidad

Los microorganismos inmoviles sélo crecen en la linea de siembra y los moviles se
recaonocen por su desarrollo difuso alejado de la linea de inoculacion,

Produccion de Indol*

FPraduce Indol: Formacion de un anillo rojo o rosado al agregar  Reactivo de
Kovacs.

No produce Indol: Anillo de color amarille.

Descarboxilacion de la Ornitina
Descarboxila la ornitina: Coloracién azul, de intensidad variable.
No descarboxila la Ornitina: Coloracion amarilla.

Nota: E! reactivo de Kovacs se aftade después de |a lectura de la movilidad v la ornitina.

Cadigo: IT-LAB-20-v02
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if} Cuadro Interpretacion de las Pruebas Bioquimicas

Agar TSI Agar LIA Agar MO
TSt |GAS | H,S  LIA | GAS | H,S | Mov | Indol | Ornitina | Microorganismo
Salmonella
KA + + KIK - + + - + subespecie |
Otras Salmonella
K/A - - K/K + - + - + 5. Choleraesuis
Otras Salmonella
KIA - + KK - + + - - Salmonella Typhi
Salmonella sp
K/A + LKA+ - + - * S.Paratyphi A.
K/A - - KIA - - + - + S.Paratyphi A.
K/A - + KIA - + - - + S. Typhi
{excepcidn)
Salmonella subg.
AR+ L KK+ + + - + it (Arizona)
Salmonelia
+ KIK + - subesp.|
K/A +* + - + Salmonella subg.
i
{Arizona)
Salmonella sp.
K/A + + K/A + + + - + Citrobacter freundii

* Puede dar reacciones similares.

NOTA: En TSl y LIA |a lectura corresponde a tendido / fondo.

Céodigo; IT-LAB-20-v02
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iiiy Esquema de pruebas bioquimicas y seroldgicas

TSI-LIA-MIO == TIPICA  e=bAGL. SOMATICO 0" =DOSITIVO
POLIY MONOVALENTES

NO TIPICA ‘ NEGATIVO Salmonella sp. Grupo " "

REAISLAR AGL. FLAGELAR "H” POSITIVO

COLCNIAS l l
NEGATIVO “Salmonella sp no A-I"

PRUEBAS BIOQUIMICAS ADICIONALES
(API 20 E u OTRAS)

POSITIVO “Salmoneila sp no A-I"

5,3.5 Confirmacion basada en la identificacién de antigenos somaticos (O) de
Salmonella.

— Se someten a confirmacion serolégica todas las colonias que cumplan con las
pruebas bioquimicas caracteristicas para el género Salmonella sp, de acuerdo a lo
descrito en Punto 5.3.4. Cuadro ii).

- Se ocupa uno de los tubos de agar iripticasa soya {TSA) inoculados junto a Ia
baterfa bioquimica. Se suspende el cultivo con aproximadamente § ml de solucion
salina al 0.85%.

- Confrontar sabre la placa de vidrio para aglutinacion, mediante el uso de gotarios
estériles, una gota de suspension del cultivo con una gota del suero somético
polivalente A-l. Como control agregar solamente una gota de suspension del cultivo
para detectar si se produce autoaglutinacién de ia cepa estudiada.

— Mezclar con asa desechable.

— Maver la placa de vidrio para aglutinacion con 20 vueltas de vaivén observando la
presencia de grumos con una lampara contra fondo oscura.

- Si la cepa autoagiutina NO puede ser sercagrupada y necesita pruebas
biogulmicas adicionales, tales como las proporcionadas por AP 20 E.

- Si la cepa no aglutina con e! suerc polivalente, puede deberse a la presencia de
capsula, por lo cual debe hervirse 15 minutas a una hora en baiio de agua (tiempo
que puede tardar en romper |la capsula). Después se debe confrontar nuevamente

Cadigo: IT-LAB-20-v02 Pag. 12 de 16
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ina gota del suero polivalente con una gota de suspension del cultivo tratado por
calor,

Si las cepas aglutinan con el suero polivalente, corresponden al genero Salmonella
sp. Posteriormente, para identificar el serogrupo, se debe repetir el procedimiento
descrito anteriormente, realizando aglutinaciones con los sueros monovalentes
somaticos, desde el grupo A hasta el .

* Sila cepa NO aglutina con ningln suero monovalente somatico y posee pruebas
bioguimicas caracteristicas de Salmonella sp., debe continuarse con la serologia
flagelar.

5.3.6

Confirmacion basada en la identificacién de antigeno flagelar (H) de
Salmonella,

Inocular el cultivo proveniente del agar TSA en 5 ml de Caldo tripticasa soya (CTS).
Incubar a 35° + 1° C durante 18 a 20 horas o hasta que el desarrollo bacteriano
alcance una densidad aproximada de 3 en |a escala de Mc Farland,

Adicionar al CTS inoculade, 5 ml de solucion salina gue contenga 0.6% de formalina
y dejar reposar 1 hora. En dos tubos distribuir 1 ml de esta preparacion (colocar 0.5
en cada tubo).

Luego, a uno de los tubos agregar 0.5 mi de antisuero polivalente + a ditucion de
trabajo, de acuerdo a instrucciones del fabricante. El otro tubo usarlo como control
de autoaglutinacion.

NOTA: Ejemplo: Antisuero Flagelar H, polivalente A-Z Difco, se utiliza en una
dilucion 1:25. Afiadiendo 0.1 ml de antisuero reconstituido a 2.5 ml de solucion de
NaCl al 0.85%. Realizar esta dilucion al momento de su uso. Al mezclar cantidades
iguales de antisuero diluido y aislado de prueba, la dilucion final es de 1:100.

Incubar ambos tubos a 48° — 50° C en bafio de agua hasta 1 hora. Evitar agitarlos
&N exceso.

Sacar los tubos del bafio termorregulade evitando agitarlos en exceso antes de
efectuar fa lectura de la reaccion.

Efectuar la lectura del tubo utilizado como control de autoaglutinacion para verificar
la presencia de floculos. Si esta reaccion es positiva, [a prueba de aglutinacién no
es valida, por lo tanto no se debe proceder a la lectura del tubo de prueba.

En el tubo de prueba observe la presencia o ausencia de fldculos. Su presencia
indica un resultado positivo, Su ausencia indica un resultado negativo.

Opcionalmente, se puede usar el Test de Latex para Salmonella de Oxoid (seguir
las instrucciones del fabricante).

Registrar presencia o ausencia de aglutinacion.

5.4 Calculo y expresion de los resultados

> Silas reacciones bioguimicas son tipicas de Salmonella y si las pruebas serologicas
con antisuerc somatico (O) polivalente y monovalente son positivas, se informa como
Presencia de Salmonelia sp. Grupo “ ™,

Codigo: IT-LAB-20-v02
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Si las reacciones bioguimicas son tipicas de Salmonella y las pruebas seroldgicas con
antisuero somatico {O) polivalente son negativas y positivas con el antisuera flageiar
polivalente {H), se informa como Presencia de “Salmonella spno A—1I".

Si despues de seguir el flujograma descrito en el Punto 5,3.4. iii}, ia aglutinacién con el
antisuero polivalente flagelar no ocurre, se deben realizar pruebas bioguimicas
adicionales, tales como las proporcionadas por €l AP! 20 E de Biomerieux. Si el
resultado de estas pruebas es positivo, se informa como Presencia de “Salmonella
spnoA-VI".

Si las reacciones bioquimicas no son tipicas, si las pruebas de confirmacion serolégica
somatica y flagelar son negativas, se informa como Ausencia de Safmonelia sp..

Una vez que se haya seroagrupado la cepa, el responsable del Laboratorio debe
enviarlas, adjuntando la informacién de los resultados de las pruebas bioguimicas e
identificandola con el nimero de muesira muestra y nimero de Protocolo consignadeo
en el Protocolo Oficial original, al Departamento de Laboratorics y Estaciones
Cuarentenarias para realizar la confirmacion del aislamiento. Este envio debe ser
efectuado en un iapso no mayor de 10 dias, desde la fecha de obtencion de 1a cepa.

REGISTRO Y ENVIO DE RESULTADOS

Los resultados deben ser registrados en el Protocolo Oficial del S AG., el cual debe
contener Ja firma y nombre del responsable del laboratorio.

El responsable del laboratorio debe enviar los resultados en el Protocolo Oficial del $5.A.G.
de acuerdo a lo sefalado en los Manuales correspondientes. Cabe sefalar, que ademas
debe mantener una copia de los resultados para sus registros.

7

i)

i}

iii)

SUPERVISION A LOS LABORATORIOS ACREDITADOS

Todo laboratorio acreditado sera supervisado mediante visitas de auditorias de
seguimiento al menos una vez al afio. El Servicio podra realizar auditorias adicionales

de audltor;a ‘emitide por el Departamento de Laboratorios - y Estaclones Cuarentenanas
La renovacién de fa acreditacion guedara supeditada a la emision de un informe, que
indigue que el Laboratorio Acreditado no posee No Conformidades que afectan el
desempefio, conforme a las especificaciones contenidas en los Instructivos Técnicos y
Reglamento Especifico de Acreditacion.

Los laboratorios deberan participar en programas de ensayos interlaboratorios
nacionales y/o internacicnales que incorporen el analisis del alcance, al menos una vez
al afo, cuyos resultados deberan ser remitidos al Departamento de Laboratorios y
Estaciones Cuarentenarias.

El laboratorio acreditado debera estar dispuesto a recibir auditorias nacionales y/o
internacionales, en el momento gue el Servicic 1o requiera.

Codigo: IT-LAB-20-v02
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8 MEDIDAS POR INCUMPLIMIENTO

El Servicio aplicara las sanciones contenidas en el Reglamento especlfico para la
Acreditacion de Laboratorios Analisis/Ensayo a aquellos laboratorios acreditados gue no
cumplan con lo establecido en ef citado Reglamento y en el presente instructivo técnico.

Sin perjuicio de lo anterior, y de conformidad con lo dispuesto en la clausula sexta del
convenio de acreditacién, si producto de las acciones de auditorfa o supervisian, el Servicio
detecta faltas en el desempefio de! laboratorio acreditado que afecten negativamente el
resultado del programa del SAG asociado, el Servicio podra instruir al faboratorio
acreditado, mediante carta suscrita por el Jefe(a) del Departamento de Laboratorios y
Estaciones Cuarentenarias, un Director(a) Regional o Jefe(a) de Oficina, el cese inmediato
de la ejecucion de todos o algunos de los analisis que forman parte del alcance de su
acreditacion hasta que el SAG resuelva en definitiva su caso.

Cadigo: IT-LAB-20-v02
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9 ANEXOS

9.1 Lista de analista(s} del laboratorio vinculados al diagnéstico

Nombre Completo

N° Cédula de
ldentidad

Firma

Técnica que realiza

Firma del postulante o representante legal
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