EN CAMPO: SUPERFICIES

¢Detecta NoV y/o HAV en algin

utensilio o superficie que entra en
contacto con la fruta?

Aisle el utensilio o zona
contaminada

Aplique acciones de
aseo e higiene

Confirme presencia de
NoV y/o HAV

Descarta Confirma
contaminacién contaminacion

Continte con actividades
agricolas de forma normal y, Elimine o trate las superfi-
refuerce monitoreo de cies contaminadas. Revise
indicadores microbioldgicos de y mejore protocolos de
muestreo y medidas de aseo e aseo e higiene.
higiene

No se detenta virus en los
ultimos dos meses

Frecuencia normal de muestreo y

acciones de aseo e higiene
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EN PLANTA: FRUTA

m ¢Detecta NoV y/o HAV en frutas

de linea de proceso o producto
final?

Informe a la gerencia que
corresponda. Identifique lote (s)
comprometidos (s)

Obtenga dos muestras independientes del
lote involucrado y confirme presencia de Nov
y/o HAV

Descarta Confirma
presencia presencia

Continte actividades segln
protocolo interno. Aumente
frecuencia de muestreo y evalle
protocolos de aseo e higiene

Descarte o disponga de la fruta
segun disposicion de la
autoridad o protocolos internos

No se detecta virus en los Gltimos
2 muestreos

Frecuencia normal de muestreo y
acciones de aseo e higiene
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EN PLANTA: MANIPULADOR

m iDetecta NoV y/o HAV en un

manipulador de planta?

Informe a la gerencia respectiva

y separe temporalmente al
manupulador

¢ Elmanipulador sufre o sufrié
cuadro de gastroenteritis durante
las ultimas dos semanas?

Confirma |
resenciade <

Nov y/o HAV

Repita analisis microbioldgico en
{—— manos, y confirme o descarte
presencia de NoV y/o HAV

Descarta presencia de Nov
v Y/oHAV

Derive al manipulador a un . .
. ; a Reintegre al manipulador a sus
centro de asistencia y separelo . .
. funciones y refuerce medidas de
de sus funciones hasta descartar hici
infeccion por NoV y/o HAV aseo e higlene

No se detecta presencia de virus
en ultimos dos muestreos

Mantenga frecuencia de muestreo

y acciones de aseo e higiene
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EN PLANTA: SUPERFICIES

\| . .
;Detecta NoV y/o HAV en la superficie

gue entra en contacto con la fruta?

Informe a la gerencia respectiva y
aisle la zona contaminada

Aplique medidas de contigencia de
aseo e higiene

Confirme o descarte
contaminacion con Nov y/o HAV

Descarta Confirma
contaminacion contaminacion

Retome la actividad de
produccién y refuerce frecuencia Refuerce acciones de aseo
de muestreo y acciones de aseo e e higiene
higiene

No se detecta virus en los Gltimos
dos muestreos

Frecuencia normal de muestreoy

acciones de aseo e higiene
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PROCEDIMIENTO PARA LA
OBTENCION, CONSERVACION Y
TRANSPORTE DE MUESTRAS

La toma de muestras puede
ser encargada a un tercero (ej.
Laboratorio de servicios), o bien ser
tomada por personal debidamente
capacitado. Independiente de quien
realice la toma de muestras, estas
deben ser obtenidas cuidando la
integridad y representatividad de la
muestra, asi como la conservacién
de la misma hasta su analisis.

En el mismo sentido, la muestra
debe ser representativa de
las condiciones en las que se
encontraba el item de interés, al
momento de tomar la muestra,
por lo que hay que cuidar todos
los aspectos que puedan alterar
el estado de la muestra antes de
su analisis. En el caso analisis
microbiologico, es fundamental no
contaminar la muestra y generar
las condiciones de cadena de
frio adecuadas, de forma que el
resultadodelanalisismicrobiologico
de cuenta de la condicion real del
item de interés al momento de ser
tomada la muestra, so6lo de ésta
forma la informacion entregada por
el laboratorio permitira tomar las
medidas adecuadas para asegurar
la inocuidad de la fruta.

Materiales para toma de muestras
Para una correcta toma de

muestras, el personal que toma la
muestra debe estar debidamente
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entrenado, y contar con el material
y condiciones minimas que exigen
las BPTM (25). A modo de guia,
a continuacion se describen los
principales materiales minimos
necesarios para una adecuada
toma de muestra:

Toma de muestra desde superficies:

1. Tubos de ensayo con tapa (que
evite derrame), estériles.

2. Torulas estériles.

3. Tampédn fosfato-salino (PBS)
estéril (sélo para deteccién viral).

4. Agua Peptonada Tamponada
0.1% (en caso de muestreas para
Coliformes fecales)

Toma de muestra de fruta:

1. Recipiente plastico rigido para
transportar la fruta.

Toma de muestra de agua:
1. Bidones estériles (20L), con tapa.
Material uso general:

1. Guantes desechables estériles
(tipo quirargicos).

2. Tijera u otro material cortante
(estéril).

3. Etiquetas o cinta para rotular
muestras.
4. Plumén indeleble.
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5. Contenedor isotérmico (nevera).

6. Elementos refrigerantes para
mantener el frio.

7. Material para proteger material
devidrio (diario, plastico acolchado,
etc.)

8.Elementos de proteccion personal
necesarias  segun  condiciones
ambiente de la zona de muestreo.

Obtencion de la Muestra

La seleccién de la muestra debe
ser completamente al azar, para lo
cual debe aplicar una norma que
entregue las directrices necesarias
como la norma chilena “Seleccion
de muestras al azar” (NCh43), u
otra que garantice que las muestras
seranrepresentativas del lote que se
desea evaluar. El plan de muestreo
debe ser generado de forma tal que
permita establecer a lo menos la
cantidad de muestras a analizar, la
frecuencia de muestreo, criterios
de aceptacion o rechazo del lote
evaluado; para lo cual debe aplicar
alguna de las normas existentes y
reconocidas como la norma chilena
“Procedimientos de  muestreo
para inspeccion por atributos -
Planes de muestreo indexados
por nivel de calidad aceptable
(AQL) para la inspeccion lote por
lote” (NCh44), u otra que cumpla
con las caracteristicas técnicas vy
reconocimientos requeridos.
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La toma de muestra debe ser
realizadaporpersonaldelaboratorio
debidamente entrenado (no todo
el personal de un laboratorio esta
necesariamente entrenado para
toma de muestras); o bien por
personal del predio agricola o la
planta de proceso debidamente
capacitadoy entrenado.

La obtencion de la muestra debe
ser realizada segun un protocolo
definido para ello, si bien cada
unidad encargada de la toma de
muestras debe tener su propio
protocolo, existen algunos criterios
basicos 'y transversales que
aseguran un adecuado proceso de
toma de muestras:

a) El dia de toma de muestra(s),
verifique que cuenta con el
material necesario para el nimero
de muestras a obtener, y en
condiciones de esterilidad; asi
mismo, que cuenta con elementos
de proteccion personal y elementos
que permitan higienizar utensilios
y manos en caso de ser necesario.
Aseglrese que cuenta con todo lo
necesario para obtener, rotular,
almacenar y transportar en forma
adecuada todas las muestras a
obtener.

b) El rétulo de la muestra debe ser
claramente legible y dar cuenta
de a lo menos: a qué corresponde
la muestra, fecha y hora en que se
obtiene la muestra, analisis al que




esta destinadala muestra (NoV/HAV,
Coliformes fecales u otro), lugar
en que se toma la muestra (zona/
predio/planta). En caso de utilizar
cédigos para la identificacion de las
muestras, asegurese de tener por
escrito la descripcién detallada que
correspondeacadacodigo utilizado.
Para rotular utilice rotuladores
de tinta indeleble (resistente a
la humedad); si utiliza rotulos de
papel como cintas o etiquetas,
estas no deben despegarse en las
condiciones de almacenamiento
de la muestra (se recomienda pegar
la cinta a temperatura ambiente,
antes de tomar la muestra).

c¢) Para muestras de fruta, en el
recipiente  plastico  recolectar
aproximadamente 200-250g de
frambuesas, esto corresponde
a una muestra (n=1). Con esta
cantidad se asegura material
para deteccién viral y analisis
microbiolégicos ademas de las
contra muestras necesarias. Para
evitar contaminacion o exceso
de manipulacion de la muestra,
se recomienda recolectar una
cantidad aproximada sin pesar ni
ajustar la cantidad de muestra. Uso
de guantes obligatorio.

d) Para muestras de agua, recolecte
20 litros de agua en el bidén estéril
designado para esto, tratando de
evitaren lo posible larecoleccién de
otros elementos como hojas o barro.
Unbidéndeaguacorrespondeauna
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muestra para una fuente especifica,
para cada fuente de agua de interés
utilizar un bidoén distinto.

e) Para muestras de superficies
inertes, el uso de guantes es
obligatorio. La térula se toma por la
parte superior del vastago evitando
manipular el resto, humedezca la
torula en PBS si la muestra es con
el fin de deteccién viral o APT 0.1%
si la muestra sera para analisis
microbiologico, y presione contra
las paredes del tubo para eliminar el
exceso de liquido, posteriormente,
en el caso de muestrear superficies
inertes (mesones, cintas
transportadoras, bandejas, etc.)
frote el area designada en un area
aproximada de 10cm? o lo que sea
posible segun sea el caso, pasando
latérula en 3 diferentes direcciones,
por ultimo introduzca la térula
en un tubo estéril que contenga
0,5mL de PBS o APT 0,1% (segun
corresponda), y quiebre el extremo
de la torula dejandola caer en el
tubo y quedandose con la parte
por dénde sujetd la térula. Tener
en cuenta que para una misma
muestra se pueden muestrear
areas cercanas para deteccion
viral y analisis microbiolodgicos por
separado. (Ver anexo 1)

f) Para muestras de manipulador,
siga el mismo procedimiento y
arrastre la torula por la palma del
manipulador, zonas interdigitales
(entre los dedos), y por las huellas
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dactilares, el lecho ungueal (debajo
de las unas) y el dorso de la mano,
pudiendo usar la misma torula
para ambas manos, pero nunca
una misma térula para mas de un
manipulador. En el caso de que se
necesite una muestra compuesta
por mas de un manipulador, se
debera usarunatorula porcadauno
de ellos, reuniéndolas en el mismo
tubo. Deposite la térula en tubo
estéril que contenga 1mL de PBS
o APT 0,1% (segun corresponda),
siguiendo el procedimiento descrito
en (e).

g) Una vez tomada la muestra se
debe almacenar de entre 2-8°C y
enviar lo mas pronto posible al
laboratorio, manteniendo la cadena
de frio hasta su recepcion.

h) Una vez recepcionada la
muestra en el laboratorio, sera el
responsable técnico del laboratorio
quien determine la aptitud de la
muestra para el analisis, segun
protocolos internos (temperatura,
integridad del envase, cantidad de
muestra, etc.).

i) Independiente de los registros
del laboratorio, se recomienda
llevar un registro interno que dé
cuenta de la cantidad de muestras
entregadas, los analisis solicitados,
y laconformidad de recepcién delas
muestras por parte del laboratorio.

A continuacion se presenta un
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esquema de los pasos para una
adecuada toma de muestra:




MUESTRAS DE AGUA: RECOLECTAR 20
LITROS DE AGUA TOMANDO LA MENOR
CANTIDAD DE INTERFERENTES POSIBLES

(BARRO, HOJAS, ETC.)

VERIFICAR EL MATERIAL NECESARIO PARA
LA TOMA DE MUESTRAS EN CANTIDAD Y
CALIDAD NECESARIA

ROTULAR RECIPIENTES DONDE SERA(N)
DEPOSITADAS LA(S) MUESTRA(S) (TUBOS,
ENVASES PLASTICOS, BIDONES)

MUESTRAS DE SUPERFICIES:
PASAR LA TORULA POR UNA SUPERFICIE
APROX. DE 10X10 CM PARA SUPERFICIES
INERTES. EN CASO DE MANIPULADORES,
PASAR TORULA POR LA PALMA, HUELLAS
DACTILARES, ENTRE LOS DEDOS, LECHO
UNGUEAL Y DORSO DE LA MANO (PUEDE
SER UNA TORULA PARA AMBAS MANOS)

TRANSPORTE LAS MUESTRAS AL
LABORATORIO DE ANALISIS EN CADENA DE
FRIO (ENTRE 2-8°C)

RECEPCION Y ACEPTACION DE LA MUESTRA
POR EL LABORATORIO QUE REALIZA EL
ANALISIS

Figura 4: Diagrama de flujo para la toma de muestra (agua, fruta y superficie).
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MUESTRAS DE FRUTA: RECOLECTAR
APROXIMADAMENTE 250G DE FRUTA DE 5
BANDEJAS DE ACOPIO EN RECIPIENTE
PLASTICO
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Procedimiento para la
Conservacion y Transporte de la
muestra.

-Las muestras  deben ser
conservadas y transportadas en
condiciones que garanticen la
calidad e integridad de la muestra
hasta su recepcion en el laboratorio.
Para ello se sugiere considerar las
siguientes recomendaciones:

-Transporte  muestras en el
contenedor isotérmico (cooler). Al
momento de la toma de muestra,
tenga en consideracion queel cooler
debe ser abierto por el minimo
tiempo necesario para almacenar
cada muestra, evitando la perdida
de frio.

-Utilice gradilla para tubos o
material acolchado para separar
los tubos de ensayo que contienen
las térulas, impidiendo que estas
puedan chocar entre si, recuerde
que eventualmente pueden
transitar por caminos rurales sin
asfaltar., Como recomendacion,
envuelvacadagradillacontuboscon
papel plastico adherente, con esto
evitara que los tubos se salgan de
la gradilla o que las tapas se salgan
de los tubos debido a la vibracion
producida por el movimiento del
vehiculo.

-No apile mas de 3 0 4 contenedores
plasticos con fruta, ya que el peso
podria dafnar las cajas inferiores,
disminuyendo la calidad de la fruta
para su analisis y perdiendo la
esterilidad.
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-Asegure la carga en el vehiculo
al transportarla, evitara que se
deterioren las muestras.

-Las  muestras  deberan  ser
entregadas lo antes posible al
laboratorio con el fin de no alterar
el numero de microorganismos
presentes en la muestra, se
recomienda que el tiempo entre
la toma de muestra y la ejecucion
del analisis sea menor a 20 horas
(para presencia/ausencia), este
tiempo entre la toma de muestra y
el analisis es menor en el caso de
recuento de microorganismos. No
obstante lo anterior, el tiempo entre
la toma de muestra y el analisis de
la misma lo definira el laboratorio
en funcion del analisis a realizar,
ya que cada Norma y protocolo
asociado establece el plazo limite a
cumplir.

-Las  muestras  deberan  ser
recepcionadas por el laboratorio
a una temperatura entre 2 a 8°C,
poniendo especial énfasis en las
muestras destinadas a analisis
microbioloégicos (bacteriologicos)
a menos que por la naturaleza de
la muestra no sea posible (bidones
de agua). En el caso de bidones
de agua, manténgalos en un
lugar fresco o cubiertos por algun
material que proteja del sol directo.
Estas condiciones de mantencion y
transporte de la muestra deben ser
acordadas con el laboratorio.
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PROCEDIMIENTOS ANALITICOS
PARA DETECCION DE NOROVIRUS,
VIRUS HEPATITIS-A E INDICADORES
MICROBIOLOGICOS

Todos los analisis para la
deteccién de virus o marcadores
microbiologicos deben ser
realizados por un laboratorio
que cuente con metodologias
acreditadas bajo la Norma Chilena
NCh-ISO 17025, (en su versiéon
vigente) de forma de asegurar
que el laboratorio desarrolle
sus actividades segun altos
estandares de calidad, trazabilidad
y confiabilidad en la entrega de
resultados.

Deteccion de Indicadores de
Contaminacion Fecal

Para la deteccién de microorganis-
mos indicadoras de contaminacién
fecal en fruta, el laboratorio debera
tener implementado el analisis
de deteccién de coliformes para
la matriz de interés, segun alguna
norma validada por una agencia
competente y reconocida.

Es importante que el laboratorio
informe la metodologia analitica a
utilizar segin la matriz a examinar
(fruta, superficie, agua), y que ésta
se ajuste a los requerimientos
del Sistema de Aseguramiento de
Calidad implementado y/o a las
exigencias del mercado de destino.
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Deteccion viral de Norovirus y
Hepatitis-A mediante real time
PCR

A continuacién, se describe en
términos generales la deteccion de
NoV y HAV segun la Norma ISO/TS
15216-1 Microbiology of food and
animal feed - Horizontal method
for determination of hepatitis-A
virus and Norovirus in food using
real-time PCR - Part2: Method for
qualitative detection, dado que fue
la norma analitica utilizada en el
proyecto que da origen al presente
protocolo. No obstante, puede
aplicarse otra metodologia validada
internacionalmente que se ajuste a
los requerimientos de su Sistema
de Aseguramiento de la Calidad y/o
exigencias del mercado de destino.
Sobre la base de la Norma ISO/TS
15216-1, la aplicacién del protocolo
de analisis debe considerar ciertos
aspectos técnicos (26):

Extraccion viral:

Las particulas virales a detectar
puedenestarpresentesenlamuestra
en muy bajas concentraciones,
ademas, la matriz a analizar puede
tener caracteristicas que la hacen
compleja o dificil de trabajar.
Razon por la que se necesita
aplicar métodos especificos de
recuperacion viral segun la matriz
que se desea analizar, permitiendo
obtener niveles de recuperacion
viral adecuados para los procesos
siguientes.
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Extraccion de RNA:

Es necesario extraer el RNA de
la muestra con un proceso que
asegure un alto rendimiento y
pureza, ademas de disminuir los
posibles interferentes para el
proceso de PCR. Para ello, se utiliza
un agente caotropico, el tiocianato
de guanidinio, que rompe la capside
viral y permite recuperar el material
genético, el cual se adhiere a una
silice magnética para facilitar la
purificacion del material genémico
luego de diversos lavados.
Finalmente, el RNA es liberado de la
silice para su posterior uso (27).

Real time RT-PCR:

La transcripcién reversa y PCR
en tiempo real realiza en un solo
paso la retro transcripcion del RNA
a DNA para luego llevar a cabo la
amplificacion del cDNA por el PCR.
En este caso, para la deteccion de
NoV y HAV, se utilizan sondas que
tienen la capacidad de unirse a
una secuencia especifica de acido
nucleico. Estas sondas cuentan
con un fluoréforo que emite
una sefial cuando la reaccién de
amplificacion por PCR se realiza,
lo que es detectado y cuantificado
por el equipo en que se realiza el
analisis. Esto permite aumentar
la especificidad de la deteccion,
e incrementa la sensibilidad de la
técnica (28) (29).
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Virus de control de proceso:

En este tipo de ensayos, cuando el
resultado es negativo, es necesario
demostrar que no corresponde a un
“falso negativo” dado por la pérdida
del RNA viral durante el proceso.
Para ello, es que la metodologia
de deteccion considera agregar
artificialmente a la muestra una
cantidad conocida de un virus
control, inocuo y de caracteristicas
fisicoquimicas similares a los virus
de interés, que se utiliza como
control de proceso y que debemos
detectar en paralelo con el analisis
de Norovirus y Hepatitis-A, para
comprobar que se obtuvo un nivel
optimo de recuperacién viral (27).
Asi, un resultado negativo es valido,
siempre que logremos detectar el
virus control.
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INTERPRETACION DE RESULTADOS ANALITICOS

Si bien la interpretacion de los resultados puede realizarla en conjunto con algun profesional del
laboratorio querealizo los analisis, a continuacion, presentamos algunos criterios de interpretacion
que solo pretenden servir de guia para interpretar resultados de laboratorio:

Tabla 1: Interpretacion de resultados y algunas recomendaciones, segin matriz analizada.

Muestra Coliformes fecales Norovirus (GI/Gl) Hepatitis-A Recomendacion

,contintie
con actividades normales y con
plan de monitoreo.

Potencial
presencia de NoV'y HAV. Debe
revisar cloracién del agua, evite
contacto con la fruta. Refuerce
frecuencia de muestreo.

Evite toda
posibilidad de contacto
con fruta, superficies y

manipuladores. Si es posible
clausure fuente de agua hasta
que elimine la contaminacion.
Revise y refuerce acciones para

el tratamiento del agua, y de
aviso a autoridad sanitaria.

pudiendo ser
positiva o negativa para NoV.
Evite toda posibilidad de
contacto con fruta, superficies
y manipuladores. Si es posible
clausure fuente de agua hasta
que elimine la contaminacion.
Revise y refuerce acciones para
el tratamiento del agua, y de
aviso a autoridad sanitaria.

Evite contacto con fruta,
superficies y manipuladores.
Clausure fuente de agua hasta
eliminar contaminacion.
Refuerce medidas de
tratamiento del agua, y de
aviso a autoridad sanitaria.
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Muestra

Coliformes fecales

Norovirus (GI/Gll)

Hepatitis-A

Recomendacion

Manipulador

contintde con
actividades normales y con
plan de monitoreo.

. Potencial
presencia de NoV y/o HAV.
Debe revisar cumplimiento de
protocolo de lavado de manos
y actividades de induccidn.
Evite contacto con frutay
superficies hasta eliminar
contaminacion.

Evite toda
posibilidad de contacto
con fruta, y superficies de
contacto con la fruta. Separe
al trabajador de sus labores
y verifique su estado de
salud. Refuerce frecuencia de
muestreo en zonas expuestas.

, pudiendo
ser positivo o negativo
para Norovirus. Evite toda
posibilidad de contacto con
fruta y superficies que entran
de contacto con la fruta.
Separe al trabajador de sus
labores y verifique su estado
de salud. Refuerce frecuencia
de muestreo en zonas
expuestas.

Evite toda
posibilidad de contacto
con fruta, y superficies de
contacto con la fruta. Separe
al trabajador de sus labores
y verifique su estado de
salud. Refuerce frecuencia de
muestreo en zonas expuestas
y en personas que estuvieron
en contacto con el afectado.




Muestra

Coliformes fecales

Norovirus (GI/Gll)

Hepatitis-A

Recomendacion

Superficie

,
continte con actividades
normales y con plan de
monitoreo.

Potencial
presencia de NoV y/o HAV.
Debe revisar cumplimiento

de protocolo de lavado y
sanitizacion de superficies.
Evite contacto con la fruta y

manipuladores hasta eliminar
contaminacion.

Evite toda
posibilidad de contacto con
fruta y manipuladores. Aisle
la zona y aplique protocolos

de desinfeccion. Descarte
contaminacion de fruta que
tuvo contacto con la superficie
y revise frecuencia de muestreo
y protocolo de sanitizacion y
desinfeccion.

pudiendo
ser positivo o negativo para
NoV. Evite toda posibilidad
de contacto con fruta, y
manipuladores. Aisle la
zona y desinfecte. Descarte
contaminacion de la fruta que
tuvo contacto con la superficie
y revise frecuencia de muestreo
y protocolo de desinfeccion y
sanitizacion.

Evite toda
posibilidad de contacto con
fruta, y manipuladores. Aisle
la zona y desinfecte. Separe
y descarte la fruta que entré
en contacto con la superficie.
Revise y refuerce protocolos de
aseo, desinfeccion y sanitizacion,
incremente frecuencia de
muestreo en zonas expuestas
y personas en contacto con la
superficie.
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Medidas Preventivas y Correctivas

Las medidas preventivas y correc-
tivas deberan surgir del analisis de
causa particular que se realice fren-
te a una desviacién. No obstante,
algunas recomendaciones genera-
les para prevenir episodios de con-
taminacion por NoV y/o HAV, se lis-
tan a continuacion:

"Poner énfasis en la limpieza de
mesones, cintas transportadoras
y cualquier superficie que entre en
contacto con la fruta. Para ello, uti-
lizar agentes eficaces de limpieza,
sanitizantes y desinfectantes. Tener
un implementado programa de mo-
nitoreo que permita identificar des-
viaciones oportunamente (18)".

"Implementar dispensadores auto-
maticos de jabony agua, para evitar
la transmision cruzada de virus.
Utilizar toallas desechables para el
secado de manos".

"Disponer de material desechable,
en la medida de lo posible".

"Eliminar en forma segura el mate-
rial potencialmente contaminado".

"Verificar limpieza y grado de desin-
feccidon/sanitizacion de superficies
que entran en contacto con la fruta".

"Si un manipulador presenta sin-
tomas de gastroenteritis, solicitar
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diagnostico médico que establezca
el agente etiolégico, y por precau-
cion separarlo del contacto directo
o indirecto con la fruta hasta 3 dias
de pasado los sintomas (17)".

"No usar aguas contaminadas".
"Realice induccién permanente de
sus trabajadores, reforzando medi-

das de higiene y seguridad".

"Contar con un adecuado sistema
de aseguramiento de la calidad".
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+ Etiquete el tubo con los datos de la
muestra. Eliminar medio excedente
de la punta de la térula presionando
contra el costado del tubo.

o Remover la térula del tubo.

« Arrastre la térula por la superficie
determinada (10 x 10 cm?) en
direccion horizontal (de izquierda
a derecha), Asegurar una fuerza
razonable al pasar la térula e
ir rotandola para cubrir toda la
superficie.

+ Sumerja la térula en el tubo con
medio, agite suavemente y presione
contra el costado del tubo para
eliminar el exceso de medio.
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Ahora frote nuevamente el area de
muestra con la torula de manera
vertical (de arriba a abajo).

Sumerja la toérula en el tubo con
medio, agite suavemente y presione
contra el costado del tubo para
eliminar el exceso de medio.

Finalmente frote la térula en la
superficie de muestra de forma
diagonal.

Coloque la torula en el tubo y
ciérrelo con la tapa rosca.
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A L CANCE

Este instructivo de monitoreo y control de riesgos
asociados a NoV y HAV, aplica a predios agricolas de
produccién de berries y establecimientos habilitados para
el procesamiento y exportacion de frambuesas, arandanos,
frutillas u otro tipo de berries, independiente del mercado
de destino.

El alcance de este instructivo abarca etapas de cosechay
procesamiento post-cosecha, asi como aquellos elementos
involucrados en dichas etapas que entran en contacto
directo o indirecto con la fruta y por lo tanto representan
algin grado un riesgo de contaminacion por NoV y HAV.

Para la correcta aplicacion del instructivo, refiérase al
“Protocolo de Monitoreo de la Cadena Productiva de
Frambuesas, para el Control de Riesgos Asociados a
Norovirus y virus Hepatitis A”.

71




PUNTOS DE CONTROL Y FRECUENCIA DE MUESTREO
1.- Etapa de produccién agricola de frambuesas

Punto de Control Frecuencia de Muestro Sugerida

Aguas de uso agricola E]

Independiente de
fuente del agua,
aquella que utiliza para
diluir agroquimicos, lavar
bandejas o cualquier otro
utensilio que entra en
contacto con la fruta.

Frambuesa obtenida
directamente desde
la planta antes de ser
cosechada, o bien desde
bandejas de acopio una vez
cosechada.

Persona que entra
contacto directo con
fruta.

en
la

Manipulador

Superficie inerte que entra
en contacto con la fruta.
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Analisis de coliformes fecales:

- Aguas superficiales, 5/afio.

- Aguas subterraneas, 5/afo durante el primer afio de
monitoreo, y 1/afio desde el segundo afio en adelante.

- En caso que alguna de las muestras resulte positiva para
coliformes fecales, se recomienda:

Minimo un analisis de NoV y HAV.

Analisis para NoV y HAV:

- Minimo una muestra representativa por temporada.
La muestra debera estar compuesta por 5 bandejas de
acopio de un lote al azar de la temporada.

Analisis de coliformes fecales:

- Minimo dos eventos de muestreo y analisis durante la
temporada de cosecha (al inicio y a mitad de temporada).
Si una muestra resulta positiva para coliformes fecales, se
recomienda:

- Minimo un analisis viral para NoV y HAV. Las muestras
podran ser compuestas con un maximo de 3 manipula-
dores.

Analisis de coliformes fecales:

- Minimo dos eventos de muestreo y analisis durante la
temporada de cosecha (al inicio y a mitad de temporada).
Si una muestra resulta positiva para coliformes fecales, se
recomienda:

- Minimo un analisis viral para NoV y HAV. Las muestras
podran ser compuestas con un maximo de 3 superficies.
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2.- Etapa de produccion agroindustrial:

Punto de Control Descripcion Frecuencia de Muestro Sugerida

Agua en contacto Aquella que entra en contacto directo con la fru- Si el monitoreo microbiologico del agua

directo o incidental ta, o aquella que entra en contacto con superfi- estaincluido en el sistema de aseguramien-

con la fruta cies que tienen contacto directo con la fruta. to de calidad de la planta, no es necesario
realizar analisis adicionales. En el caso de
existir resultados que sugieran contami-
nacion por coliformes fecales aplique como
minimo un analisis de NoV y HAV.

Fruta envasada Frambuesa que fue envasada y/o congelada La fruta debe ser analizada para NoV y
HAV, al menos una vez al mes durante el
periodo de produccion.

Manipulador Persona que entra en contacto directo con la Analisis de coliformes fecales:
fruta. - Cada dos meses sin previo aviso.

Si una muestra resulta positiva para coli-
formes fecales, se recomienda:
- Minimo un analisis viral para NoV y HAV.

Superficies Superficie inerte que entra en contacto con la Analisis de coliformes fecales:
fruta. - Minimo una vez al mes durante la tempo-
rada de produccion.

Si una muestra resulta positiva para coli-
formes fecales, se recomienda:

- Minimo un analisis viral para NoV y HAV,
por temporada.
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Tanto para la fase de produccion agricola como de procesamiento en planta,
estas sugerencias de puntos de muestreo y frecuencia de muestreo quedan
a criterio del encargado de aseguramiento de la calidad quien, en funcion
del historial del grado de higiene de cada etapa del proceso, practicas de
limpieza y sanitizacion; ponderara el riesgo asociado y definira el plan

de muestreo en lo particular. Si se detectan desviaciones en alguno de
los parametros (NoV, HAV, Coliformes fecales), se debe aplicar un plan de
muestreo que responda a la contingencia y permita evaluar la efectividad
de las acciones correctivas implementadas, hasta que la desviacion se dé
por superaday analiticamente se demuestre que se ha reducido el riesgo de
contaminacion de la fruta.

74




PARA EL CONTROL DE RIESGOS ASOCIADOS A NOROVIRUS Y HEPATITIS-A. 2019

OBTENCION, CONSERVACION Y TRANSPORTE DE MUESTRAS

Independiente de las normas y protocolos que se apliquen para la seleccidn,
obtenciény transporte de la muestra, se deben considerar aspectos que son
transversales a ellos y que contribuyen a un adecuado proceso de muestreo.
Esto es, asegurarse que se cuenta con el material minimo necesario, y que
las condiciones de obtencidn y transporte no afectaran la integridad de la
muestra.

Recomendaciones para una adecuada obtenciony transporte de la muestra:

. Verificar que dispone del material necesario
para la toma de muestras en cantidad y calidad
suficiente.

. Muestras de agua: Recolectar aproximadamente
20 litros tomando la menor cantidad de sélidos
posibles (barro, hojas, etc.).

. Muestras de superficies: Pasar la térula por una
superficie inerte de aproximadamente 10x10 cm.
En caso de manipuladores, pasar térula por la
palma, huellas dactilares, entre los dedos, lecho
ungueal y dorso de la mano (puede ser una térula
para ambas manos).

. Muestras de fruta: Recolectar aproximadamente
250g de fruta, ya sea desde distintas bandejas o
bien desde distintas plantas (matas).

. Transporte las muestras en cadena de frio
(entre 2-8°C), y en condiciones que aseguren la
integridad de estas.

TRANSPORTE . Entregue las muestras al laboratorio en el menor
tiempo posible.




MATERIALES PARA TOMA DE
MUESTRAS

Paraunacorrectatomade muestras,
el personal encargado debe estar
debidamente entrenado y contar
con el material y condiciones
minimas que exigen las Buenas
Practicas de Toma de Muestra
(BPTM). A modo de referencia, a
continuacion, se describen los
materiales minimos necesarios para
una adecuada toma de muestra:

desde

Toma de muestra

superficies:

1. Tubos con tapa (que evite derra-
me), estériles.

2. Torulas estériles.

3. Tampon fosfato-salino (s6lo para
deteccion viral).

4. Agua Peptonada Tamponada
0.1% (en caso de muestreas para
Coliformes fecales)

Toma de muestra desde fruta
1. Recipiente plastico rigido, con

tapa, para evitar deterioro de la fru-
ta durante el transporte.
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Toma de muestra de agua
1. Bidén estéril (20L), con tapa.
Material uso general

1. Guantes desechables estériles
(tipo quirdrgicos).

2. Etiquetas o cinta para rotular
muestras.

3. Pluménindeleble.
4. Contenedor isotérmico (nevera).

5. Elementos refrigerantes para
mantener el frio.

6. Elementos para proteger mate-
rial de vidrio (diario, plastico acol-
chado, etc.)

7. Elementos de proteccién perso-
nal necesarios segun condiciones
ambientales de la zona de mues-
treo.

CONSERVACION Y TRANSPORTE
DE LA MUESTRA

+ Las muestras deben ser
conservadas y transportadas
en condiciones que garanticen
la calidad e integridad de la
muestra hasta su recepcion
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en el laboratorio. Para ello se
sugiere considerar las siguientes
recomendaciones:

Transporte muestras en frio en
contenedor isotérmico.

Utilice gradilla para tubos, o
material acolchado paraseparar
los tubos de vidrio, impidiendo
que estas puedan chocar entre
siy eventualmente quebrarse.

Al apilar contenedores de
muestra de fruta, verifique que
no generen dafos en éstos.

Las muestras deberan ser
transportadas lo antes posible
al laboratorio, para evitar
alteraciéon de resultados de
analisis. Confirme con personal
del laboratorio que realizara los
analisis el tiempo maximo que
debe transcurrir entre la toma
de la muestra, y la entrega de
esta al laboratorio.

Las muestras deberan ser
recepcionada por el laboratorio
aunatemperaturaentre2 a 8°C,
poniendo especial énfasis en las
muestras destinadas a analisis
bacteriologicos, a menos que
por la naturaleza de la muestra
no sea posible (bidones de
agua).
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En el caso de bidones con
muestras de agua, manténgalos
en un lugar fresco o cubiertos
por algun material que
proteja del sol directo. Estas
condiciones de mantencion
y transporte de la muestra
deben ser consensuadas con el
laboratorio.
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