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Bach. MELODY VERA RAMIREZ

En la ciudad de Ayacucho , el dia veintiocho de noviembre del dos mil catorce, siendo las
cuatro de la tarde, en el Auditorio del Departamento de Ciencias Bioldgicas, reunidos los
miembros del jurado calificador presididos por el Dr. Segundo Tomas Castro Carranza en
condicién de Decano- Presidente y como miembros la Mg. Vidalina Andia Ayme, Mg. Aurelio
Carrasco Venegas y Mg. Serapio Romero Gavilan con la finalidad de recepcionar el trabajo de
tesis titulado “Validacion secundaria del método 1SO 11290-1:1996/Amd 1:2004 Microbiologia
de los alimentos y piensos método horizontal para deteccién y enumeracién de Listeria
monocytogenes” en hisopados de superficie inerte. Certificaciones del Peri S.A. Lima 2014,
presentado por la bachiller Mélody Vera Ramirez, con la que pretende obtener el titulo
profesional de Bidlogo con Especialidad de Bictecnologia. Acto seguido el Sr, Decano de la
Facultad previa conformidad de la documentacion sustentadora del presente acto, autoriza a la
sustentante para dar inicio a su sustentacion en un tiempo maximo de cuarenta y cinco
minutos. La sustentante inici6 el proceso saludando a los presentes, presentando el trabajo,
dedicatoria, agradecimiento, introduccién, abjetivos, marco teérico, metodologia, resultados y
discusién, conclusiones, recomendaciones y finalizando con los anexos. Concluido esta fase el
Sr. Decano invité a los miembros del jurado a plantear correcciones, aclaraciones y preguntas
que consideren pertinentes, para que pueda ser defendido por la sustentante y publico
asistente a abandonar el Auditorio a fin de que el jurado puedes deliberar la calificacion

respectiva, obteniendo los siguientes resultados:

MIEMBRO EVALUADOR EXPOSICION PREGUNTAS PROMEDIO
Mg. Vidalina Andia Ayme 18 17 18
Mg. Aurelio Carrasco Venegas 18 18 18
Dr. Segundo Tomas Castro Carranza 18 18 18
Mg. Serapio Romero Gavilan 17 17 17
Promedio: 18

Concluido la calificacién se obtiene el promedio de Dieciocho (18) luego se invitd6 a la
sustentante y al publico asistente a ingresar al Auditorio con la finalidad de dar a conocer el
resultado y a la vez colocar la medalla y toma de la juramentacién respectivo.

Concluido con el acto los miembros del jurado evaluador firmamos al pie del presente
documento, dando fe al mismo Finaliza la sustentacién siendo siete de la noche.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios de la empresa
Certificaciones del Perd, S.A. en el area de microbiologia, con el objetivo de
realizar la validacién secundaria del método, Lima 2014, para lo cual se trabajé
con microorganismos estandares sugeridos por el método 1SO. Durante todo el
proceso experimental de la validacién secundaria los resultados del control
microbiolégico ambiental se encontraron dentro de los limites maximos
permisibles ya que el crecimiento microbiano fue <15 UFC/placa, las
temperaturas de los equipos se encontraron dentro de los rangos de trabajo
establecidos para cada equipo, la temperatura y humedad ambiental se encontré
dentro de los rangos establecidos por cada area de trabajo, la selectividad y
productividad de los medios de cultivo fueron satisfactorios, la productividad del
caldo fraser (enriquecimiento primario y enriquecimiento secundario) fue >10 ya
que tuvo crecimiento del microorganismo objetivo en agar ALOA y PALCAM, la
selectividad también fue satisfactoria ya que no existe crecimiento del
microorganismo no objetivo en agar no selectivo (TSA). La tasa de productividad
del agar ALOA fue de 0.76 por lo tanto es satisfactoria ya que la tasa de
productividad esperada es 20.5, selectividad fue satisfactoria porque hubo
inhibicion total del microorganismo no objetivo, La tasa de productividad del agar
PALCAM fue de 0.78 y la selectividad fue satisfactoria porque hubo inhibicion
total del microorganismo no objetivo. La Productividad del agar y del caldo Soya
tripticasa + extracto de levadura fue satisfactoria con una puntuacién de 2 debido
al buen crecimiento del microorganismo objetivo. Para los ensayos preliminares
se analizaron dos muestras de cada matriz por duplicado, para la obtencién de la
data participaron 7 analistas donde se obtuvieron 35 datos 5 datos por analista.
Para el caso de superficies regulares se inocularon las cepas objetivo (Listeria
monocytogenes) y las cepas no objetivo (E. coli) en plantillas de material
espumado y se procedi6 seglin el método de la esponja, para el caso de
superficies inertes irregulares se inocularon a contenedores y se procedié segln
el método del enjuague, los resultados preliminares fueron satisfactorios para
cada matriz cumpliendo el criterio de que el duplicado coincide con el resultado.
Los resultados obtenidos con el método estuvieron conforme a los esperados
ya que la proporcién de los resultados son concordantes con los esperados que
es 100%. Se demostro que el método es especifico porque se verificd, al 95% de
confianza, que la proporcién de verdaderos negativos recuperados es 100%,
también se demostré que el método es sensible porque se verifico al 95% que la
proporcién de verdaderos positivos es 100%, se demostré también que el
método es exacto (veraces y precisos). Por lo tanto el método se considera
reproducible generando asi resultados confiables y precisos.

Palabras clave: validacion secundaria, Listeria monocytogenes, superficies
inertes.

vii



. INTRODUCCION

En la actualidad se ha generado una gran aceptacién e interés por los temas
relacionados con seguridad y calidad alimentaria, teniendo presente que estos
son productos vitales para la salud.

El analisis microbiolégico cobra gran importancia al ser un punto algido en la
elaboracién y distribucién de los alimentos, por esta razén el laboratorio
encargado del andlisis debe mantener estandares de calidad aceptables en el
procesamiento de muestras y en los resultados que emiten sus técnicas para
garantizar la seguridad e inocuidad de los alimento, para ello recurre a la
verificacion y validacion de nuevos métodos.

La validacion secundaria en los laboratorios de ensayo ha venido tomando gran
importancia, con el fin de desarrollar sistemas rigurosos de calidad que
proporcionen y aseguren al consumidor un producto de alta calidad que cumpla
con las especificaciones.

La validacién secundaria es la aportacion de evidencias objetivas de que el
método cumple con los requerimientos especificados para el uso previsto.

En la verificacién o validacién secundaria no se necesita una evaluacion
rigurosa de los parametros ‘de desempefio del método. El laboratorio solo
necesita conocer las especificaciones del método normalizado a partir de los
datos de validacion que se reportan, tener analistas competentes,
instrumentacion calibrada, el medio ambiente e instalaciones apropiadas, y los
materiales de referencia y reactivos necesarios para efectuar el proceso de
verificacion.’

‘Las especificaciones tomadas en cuenta en la validacién secundaria son: la



sensibilidad, especificidad, exactitud y precision que permitiran observar el
desempeiio del método.

Esta validaciéon de técnicas microbiolégicas, es de suma importancia ya que
ayuda a la regulacion, a la reduccién de costos en el laboratorio y como requisito
para dar cumplimiento a normas tan especificas como la norma ISO/IEC 17025,

la cual es de vital cumplimiento en el proceso de acreditacién del laboratorio.

OBJETIVO GENERAL

® Realizar la validacion secundaria del método microbiolégico:” ISO 11290
- 1:1996/Amd 1:2004. Microbiologia de los alimentos y piensos para la
detecciéon y enumeracion de Listeria monocytogenes”, en hisopados de

superficie inerte que ingresan a la empresa Certificaciones del Peru, S.A.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Realizar el monitoreo de las condiciones microbioldgicas del ambiente: de
trabajo y verificacion de la calibracion de los equipos.

. Evaluar la productividad y selectividad de los medios de cultivo utilizados
para Listeria monocytogenes.

. Determinar la especificidad, sensibilidad y la exactitud relativa del
método.



Il MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES

La practica de la verificacion de la calidad se remonta a épocas anteriores al
nacimiento de Cristo. En el afio 2150 A.C., la calidad en la construccién de casas
estaba regida por el Cédigo de Hammurabi, cuya regla # 229 establecia que "si
un constructor construye una casa y no lo hace con buena resistencia y la casa
se derrumba y mata a los ocupantes, el constructor debe ser ejecutado”.

A principios del siglo XX cuando el concepto de calidad se asoci6é con lograr
producir lo que se necesitara y que al final del proceso se inspeccionara cada
producto terminado, desechando aquello que no cumpliera con los
requerimientos determinados. 2

Con los cambios sociopoliticos que se dieron a principios del siglo XX que
desembocaron en las guerras mundiales, el concepto de calidad varié hacia la
bisqueda de lograr obtener el objeto deseado en el momento justo y en la
cantidad justa, introduciendo la segunda etapa en la evolucién de la gestion de
calidad, el control estadistico de la calidad. ®

En el periodo de guerras apareci6 la figura de W. A. Shewhart. En 1931 publica
“Economia de control de calidad en los productos fabricados”, en el cual utiliza el
control estadistico de la calidad como medio pé’ra crear los graficos de control
que permiten determinar si un proceso se encuentra funcionando dentro de sus
requerimientos. En su libro Shewhart demuestra que existen variaciones en los
procesos que imposibilitan que se haga siempre igual, por lo que propone buscar
limites aceptables para la produccién, o limites de aceptacién, que podian

visualizarse a través de los graficos de control.*



Una vez que en 1945 se termind la guerra, muchos paises volvieron al método
de trabajo predominante durante la época de la Revolucién Industrial, el cual era
producir y producir hasta satisfacer la demanda de muchos productos que
habian dejado de hacerse debido al desvio de materias primas hacia la
produccién militar. Sin embargo, en Jap6on se gestd un cambio en esta
mentalidad debido a los aportes de W. Edwards Deming, Joseph Juran y otras
personas; enviadas a ayudar en la reconstruccion del pais oriental después de
su derrota en la guerra. En los inicios de la década de 1950, ellos introduje:rron
técnicas y nociones sobre calidad distintas a las que estaban siendo utilizadas
en el resto del mundo junto con lecciones estructuradas sobre los problemas y
enfoques de cdmo resolverlos. Esta es la etapa del aseguramiento de la calidad.
Ellos, junto con la JUSE (Unién Japonesa de Cientificos e Ingenieros),
empezaron a diseminar la idea de hacer las cosas bien desde la primera vez,
para asi disminuir costos, satisfacer al cliente y lograr un nivel de competitividad
acorde a las exigencias del mercado, con lo cual diferenciaron esta etapa dz la
evoluciéon de la gestidn de calidad, ya que ademas de contar con limites de
aceptacion, buscaban controlar y minimizar el efecto de las causas de esos
problemas o variaciones que presenté Shewhart.

Deming era un discipulo de Shewhart, quien habia creado un ciclo de mejora
conocido ahora como Ciclo PDCA o PHVA por sus siglas en espafriol (Planzar,
Hacer, Verificar, Actuar) o Ciclo Deming, debido a que fue él quien lo dio a
conocer a nivel mundial. Ademas desarrolld 14 puntos para mejorar la
administracion de las organizaciones y enuncié las 7 enfermedades mortales que
atacan a toda empresa. _

En .1 962 Ishikawa fue el formulador de los circulos de calidad, como método para
la resolucion de problemas, y cred el Diagrama Causa-Efecto (Diagrama
Ishikawa) para determinar las fuentes raiz de los problemas.

John Oakland conjunté las ideas mas representativas de la calidad, segin los
diferentes expertos mundiales, en un modelo que llamé calidad total en su libro
Administracion Total de la Calidad en 1993. Asi, segin la Sociedad para la
Promocién y Reconstruccion Industrial, la calidad total es una conjuncién de
ideas que forman “un sistema de gestion o filosofia gerencial a través del cual las
organizaciones satisfacen las necesidades y expectativas del usuario, de sus

empleados, de los accionistas y de toda la sociedad en general, utilizando los



recursos de los que disponen: personas, materiales, tecnologia, sistemas
productivos, etc.” '

Sin embargo, esto no ha terminado y el concepto de -calidad sigue
evolucionando, por lo que es un esquema abierto y variable, que va
respondiendo a las necesidades de la sociedad y que cambia segln los
adelantos tanto teéricos como practicos. ° '

2.2. VALIDACION

Es el proceso por el cual se establecen mediante estudios de laboratorio que las
caracteristicas de desempenio del método analitico cumplen requerimientos para
la aplicacion analitica propuesta, es decir, para detectar o cuantificar grupos
microbianos especificos como es el caso, siendo su principal objetivo
confirmar y documentar la confiabilidad de los resultados obtenidos.®

Consiste en establecer evidencia documentada que proporcione un alto grado de
aseguramiento de que un proceso especifico producird consistentemente un
producto que cumpla con sus especificaciones y atributos de calidad

predeterminados. ®

2.3. VALIDACION PRIMARIA

La validacion primaria es un proceso exploratorio que tiene como metas
establecer los limites operacionales y las caracteristicas de desempefio de
método nuevo, modificado o caracterizado en forma inadecuada. Debe dar
origen a especificaciones numeéricas y descriptivas para el desempefio e
incluir una descripcion detallada y precisa del objeto de interés.
Caracteristicamente, la validacion primaria procede mediante el uso de

esquemas de ensayo especialmente disefiados.’

2.4. VALIDACION SECUNDARIA

La validacién secundaria tiene lugar cuando un laboratorio procede a
implementar un método desarrollado en otra parte. Esta validacion se centra en
la reunion de evidencia acerca de que el laboratorio estda en la capacidad de
cumplir las especificaciones establecidas en la validacion primaria. Suele
llamarse verificacién; y es la confirmacién, mediante el aporte de pruebas

objetivas, que se han cumplido con los requisitos establecidos.?



Es importante para un laboratorio de andlisis, validar sus técnicas para asi
optimizar sus procesos, los cual implica reducir sus gastos, el tiempo de
desarrollo de la técnica y generar confiabilidad en los resultados que se emiten.
Asimismo sirve para dar cumplimiento a las normas legales pertinentes o al
logro del cumplimiento de normas que aunque no son de obligatorio acatamiento
contribuyen a la credibilidad del laboratorio y a obtener altos niveles de calidad
que generen confianza déntro de sus clientes.®

2.5. PARAMETROS ANALITICOS PARA LA VALIDACION SECUNDARIA DE
UNA TECNICA O METODO

Son las propiedades, caracteristicas o capacidades del método

ESPECIFICIDAD. Es la capacidad del método para diferenciar precisa y
especificamente el compuesto de interés, en presencia de los demas
componentes, que se espera esté presentes en la matriz de la muestra.

Capacidad o habilidad de un fest screening de detectar muestras negativas

cuando realmente son negativas.®

EXACTITUD. La exactitud, es la cercania de un resultado al valor verdadero por
comparacion con los valores de referencia de un material caracterizado (material
de referencia). Los valores de referencia deberian ser trazables a las normas
internacionales; los materiales de referencia certificados (MRC) generalmente
se aceptan como trazables. Es ideal que el material de refencia sea de matriz
natural lo mas similar posible a las muestras de interés. Usualmente, la
exactitud se expresa como porcentaje de recuperacion de los microorganisrnos
mediante el método de validacion.'

PRECISION. Se relaciona con la dispe}'sién de la medida alrededor de un valor
medio o central y mide la concordancia entre ensayos individuales cuando el
método se aplica repetidas veces a muestras separadas e idénticas, obtenidas
del mismo lote de material homogéneo.

Mide el grado de cercania entre las medidas obtenidas de analisis realizados

repetidamente de multiples muestreos de una muestra homogénea."



SELECTIVIDAD. La selectividad es el grado en que un método puede
cuantificar el analito con precisiéon en presencia de interferentes. En muchos
tipos de analisis, la selectividad es esencialmente un estudio cualitativo basado
en la significacién, o bien un conjunto de pruebas pertinentes de interferencia.

Capacidad o habilidad de un test de screening detectar muestras positivas

cuando realmente son positivas. '

2.6.1S0

ISO (Organizacion Internacional de Normalizacidén) es una federacion mundial de
organismos nacionales de normalizacién (organismos miembros de 1SO). El
trabajo de preparacién de las Normas Internacionales normalmente se realiza a
través de los comités técnicos de ISO. Cada organismo miembro interesado en
una materia para la cual se haya establecido un comité técnico, tiene el derecho
de estar representado en dicho comité. Las organizaciones internacionales,
publicas y privadas, en coordinacion con ISO, también participan en el trabajo.
ISO colabora estrechamente con la Comisién Electrotécnica Internacional (IEC)

en todas las materias de normalizacion electrotécnica.’

2.7. SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

La norma ISO 9000 define el sistema de calidad como: “Conjunto de Ia
estructura de la organizacién, de responsabilidades, de los procedimientos, de
los procesos y de los recursos que se establecen para llevar a cabo la gestion
de la calidad”.

Este conjunto consiste en la definicién de un método de trabajo que asegure que
los servicios prestados cumplen con las especificaciones previamente
establecidas en funcion de las necesidades del cliente. Un sistema de calidad
identifica, coordina y mantiene las actividades necesarias para que los
productos/servicios cumplan con los requisitos de calidad establecidos sin tener
en cuenta donde estas actividades se producen.™

2.8. CONTROL DE CALIDAD
El control de calidad es una parte de las Buenas Practicas de Manufactura que

agrupa las normas acerca de organizacion, documentacion y procesos como

muestreo, fabricacion, analisis y evaluacion de todos los factores que



intervienen en el proceso productivo, asegurando que cada proceso es lievado
a cabo bajo las condiciones que garantizan que los materiales y productos son
liberados para su uso, venta o suministro con un alto nivel de calidad que: ha
sido juzgado como satisfactorio. El control de calidad no estd confinado a
operaciones de laboratorio, debe estar involucrado en todas las decisiones
concernientes a la calidad de producto.*®

2.9. CALIDAD EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Conjunto de atributos que hacen referencia de una parte a la presentacion,
composicion y pureza, tratamiento tecnolégico y conservacién que hacen del
alimento algo mas o menos apetecible al consumidor y por otra parte al aspecto
sanitario y valor nutritivo del alimento.

Para la industria agroalimentaria es importante definir los atributos de calidad
mas valorados por cada grupo de consumidores, su importancia relativa y como
se evalian. Una vez definidos, la principal preocupaciéon de la empresa es
conseguir la produccion y el suministro continuo de un producto con niveles de
calidad en continua mejora. Los sistemas de aseguramiento de la calidad se
desarrollaron para mantener a lo largo del tiempo las caracteristicas de calidad
fijadas, de tal manera que el consumidor establezca una asociacion perdurable
entre la marca o el producto y un determinado nivel de calidad. Para conseguir
esa homogeneidad en el producto final se necesita disponer de informacién de
todo lo que sucede en cada fase de la cadena. La industria de alimentos ha
implantado esquemas globales de garantia y gestién de la calidad como el
APPCC o HACCP, las Buenas Practicas de Manufactura (BPM o GMP) ¢ ha
adaptado los modelos desarrollados inicialmente para otros sectores industriales
(normas ISO). Los sistemas I1SO y APPCC son preventivos y su caracter
documental permite hacer auditorias y homologar las industrias, facilitando el
comercio y mejorando los estandares. '®

2.10. CONTAMINACION MICROBIANA EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA
Una de las causas mas importantes de la presencia de peligros biol6gicos en la
industria alimentaria son las contaminaciones cruzadas. Un estudio realizado por
la Organizacion mundial de la Salud, en el ambito europeo, determind que el
25% son.de los brotes de toxiinfeccién.



Por contaminacién cruzada se entiende la transmisién de microorganismos de un
alimento a otro en forma directa o indirecta. Y adquiere su maximo riesgo,
cuando se produce desde alimentos crudos a alimentos elaborados. En este
caso los posibles patégenos se encuentran con muy pocas barreras y pueden
multiplicarse siempre y cuando se den las condiciones adecuadas.

Las superficies son una de las vias de contaminaciéon de los alimentos mas
frecuentes tanto en la industria alimentaria, en la restauracion colectiva, asi
como en el hogar. Las bacterias que colonizan las superficies pueden actuar
como un reservorio de microorganismos alterantes, Pseudomona aeruginosa y/o
patégenos como por ejemplo: S. auerus o L. monocytogenes.

Hoy en dia la vigilancia y control de la contaminacién microbiana de las
superficies esta adquiriendo un interés creciente debido en parte a la notificacién
de brotes alimentarios cuyas vias de contaminacion implicadas han sido
superficies, equipos y/o utensilios de contacto con el alimento contaminado."”

2.11. ANALISIS MICROBIOLOGICO DE SUPERFICIES

El analisis microbiolégico ambiental y de superficies en la industria de los
alimentos se constituye en una herramienta basica para el control de materias
primas, procesos, productos y manipuladores, ya que permite establecer el
grado de contaminacién biologica de estos, por esta razon el control
microbiolégico es parte fundamental en todo el proceso."®
Los principales objetivos del analisis microbiolégico son:
Asegurar que el alimento cumpla con las normas estatutarias.
¢ Que se ajuste a normas internas establecidas por la empresa que los
proceda y a las que exige el comprador.
¢ Que las materias alimenticias que llegan a la fabrica para ser procesadas
cumplan con las normas exigidas y pactadaé con el productor.
e Que se mantenga el control del proceso y la higiene de la linea de
fabricacién. ™
Los métodos de examen microbioldgico utilizados para controlar la calidad del
alimento son en si mismos muy variados y dependientes, en gran parte del

alimento que va a ser analizado.”



2.12. Listeria monocytogenes

ORIGEN Y DESCRIPCION

El género Listeria spp recibe su nombre en honor del cirujano britanico Lord
Joseph Lister y la especie Listeria monocytogenes por el sindrome de
monocitosis presente en determinados enfermos de listeriosis.?’

La primera descripcion de listeriosis en los humanos fue realizada por Nyfeldt en
1929 el cual aisld esta bacteria a partir de sangre de pacientes que sufrian una
enfermedad parecida a la mononucleosis infecciosa. En 1936, Burn, aisld el
microorganismo de cadaveres de neonatos e implicoé a la bacteria como causa
de meningitis en adultos. En 1936 se reconocié por primera vez List-eria"
monocytogenes como causa de infeccion humana durante el periodo perinatal
y como responsable de meningitis en adultos.?

Las listerias son bacilos de forma regular y con forma de vara corta de
aproximadamente 0,4-0,5 ym de diametro y 0,5-2 ym de longitud con las puntas
redondeadas. Algunas veces pueden tener forma cocoide, apareciendo como
células individuales o bien cadenas cortas. Pueden ser méviles cuando se
cultivan a temperaturas de 20°C - 25°C y esta movilidad esta provocada per la
presencia de tres o cuatro flagelos de implantacion periférica. Estos flagelos
pueden tener longitudes de 6 a 20 ym o méas.?

Listeria monocytogenes se ha considerado durante muchos afios un patégeno
de animales, su papel significativo como patégeno humano transmitido por
alimentos sélo se hace evidente a partir de 1980, cuando comienzan a apare:cer
en la literatura informes documentados de brotes de listeriosis, detectados por

consumo de alimentos contaminados. %

TAXONOMIA

Dominio : Bacteria

Filo : Firmicutes

Clase : Bacilli

Orden : Bacillales

Familia . Listeriaceae

Género : Listeria ‘
Especie : Listeria monocytogenes
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Listeriosis

La listeriosis humana forma parte del grupo de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA), esta enfermedad es esporadica y la ocasiona Listeria
monocyltogenes.

Este microorganismo se ha convertido en un problema de salud publica, y
aunque la incidencia esta entre 4 y 8 casos por cada 1.000.000 personas, la tasa
de mortalidad es alta en comparacion con otras ETAs (20 - 30%), (ONU 2000).
Entre las manifestaciones clinicas asociadas a listeriosis se encuentran:

meningitis, encefalitis, septicemias y aborto entre otras.?

Figura 1. Representacién esquematica de la infeccion por Listeria
monocytogenes

2.13. DETECCION MICROBIOLOGICO DE Listeria monocytogenes EN LA
INDUSTRIA ALIMENTARIA

Las toxiinfecciones alimentarias provocadas por microorganismos patégenos
como la listeria tienen gran importancia en los paises desarrollados por el gran
numero de personas infectadas y por la industrializacién en la produccién de
alimentos que favorece la diseminacién de estos pat’égenos.

El aislamiento e identificacion de Listeria monocytogenes a partir de alimentos,
superficies vivas e inertes, muestras medioambientales y muestras clinicas
procedentes de animales, requiere el uso de agentes selectivos y procedimientos
de enriquecimiento que mantengan los niveles de microorganismos
contaminantes en valores razonables y permitan la multiplicacion de L.
monocytogenes hasta niveles que sean suficientes para poder detectar este

microorganismo.?
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En la actualidad existen varios métodos convencionales y rapidos disponibles
para la deteccioén e identificacion de Listeria monocytogenes en muestras de
alimentos y en muestras procedentes de listeriosis animal.

Los métodos bacteriolégicos convencionales son importantes por varias razones:
su empleo permite obtener el microorganismo en cultivo puro, lo que sera util con
propositos reglamentarios. Siguen siendo el “patrén de oro” frente a los cuales se
comparan y validan otros métodos. Normalmente estos métodos son muy
sensibles y no requieren equipamiento sofisticado o caro.

Algunas desventajas de este grupo de métodos incluyen el periodo de tiempo
relativamente largo que se necesita para finalizar los protocolos, la experiencia
practica que se precisa en varias manipulaciones, la necesidad de productos
quimicos, reactivos y medios muy diferentes, la posibilidad de que algunos
microorganismos contaminantes enmascaren la presencia de las bacterias
diana, incluyendo una posible falta de deteccién de variantes atipicas del
organismo diana y la subjetividad relativa que supone la interpretacion del

crecimiento bacteriano en placas de agar con un medio selectivo y diferencial.*®

Deteccion de Listeria monocytogenes en superficies inertes.

Listeria monocytogenes se considera uno de los agentes mas importantes de
enfermedades de transmision alimentaria. Las explicaciones posibles de la
emergencia de la listeriosis humana que es persistente en los alimentos debido
a que crece sobre superficies como condensadores, paredes, techos y utensilios
de limpieza en las plantas procesadoras de alimentos sean totalmente
involucrados en la contaminacion de dicho patdégeno, a partir de dichas fuentes,
transmitida por alimentos como un asunto del maximo interés de Salud Publica
comprenden los cambios importantes en la producciéon, procesamiento y
distribucién de los alimentos, la utilizacion cada vez mayor de la refrigeracion
como medio de conservacion primaria de los alimentos, los cambios en los
habitos de comida de la poblacion, particularmente respecto a la comodidad de
los alimentos ya preparados y un incremento del ndmero de personas
consideradas de alto riesgo de sufrir la enfermedad (ancianos, gestantes, recién
nacidos, inmunodeprimidos).

Los alimentos asociados con mayor frecuencia con la listeriosis humana son los

productos listos para consumir, por ser productos con un tiempo de conservacion
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prolongado a temperatura de refrigeracion y que se consumen sin tratamiento
listericida previo. %
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE ESTUDIO
El presente trabajo se investigacion, se realizé en los laboratorios de
Microbiologia de la Empresa Certificaciones del Pera S.A., ubicado en la
ciudad de Lima.

3.2. TIPO DE INVESTIGACION: Basico- Descriptivo

3.3. DISENO DE INVESTIGACION: Transversal Descriptivo

3.4. METODOS IMPLICADOS EN EL PROCESO DE LA VALIDACION
SECUNDARIA

Para llevar a cabo la validacion secundaria se uso el método:

3.4.1. 1SO 11290-1:1996 Microbiology of food and animal feeding stuffs -
Microbiology of food and animal feeding stuffs Horizontal methods for
‘sampling techniques from surface using contact plates and swabs-
Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes - Part 1: Detection method (Anexo 1).

3.4.2. ISO 11290-1:1996/Amd 1:2004 Modification of the isolation media and
the haemolysis test, and inclusion of precision data.

De este método ISO se tomara en cuenta todos los items descritos en el método

excepto el siguiente item: 9.6.1.2 (Anexo 2) (Anexo 14).
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3.4.3. METODO ISO 18593: 2004. Parte 8 y 9 excepto 8.1, 8.3.1, 8.3.3, 9.1,
9.2.3 Microbiology of food and animal feeding stuffs-Horizontal methods for

sampling techniques from surface using contact plates and swabs: Del

método ISO 18593 se tomard en cuenta la parte 8 y 9 excepto 8.1, 8.3.1,
8.3.3, 9.1, 9.2.3 (Anexo 3).

3.4.4. RM- N° 461-2007/MINSA Guia Técnica para el Analisis Microbiol6gjico
de superficies en contacto con Alimentos y Bebidas.

De esta Resolucién ministerial del MINSA se tomara en cuenta la parte 7.3.1,
7.3.2,7.3.3y8.2, 83y8.4 (Anexo4).

3.5.

PROCEDIMIENTOS A SEGUIR PARA LA VALIDACION SECUNDARIA

3.5.1. Determinacion de las condiciones de trabajo.

(a) Monitoreo microbiolégico ambiental de trabajo

El monitoreo ambiental se realizé teniendo en cuenta lo siguiente:

La evaluaciéon ambiental, se realiz6 cada semana, de preferencia en las
primeras horas de la mafiana. Antes de iniciar el monitoreo, se verificé las
siguientes condiciones ambientales:
¢ Sistema de aire acondicionado en funcionamiento.
e Cabina de flujo laminar encendida.
e Haber transcurrido media hora antes de culminada las labores
diarias de limpieza. |

Tabla 1. Areas de trabajo de monitoreo ambiental del laboratorio de
microbiologia CERPER. Lima 2014.
Ambiente Lugar de ensayo

| Sala de siembra Mesa 1 !

| Mesa 2 !

; Mesa 3 ’ |

i Mesa 4 :

; Mesa 5 |

! Cabina de flujo laminar |

Sala de pases Mesa 1

Mesa 2

Sala de preparacion Mesa de preparacién de medios de cultivo

—

de medios de cultivo Almacén de medios de cultivo y reactivos.

GEVERSTAD MACTORAL §7 a3 16
ERISTORA 18 Mmaaiagie

BIBLIOTECA



 Se prepararon placas de ‘agar plate count y agar oxitetraciclina glucosa
extracto de levadura segun las areas a evaluar. Se secé las superficies
de las placas antes de utilizar. ‘

e Se marcé cada juego de placas registrando lugar de ensayo, iniciales del
medio de cultivo y fecha. |

e Se expuso las placas en cada lugar durante 15 minutos. Un juego de
placas sin exponer se mantendra como control de medios.

e Se cerré las placas e incubd, el agar plate count (PC) a 30°C + 1°C por

~ 48h y el agar oxitetraciclina glucosa extracto de levadura (OGY) a 23°C+

1°C por 5 dias.

e Transcurrido el tiempo de incubacion se efectud la lectura y registro los
resultados en el formato codigo: LE-R-MAN, monitoreo microbiolégico

ambiental.

Tabla 2. Limites microbiolégicos permisibles para los ambientes del laboratorio
de microbiologia de CERPER. Lima 2014.

. s e

DETERMINACION LIMITE

L= : i Thonias
En OGY: Mohos y levaduras <15 UFC/placa/15min

Para el caso de cabina de flujo laminar fué 0 UFC/placa/15min.

Control de la temperatura y humedad de las areas y los equipos de trabajo.
o El personal designado, realizé tres lecturas diarias de temperatura y
humedad de su area.
e Luego se registr6 en la carta control LE-R-CTH “Carta control
Temperatura y Humedad”
e Fecha
e Temperatura convencionalmente verdadera (TCV)
¢ Humedad convencionalmente verdadera (HRCV)
e Firma del responsable

e Firma del supervisor
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Para equipos de temperatura (estufas bafios de agua mufla,

incubadoras y otros):

Los datos obtenidos en la tabla de resultados del informe o certificado de
la calibracion, sirvié para hallar el valor convencionalmente verdacdero
para un determinado valor en el termometro del equipo.

Para cada valor de temperatura de indicacién del equipo se hallé de
temperatura convencionalmente verdadera (TCV) de la columna de
temperaturas promedio de la tabla que es el valor promedio corregido de
cada sensor utilizado en la calibraciéon. Para obtener la TCV se sacé
promedio sélo de los valores de los sensores que cumplen la tolerancia
tomando en cuenta la incertidumbre.

Se registré los datos obtenidos en el formato calculo de los valores
convencionalmente verdaderos LE-R-CVC.

Tabla 3. Temperaturas y Humedad relativa promedios de trabajo en los
ambientes del laboratorio de microbiologia de CERPER. Lima 2014.

Temperaturas
Area Temperatura promediosde  Humedad

trabajo relativa

(b) Aseguramiento de calidad de los resultados.

Se realizé un control positivo: Medio de cultivo indicado en el método al
cual se inoculd la cepa del microorganismo objetivo.

Se realiz6 un control negativo: Medio de cultivo indicado en el método al
cual se inocul6 la cepa del microorganismo no objetivo

El ensayo se hizo por duplicado: Permiti6 evaluar una muestra

ensayada, a fin de comprobar que los resultados obtenidos se ajustan a
los esperados.

Se us6 cepas de referencia: Microorganismos definidos por lo menos a
nivel de género y especie catalogados y descritos seguin caracteristicas y
preferibiemente de origen conocido, obtenidos de una coleccién nacional
e internacional conocida.
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3.3.

Determinacién del inéculo de Listeria monocytogenes para el control
de calidad del medio de cultivo TSBYE.

Inéculo de 10 - 100 UFC: Listeria monocytogenes (ML 03)

Se prepard el indculo a partir de un cultivo de 24 horas en caldo TSBYE
(3mL), sembrado con un asa de 1 pL a partir de la cepa de trabajo en
refrigeracién. ' ‘

Se inoculé con un asa de 1 pL del cultivo de 24 horas a un tubo con 9 mL
de agua peptonada al 0,1% (10° o el diluyente a evaluar y se
homogenizé en vortex (10 segundos).

Se hizo diluciones decimales hasta la dilucién 10

Se tom6 de este tubo 0,1 mL y sembré en placa por diseminacién o en el
medio de cultivo liquido que se desea evaluar.

Inéculo 100 — 250 UFC: Listeria monocytogenes (ML 03).

Se preparé el inéculo a partir de un cultivo de 24 horas en caldo TSBYE
(3mL), sembrado con un asa de 1 yL a partir de la cepa de trabajo en
refrigeracién. |

Se inoculd con un asa de 1 pL del cultivo de 24 horas a un tubo con 9 mL
de agua peptonada al 0,1% (10° o el diluyente a evaluar y se
homogenizé en vortex (10 segundos).

Se realizé diluciones decimales hastala 102. .

Se tomo de este tubo 0,1 mL y sembro en placa por diseminacion o en

el medio de cultivo liquido que se desea evaluar. -

Inéculo >1000 UFC: Escherichia coli (ML 27).

Se preparé el indculo a partir de un cultivo de 24 horas en caldo TSBYE
(3mL), sembrado con un asa de 1 yL a partir de la cepa de trabajo en
refrigeracion.

Se inoculd con un asa de 1 pL del cultivo de 24 horas a un tubo con 9 mL
de agua peptonada al 0,1% (10% o el diluyente a evaluar y se
homogenizd en vortex (10 segundos).

Se realizé diluciones decimales hasta 107

Se inoculé 0,1 mL en el medio de cultivo que se desea evaluar
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Inéculo 10* — 10° UFC: Escherichia coli (ML 27).

Se preparé el inéculo a partir de un cultivo de 24 horas en caldo TSEYE
(3mL), sembrado con un asa de 1 yL a partir de la cepa de trabajo en
refrigeracion.

Se inoculé con un asa de 1 L del cultivo de 24 horas a un tubo con 9 mL
de agua peptonada al 0,1% (10°) o el diluyente a evaluar y se
homogenizé en vortex (10 segundos).

A partir del tubo 10° se inoculé con un asa de 1 pL en el medio de cultivo

que se desea evaluar.

Inéculo 10° — 10* UFC: Listeria monocytogenes (ML 03).

3.5.2,

Se Prepard el inéculo a partir de un cultivo de 24 horas en caldo TSBYE
(3mL), sembrado con un asa de 1 gL a partir de la cepa de trabajo en
refrigeracion.

Se Inoculd con un asa de 1 pL del cultivo de 24 horas a un tubo con 9 mL
de agua peptonada al 0,1% (10°) o el diluyente a evaluar y se
homogenizé en vortex (10 segundos).

Se realizé diluciones decimales hasta 10™.

Se inoculd 0,1 ml en el medio de cultivo que se desea evaluar.

Evaluacion de la productividad y selectividad de los medios de
cultivo utilizados para Listeria monocytogenes.

Medios de cultivos selectivos y no selectivos para aislamiento y/o
enumeracion: Productividad — especificidad - selectividad - método

cuantitativo

e Se selecciondé una placa de agar (agar ALOA y agar PALCAM) del
lote preparado.

e Se realizé una serie de diluciones a partir de un cultivo de 24 h de
Listeria monocytogenes en caldo TSBYE, para obtener un indculo
de 100 - 250 UFC.

e Se sembré por diseminacion en la superficie completamente seca de
los medios de cultivo sdlidos en evaluacion y en el medio de cultivo

de referencia (TSA), un inéculo del cultivo de trabajo.
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Tabla 4. Temperaturas y tiempos de incubacién de los medios de cultivo
selectivo en evaluacion. Lima 2014.

Medio de cultivo Medio de Temperatura °C Tiempo de
referencia Incubacion

Agar PALCAM TSA

e Se realizd el conteo de colonias en los medios de cultivo, después de los
tiempos de incubacién.

e Se calculd la tasa de productividad segun:

Pr=Ns/No

Dénde:

Pr : Tasa de productividad

Ns : Es el conteo total de colonias obtenido sobre el medio de

cultivo en evaluacién (obtenido de 1 o mas placas)

No : Es el conteo total de colonias obtenido sobre el medio de
cultivo de referencia de 1 o mas placas y puede ser = 100
UFC

Tablas 5. Valores de la tasa de productividad esperada de los medios de cuiltivo
selectivo evaluadas. Lima 2014.

Medio de cultivo Pr esperado
= AgarALO} e
Agar PALCAM 20,5

Medios de cultivo de aislamiento no selectivo: Productividad - método
cualitativo

« Se seleccion6 una placa de agar TSAYE del Iofé preparado.

s Se realizé una serie de diluciones a partir de un cultivo de 24 h de
Listeria monocytogenes en caldo no selectivo (TSBYE) a fin de obtener
cultivos con 10° — 10* UFC.

e Se sembré la cepa por estria a través de lineas en paralelo con asa de
1uL, en angulo de 20 a 30° en 4 lineas con 0.5 cm de intervalo entre
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ellas, de acuerdo a la figura 1, en los sectores A, B, C y D de la placa de

cada uno de los medios de cultivo:

Figura 2. Método correcto de inoculacion.

Se incubd las placas de TSAYE a 37°C £1 por 18-24h.

Se realizé las lecturas segun el desarrollo en las placas: 0 corresponde a
cero crecimiento, 1 a ligero crecimiento y 2 a buen crecimiento

El microorganismo objetivo: Debe corresponder a un buen desarrolio y
tener apariencia tipica con tamafio y morfologia de la colonia
caracteristica (puntaje: 2).

Medios de cultivo liquidos de enriquecimiento selectivo: Productividad /

selectividad - método semicuantitativo.

Se selecciond tres tubos de cada lote de cada uno de los medios a
evaluar.

Se preparé el cultivo de trabajo para el inéculo a partir de un cultiva de
24h en caldo no selectivo.

Se rotulé un tubo como A y dos como B, para los medios Fraser y Half
fraser.

Evaluacion de Productividad

Al tubo A de cada uno de los medios, se inoculé con: 10-100 UFC del

microorganismo objetivo (Listeria monocytogenes) y >1000 UFC de los

microorganismos no objetivos (Escherichia coli), en el mismo tubc vy

homogenizar.
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Evaluacion de Selectividad

Al tubo B, se inoculé con un numero >1000 UFC del microorganismo no
objetivo: se realizé la inoculacién en tubos separados por c/u de los
microorganismos.

Se incubd los tubos Ay B segun el método de ensayo

Se retiré 10pL del tubo A al agar ALOA y PALCAM se procedio de la
misma manera para los tubos B pero estriando en agar TSA, e incubé las
placas a 37°C £ 1°C por24 + 3 h.

Para realizar las lecturas:

La Productividad del medio liquido (Fraser y Half fraser) es satisfactoria si
al menos 10 colonias del microorganismo objetivo tiene crecimiento en el
agar selectivo.

La Selectividad del medio liquido Fraser y Half-fraser es satisfactorio si
no hay crecimiento (o menos de 10 UFC) de microorganismos no objetivo
en agar no selectivo.

Medios de cultivo liquidos de enriquecimiento no selectivo: Productividad -

método cualitativo

Se seleccion6 un tubo o matraz de cada lote de medio de cultivo del
caldo extracto de levadura (TSBYE).

A partir de un cultivo de 24 horas en caldo no selectivo y con un asa de
1ul se inoculd una azada directamente en el medio de cultivo a prueba,
con la cepa Listeria monocytogeries.

Se incubd a 25 + 1°C por 8-24h.

Se realizé las lecturas visualmente y mediante asignacion de

puntuaciones segun crecimiento: Para tubos y botellas.

0 = cero turbidez
1 = muy ligera turbidez
2 = buena turbidez

23



3.6

PROCEDIMIENTO PARA LA INOCULACION DE MUESTRAS PARA

ENSAYOS DE SUPERFICIE

3.6.1.

Preparacion del inéculo de trabajo.

Se prepard el inéculo a partir de un cultivo de 24 horas en caldo TSEYE
(3mL) para L. monocytogenes y en caldo BHI para E. coli, sembrado con
un asa de 1 pL a partir de la cepa de trabajo en refrigeracion.

Se inoculé 1 mL del cultivo de 24 horas de a un tubo con 9 mL de agua
peptonada al 0,1% (10°) o el diluyente a evaluar y se homogenizé en
vortex (10 segundos).

Se hizo diluciones decimales hasta la dilucion 107 para L.
monocytogenes y la dilucion 10° para E. coli, estash diluciones se
homogenizan y corresponde el inéculo de trabajo.

Para el recuento respectivo se tom6 de cada tubo 1 mL y sembré en

placa por incorporacion, para observar el recuento (Anexo 17).

3.6.2. Preparacion de materiales e inoculacion de las muestras

Materiales a utilizar segun el tipo de superficie a inocular:

Para superficies inertes regulares, se utilizé laminas estériles de plastico,
de tamario adecuado, que brinda un area de tamario A4.

Superficies inertes irregulares, se utilizé material de: vasos, cucharas y
tapers descartables.

Se verificd que las superficies estén libres del microorganismo a evaluar,
para lo cual se desinfecté la superficie con una solucion de alcohol de 70°

por 10 minutos y exposicion UV por 15 minutos.

3.6.3.Tipos de superficie a inocular

Superficies inertes regulares:

Se inocul6 asépticamente la superficie agregando 0.1 mL del inéculo preparado,

el inéculo contiene al microorganismo objetivo (Listeria monocytogenes) con un

recuento de 10 a 100 UFC y al microorganismo no objetivo (E. coli con un
recuento >1000 UFC), en diferentes partes de la superficie; se extendié el
inéculo con una espatula de Drigalski hasta cubrir la mayor area de 10 x 10cm
aprox. Y dejo secar durante 5 minutos.
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- Para la obtencién de la data de la validaciéon secundaria se inocularon 35

esponjas con 10 mL de diluyente.

Superficies inertes irregulares:

En el caso de utensilios se cubrié el area en contacto con alimentos o la
boca. Se retiré la muestra y dejo secar por cinco minutos.

Para los contenedores se seleccionara 4 unidades, colocar dentro del envase
un volumen adecuado de diluyente (100ml o segin el tamafio del
contenedor) con el volumen de inéculo adecuado y se homogenizd durante
un minuto cada envase de manera que la paredes del contenedor queden
impregnadas con el indculo, luego se eliminé el liquido y dej6é secar por 5
minutos.

Para la obtenciéon de la data de la validacién secundaria se inocularon 9

frascos con 100 mL de diluyente.

3.6.4. Determinacion de la especificidad, sensibilidad y la exactitud
relativa de los analistas.
Ensayos preliminares:
» Se realizo el ensayo por duplicado en muestras inoculadas, con alguna
de las siguientes caracteristicas:

e Se realiz6 la adicién del microorganismo objetivo y no objetivo: el
microorganismo objetivo fue la Listeria monocytogenes con un
recuento de 10 a 100 y del microorganismo no objetivo un
recuento >1000 UFC.

e Se uso controles positivos y negativos

e Los resultados preliminares fueron evaluados estadisticamente, usando
moda. '
Los resultados preliminares fueron satisfactorios y se procedié a seleccionar
a los otros analistas que tienen experiencia en métodos con principios

similares para que participen en |a obtencién de la data.

Obtencion de la data

Los 7 analistas designados realizaron el ensayo en el mismo dia y para las
pruebas bioquimicas de confirmacion se seleccioné 5 colonias
caracteristica por cada n, completando una data de minimo 30 resultados y

se registré en el formato LE-R-PER.
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3.6.5. Analisis estadistico
Las muestras inoculadas se repartieron a los analistas de manera aleatoria.
Los resultados obtenidos de ambas matrices tanto de las superficies inertes

regulares e irregulares fueron sometidos a la Prueba Binomial.

Sensibilidad. La evaluacion de la sensibilidad fue verificada con la
proporcion de verdaderos positivos (PVP) mediante la prueba binomial.

PVP = VP X100
~ PE

PVP = Proporcién de verdaderos positivos

VP = Verdaderos positivos

PE = Positivos esperados

El método es sensible cuando se verifique que PVP sea 100%.

Especificidad. La especificidad sera verificada con la proporcién de
verdaderos negativos (PVN) mediante la prueba binomial.

PVN = Sl X100
" NE

PVN = Proporcién de verdaderos negativos

VN = Verdaderos negativos

NE = Negativos esperados _

El método es especifico cuando se verifique que PVN sea 100%.

Exactitud relativa. EIl método sera exacto cuando es veraz, es decir,
demuestran un alto grado de concordancia con los resultados esperados; y
cuando es preciso, es decir, demuestra que los resultados esperados para
las muestras inoculadas coinciden entre si, en condiciones de repetibilidad y
precision intermedia, y lo mismo ocurre con los resultados esperados de las
muestras no inoculadas.

La exactitud relativa sera verificada con la proporcién de resultados
concordantes a los esperados mediante la prueba binomial.

ER = RCVE X100
T TE

ER= Exactitud relativa
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RCVE = resultados concordantes a los valores esperados
TE = Total de ensayos
El método es exacto cuando verifique que ER sea 100%.

Los analisis se realizaron con el programa estadistico Minitab 17

considerando un nivel de significancia de a=0.05 (Anexo 11).

" Tabla 6. Tabla de contingencia para la evaluacion estadistica de los parametros
cualitativos de la superficie irregular.

Resultados esperados

Resultados del método Positivo Negativo Total [
~ (Inoculado) ~  (Noinoculado) | !
Positivo ( Detectado ) E Ny '  Ng E Nys+N;p
" Negativo (No detectado) N Ny Ny#Nyp
Total ) N+ =Ny +Npy N-=Np+ Ny N

Tabla 7. Tabla de contingencia para la evaluacion estadistica de los parametros
cualitativos de la superficie regular.

Resultados esperados

| Resultados del método Positivo Negativo Total |

"“(fﬁiifgfado) ~ (No inoculado) | ;

Positivo ( Detectado ) Ny N2 Nq1#Ny2 g

" Negativo ( No T T Na T T Nae T NogtNg, |
detectado)

Total T N+ = Ny #N3, N-=Np+ Ny N 1

3.7. Elaboracién de la documentacion de un instructivo sobre el método
incidiendo en los procesos operativos no especificados con fines de
acreditacion de la prueba ante INDECOPI.

Para registrar los detalles del proceso del método Normalizado se elaboré un

instructivo, con la finalidad de que al momento del desarrollo de éste, todos los

analistas lo apliquen de igual manera y no haya desviaciones (Anexo 13).
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IV. RESULTADOS
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Tabla 8. Promedio de resultados del control microbiologico ambiental durante
los ensayos realizados. Lima-2014.

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA MICROBIOLOGICO
AMBIENTAL
K

Sala de siembra

MESOFILOS
AEROBIOS Sala de siembra Mesa 2
MESLOS
”K”éﬁ“"o’“éib% Sala de siembra Mesa 3
MESOFILOS

Sala de siembra Mesa 4

AEROBIOS Sala de siembra Mesa 5
MESOFILOS

AEROBIOS Cabina de flujo laminar 0
MESOFILOS

'AEROBIOS Sala de pases Mesa 1 4
MESOFILOS

“AEROBIOS Sala de pases Mesa 2 T
MESOFILOS
IRAS .

AEROBIOS Sala de

ESOFILOS preparacion de

MOHC medios de

cultivo
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Tabla 10. Evaluacién de la productividad y selectividad de medios de cultivo
liquidos de enriquecimiento selectivo (caldo Fraser). Lima-2014

FL: 13-10-26

Medio / N° Lote / TEMPER METODO TIEMP CONTROL DE CALIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
Fecha de Lectura ATURA DE o Funcién Cepa  Reaccién caracteristica Criterio
= CONTROL Contr del microorganismo e R
o : me confo
i rme
Caldo fraser, N°Lt 587 30+ 1°C Semi- 24+3h ~ Productvi ML3  M.O: >10 colonias en agar L—‘| ; ‘
FL: 13-10-23 cuantitativo dad ALOA, colonias verde - azules i ‘/ i :
Enriquecimiento rodeadas de un halo opaco. ‘
primario :
‘Agar ALOA, ~ 37:1°C , 24-a8h | 'M.O: >10 colonias en agar e e
N° Lote: 615 : PALCAM, colonias verde «
Agar PALCAM, , grisdceo o verde oliva con una *ﬁ
N° Lote: 616 depresion central rodeadas de ﬂ / t
FL: 13-10-25 un halo negro. . |
2443  Selecivid MLZ7 = MNO.inhbicidntotalenTSA
Agar TSA, N° Lote: h ad /
623
FL: 13-10-24
Caldo Fraser, N° Lote: 7zic Semi- T48:2h Producivi  ML03 ~ M.O: >10 colonias en agar ]
587 FL: 13-10-25 cuantitativo dad ALOA, colonias verde - azules /ﬂ ;
Enriquecimiento rodeadas de un halo opaco. }
secundario 1
Agar ALOA, N°Lote: 2448 | 'M0: >10 colonias en agar . :
615 PALCAM, colonias  verde f
grisdseo o verde oliva conuna :‘"-'“—‘*“
Agar PALCAM, N° depresién central rodeadas de h/
Lote: 616 un halo negro. | {
FL: 13-10-27 l'
Agar TSA, N° Lote: 2433 Selecivid  ML27 MN.O.: Inhibicion total en TSA S
623 h ad /
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V. DISCUSION

Durante todo el proceso experimental de la validacion secundaria, los resultados
del control microbiolégico ambiental se encontraron dentro de los limites
microbiolégicos permisibles para el ambiente ya que en el agar Plate Count el
crecimiento de bacterias aerobias mesdéfilas fueron <15 UFC/placa, lo mismo
ocurri6 en el agar Oxitetraciclina glucosa extracto de levadura, donde el
crecimiento de mohos y levaduras fueron <15 UFC/placa (Tabla 8) (Anexo 5) lo
que asegura que las condiciones de trabajo fueron éptimas siendo primordial
estos resultados par al obtencién de resultados confiables durante el proceso de
validacion.

El laboratorio debe asegurarse de que las condiciones ambientales no invaliden
los resultados ni comprometan la calidad requerida de las mediciones.

El laboratorio debe realizar el seguimiento, controlar y registrar las condiciones
ambientales seguln lo requieren las especificaciones, métodos y procedimientos
correspondientes, o cuando éstas puedan influir en la calidad de los resultados.
Se debe prestar especial atencion, por ejemplo, a la esterilidad biolégica, el
polvo, la interferencia electromagnética, la radiacion, la humedad, el suministro
eléctrico, la temperatura, y a los niveles de ruido y vibracion, en funcion a las
actividades técnica en cuestion. Cuando las condiciones ambientales
comprometan los resultados de los ensayos o de las calibraciones, éstos se
deben interrumpir.?®

La verificacién de las temperaturas, de las fechas de calibracion de los equipos
de trabajo es de suma importancia se evidencié que los equipos de trabajo
utilizados en la etapa experimental de la validacién secundaria cumplen con las

temperaturas establecidas en el método y se evidencié que los certificados de
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calibracion se encontraban vigentes por lo tanto se puede asegurar que los
equipos utilizados funcionan de acuerdo con sus especificaciones operacionales
establecidas (Tabla 9) (Anexo 6) (Anexo 7).

La verificacion de la calibracion instrumental, es un aspecto importante a realizar
antes de la verificacién secundaria o validacion. Cada instrumento es calibrado
por personal competente en un laboratorio nacional o metrologia o por personal
especialista del proveedor o fabricante. En cualquiera de los casos, se extiende
un certificado de calibracion con las especificaciones técnicas
correspondientes.”

La verificacién del control y registro de la temperatura y humedad ambienta! de
las dreas de trabajo se encontraron dentro de los rangos establecidos, por
consiguiente se puede decir que las condiciones ambientales son 6ptirnas
durante el proceso experimental de la validacién secundaria (Anexo 8).

El control de calidad en la preparacion y evaluacion de los medios de cultiva es
considerado como parte esencial de la buenas practicas de laboratorio, el cual
es necesario para mantener el nivel y la ejecucion de cualquier técnica
microbioldgica, siendo este un proceso continuo que se extiende desde las
materias primas, hasta el producto final utilizado, el cual es evaluado
directamente por el laboratorio que emplea en medio de cultivo para su analisis.
Por esta razén, se le confiere una gran importancia y esta considerado como uno
de los puntos criticos de control de analisis microbioldgico, del cual depende: de
la seguridad de los resultados que emiten los laboratorios de ensayo.*

La productividad hace referencia ala formulacién basica de medio, de tal forma
que favorezca el crecimiento de microorganismos con las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas esperadas. La productividad es una variable de
especial interés cuando se trabaja en el desarrollo de produccién de nuevos
medios, ya que siempre se espera que los aportes nutricionales s=an
equilibrados para obtener el crecimiento y la produccion de los metabolitos de
interés, la selectividad hace referencia a la formulacion del medio con respecto
a su capacidad de eliminar o excluir microorganismos acompanantes e
indeseables que puedan de un modo u otro interferir en el crecimiento de los
microorganismos objeto de analisis.*°

Se realiz6 un examen visual a todos los medios de cultivo preparados para
poder descartar cualquier error, se observd el color, consistencia y aspecto
como indican en la ficha técnica de éstos.
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Se determiné la selectividad y productividad de los medios de cultivo, la
productividad para el caldo Fraser (enriquecimiento primario y enriquecimiento
secundario) es satisfactoria debido a que el crecimiento del microorganismo
objetivo fue >10 colonias en agar ALOA y PALCAM, la selectividad también fue
satisfactoria ya que no existe crecimiento del microorganismo no objetivo en agar
no selectivo (TSA) (Tabla 10), esto se debe el caldo Fraser contiene
suplementos selectivos que una mezcla de acriflavine, acido nadilixico, que
inhiben el crecimiento bacteria GRAM negativa y flora acomparfiante, de cloruro
de litio que inhibe el desarrollo de enterococos vy la inclusién de citrato de
amonio férrico (Fraser suplemento) que favorece el desarrollo de Listeria, todas
las especies de listeria hidrolizan la esculina dando la formaciéon de 6,7-
dihidroxicumarina (esculetina) que reacciona con los iones férricos que
detectaran la reaccion formando un complejo marrén oscuro a negro®'.

La tasa de productividad del agar ALOA fue de 0.76 por lo tanto es satisfactoria
ya que la tasa de productividad esperada es =20.5, las colonias de Listeria
monocytogenes fueron colonias verde-azules rodeadas de un halo opaco, la
selectividad fue satisfactoria porque hubo inhibicién total del microorganismo no
objetivo (Tabla 11), es decir que no hubo crecimiento del microorganismo no
objetivo debido a que el agar es selectivo, los resultados satisfactorios que se
obtuvieron fue debido a que el agar ALOA es una agar selectivo cromogénico
gue incorpora en su composicion de inhibidores del crecimiento de la mayoria
de microorganismos GRAM positivas y GRAM negativo patégenos asi como
levaduras‘ y hongos, la adiciéon de dos sustratos realza la potencia , el sustrato
cromogénico detecta la enzima B-glucosidasa, comun en todas las especies de’
Listeria virando sus colonias a color azul-verdes, y el sustrato L-a-
phosphatidylinositol que se afade al medio para detectar Listeria
monocytogenes ya que este microorganismo tiene la enzima phosphatidylinositol
phosphoolipase C (PI-PLC), que es el factor de virulencia del microorganismo, la
actividad de la fosfolipasa se traduce en la formacién de un halo opaco alrededor
de las colonias, de esta manera se puede diferencias de las otras listerias®2.

La tasa de productividad del agar PALCAM fue de 0.78 por lo tanto es
satisfactoria ya que la tasa de productividad esperada es 20.5, las colonias de
Listeria monocytogenes fueron colonias verde grisaceo o verde oliva con una
depresion central rodeadas de un halo negro, la selectividad fue satisfactoria

porque hubo inhibicion total del microorganismo no objetivo (Tabla 12).
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La selectividad del medio es por la presencia inhibidores que suprimen el
-crecimiento de la mayoria d la flora acompanante, el agar PALCAM presenta
esculina y manitol, la fermentacion del manitol se demuestra por un cambio de
color del medio de rojo a amarillo debido a la produccién de acidos, Listeria
hidroliza la esculina formado asi esculetina y reacciona con los ionicos férricos
hasta producir un complejo marrén a negro, de esta manera se identifica a las
Listerias®. '

La Productividad del agar y del caldo Soya tripticasa + extracto de levadura fue
satisfactoria y la puntuaciéon asignada fue 2 debido al buen crecimiento del
microorganismo objetivo (Tabla 13).

Para la obtencion de la data, primero se realizé6 la determinacion de
concentracion del inéculo por tres repeticiones del microorganismo objetivo
como del microorganismo no objetivo que es importante conocer Ila
concentracion para contaminar las matrices una determinada concentracion
(Tabla 14) (Anexo 9), como también se realizé pruebas preliminares para
observar el comportamiento de las matrices y de los medios de cultivo, los
analistas participantes realizaron el ensayo el mismo dia y las para las pruebas
bioquimicas se selecciond cinco colonias presuntivas.

Se aplicé pruebas estadisticas a los resultados preliminares para las superficies
regulares como. para las irregulares, en las superficies regulares se analizaron
dos muestras inoculadas (superficies planas) con Listeria monocytogenes por
duplicado y se compararon los resultados esperados con los obtenidos
experimentalmente, el estadistico que se utilizé es la moda; los resultados fuerron
repetibles y concordantes a los esperados. En las superficies irregulares se
analizaron tres tipos de muestras inoculadas (cucharas, tapers, vasos) con
Listeria monocytogenes por duplicado y se compararon los resultados esperados
con los obtenidos experimentalmente, el estadistico que se utilizé es la moda, los
resultados fueron repetibles y concordantes a los esperados (Anexo 10).

Se evéiuaron los parametros cualitativos como: Precisién, selectivicad,
sensibilidad y veracidad. En la obtencion de la data participaron 7 analistas, para
las superficies inertes regulares e irregulares los 35 resultados obtenidos por
cada matriz (Anexo 11).

La Tabla 15 muestra los resultados experimentales y esperados de las muestras
inoculadas de las superficies inertes irregulares, se obtuvieron 35 resultados

donde 23 muestras se inocularon y las 23 muestras dieron como resultado



positivo y 12 muestras no se inocularon, esas 12 muestras dieron como
resultado negativo por los analistas participantes.

La Tabla 17 muestra los resultados experimentales y esperados de las muestras
inoculadas de las superficies inerte regulares, se obtuvieron 35 resultados donde
21 muestras se inocularon y las 21 muestras dieron como resultado positivo y 14
muestras no se inocularon, esas 14 muestras dieron como resultado negativo
pori los analistas participantes.

La Tabla 16 y Tabla 18 muestran los pardametros cualitativos evaluados del
meétodo, la Sensibilidad para superficies inertes irregulares y regulares fue
verificada con la proporcion de verdaderos positivos, el método es sensible
porque se verific al 95% de confianza que la proporcién de verdaderos positivos
recuperados es del 100%, es decir, que el método es capaz de detectar al
microorganismo objetivo cuando la muestra si contiene al microorganismo
objetivo.

La especificidad para superficies inertes irregulares y regulares fue verificada
con la proporcién de verdaderos negativos, el método es especifico porque se
verific6 al 95% de confianza que la proporcion de verdaderos negativos
recuperados es del 100%, es decir, que el método tiene la capacidad de dar
como negativo cuando la muestra no contiene al microorganismo objetivo.

La exactitud relativa (ER) para superficies inertes irregulares y regulares se
demuestra cuando el método el veraz y preciso, el método es exacto porque se
verifico al 95% de confianza que la exactitud relativa es el 100%, es decir el
método es exacto cuando es veraz la veracidad se demostrd porque existe
concordancia de los resultados esperados, y es preciso porque el método
demostré que los resultados esperados de las muestras inoculadas coincidieron
entre si, en condiciones de repetibilidad, y lo mismo ocurrié con los resultados
esperados de las muestras no inoculadas.

La obtencién de los resultados de todos estos parametros garantiza que el
Iaboratorio haciendo uso de este método emita resultados confiables y de

calidad.
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VI. CONCLUSIONES

El método “ISO 11290 - 1:1996/Amd 1:2004 Microbiologia de los
alimentos y piensos método horizontal para la deteccién y enumeracién
de Listeria monocytogenes”, en hisopados de superficie inerte que
ingresan a la empresa Certificaciones del Pert, S.A., logré su validacion

secundaria ya que cumplié con todos los parametros evaluados.

El monitoreo de las condiciones microbiolégicas ambientales de trabajo
se encontraron dentro de los limites microbiologicos permisibles, ya que
bacterias aerobias mesdfilas y mohos y levaduras fueron <15 UFC/placa,
la temperatura y humedad ambiental de trabajo se encontraron dentro de
los limites establecidos, la temperatura de las incubadoras se

mantuvieron dentro de lo establecido.

La efectividad del caldo Fraser (enriquecimiento primario y
enriguecimiento secundario) es satisfactoria, ya que el crecimiento del
microorganismo objetivo fue >10 colonias en agar ALOA y PALCAM, la
selectividad también fue satisfactoria ya que no existe crecimiento del
microorganismo no objetivo en agar no selectivo (TSA), la tasa de
productividad del agar ALOA fue de 0.76 y del agar PALCAM fue de 0.78
por lo tanto es satisfactoria, la selectividad del agar ALOA y PALCAM
también fueron satisfactorias porque hubo inhibicion total del

microorganismo no objetivo.
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Los parametros evaluados para superficies inertes irregulares y regulares
como la sensibilidad, la especificidad y la exactitud relativa del método se
verifico al 95% que el método es sensible, especifico y exacto.

Los procesos operativos no especificados en el método con fines de
acreditacion de la prueba ante INDECOPI se detallé en un instructivo.
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VII. RECOMENDACIONES

Se recomienda que al iniciar una validacion secundaria de un método
trabajar de manera adecuada, respetando los tiempos de incubacion
de todas las cepas que indica el método.

Se recomienda validar este método 11290 - 1:1996/Amd 1:2004 para
el analisis microbiolégico de otras matrices.

Hacer uso de métodos validados cbmplementarios como analisis
molecular, permitiendo de esta manera obtener mayor confiabilidad en
los resultados obtenidos.

Se recomienda revisar periddicamente las actualizaciones del método,

para verificar los posibles cambios con el tiempo.
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Anexo 1. Método ISO 11290-1:1996 microbiologia de los alimentos y piensos
método horizontal para la deteccién y enumeracion de Listeria monocytogenes

INTERNATIONAL ISO
STANDARD 11290-1

Microbiology of food and animal feeding
stuffs — Horizontal method for the
detection and enumeration of Listeria
monocytogenes —

Part 1:
Detection method

Microbiolagie des aliments — Méthode horizontale pour la recherche et le
dénombrement de Listeria monocytogenes —

Partie 1: Méthode de recherche

Reference number
1SO 11290-1:18996(E}
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Microbiologia de los alimentos y piensos - Método horizontal para la deteccién y enumeracion de
Listeria Monocytogenes.

Introduccién

ISO (Organizacidn Internacional de Estandarizacién) es una federacion mundial de organismos
nacionales de normalizacion. El trabajo de preparacién de estandares internacional normalmente
realizado a través de los comités técnicos Cada organismo miembro interesado en una materia para la
cual se haya establecido un comité técnico, tiene el derecho de estar representado en dicho comité.
Organizaciones intemacionales, gubemamentales y no gubernamentales en colaboracién con lambién
participan en el trabajo colabora estrechamente con la Comision Electrotécnica Internacional en todas las
cuestiones de electrotécnica.

Advertencia: a fin de salvaguardar la salud del personal de laboralorio, se recomienda que las pruebas
de deteccion de Listeria monocytogenes se llevan a cabo en laboralorios debidamente equipados, bajo el
control de un microbitlogo experto, y que tiene mucho cuidado en la eliminacion de todos los materiales
incubados. en particular, se recomienda que el personal de embarazadas no manipulan los cultivos de L.
monocylogenes.

Alcance

Esta parte la norma 1SO 11290 especifica un método horizontal para la deteccion de Listeria
monocytogenes

Sujeto a las limitaciones a la introduccién esta parte de la ISO 11290 es aplicable a los productos
destinados al consumo humano o Ia alimentacion animal

Referencias normativas

Las siguientes normas contienen disposiciones que, mediante su referencia en este texto, constituyen
disposiciones de esta parte de la norma ISO 11290. En el momento de la publicacion, las ediciones
indicadas eran vélidas. Todas las normas estan sujetas a revision y los participantes, mediante acuerdos
basados en esta pare de la (SO 11290 para investigar la posibilidad de aplicar las ediciones mas
recientes de los estandares indicados a continuacion. Los miembros de I[EC y ISO mantienen registros
de normas internacionales vigentes en el momento actual.

3 Definicion

A los efectos de esta parte de la norma ISO 11290, se aplican las siguientes definiciones:

3.1 Listeria monocytogenes

Microorganismos que forman colonias tipicas en medios selectivos sélidos que muestran una de las
caracteristicas morfologicas, fisiologicas y bioquimicas descritas cuando las pruebas se llevan a cabo en
un poco con arreglo a esta parte de la norma ISO 11290

3.2 DETECCION DE Listeria monocytogenes

Determinacién de la presencia o ausencia de estos microorganismos, en una masa © volumen de
producto determinado, cuando las pruebas se llevan a cabo de acuerdo con esta parte de la norma ISO
11290

4 PRINCIPIO

Dentro de los limites de esta parte de la ISO 11290, la deteccién de L. monocytogenes requiere cuatro
etapas sucesivas (véase el anexo A para un diagrama de flujo)

Nota: Listeria spp. Pueden estar presentes en pequefias cantidades y, a menudo van acompafiadas de
ndmeros considerablemente mas grandes de otros géneros, por lo tanto, es necesario, el enriquecimiento
selectivo. También es necesario para detectar Listeria spp dafiados. Y el medio de enriquecimiento
primario selectivo, con una reduccion de la concentracién del inhibidor, cumple al menos parte de esta
funcién.

4.1 Enriquecimiento primario en un medio liquido de enriquecimiento selectivo con reducida
concentracién de agentes selectivos (medio caldo Fraser)

La inoculacién de un medio de enriquecimiento selectivo primaria que contiene un volumen de cloruro de
litio y la mitad de un volumen de acriflavina y acido nalidixico (medio caldo Fraser), que también se utiliza
como un liquido de dilucién para la muestra de ensayo (9.1)

La incubacion de la muestra de ensaye a 30 ° C durante 24 h

4.2 Enriquecimiento secundario con un medio liquido de enriquecimiento selectivo con alta
concentracién de agentes selectivos (caldo Fraser)

La inoculacion con el medio liquido secundario de enriquecimiento repotenciado (caldo Fraser) con un
cultivo obtenido de 4.1

La incubacién del caldo Frasera 35 ° C 0 37 ° C durante 48 h

4.3 Siembra e identificacién
A partir de los cultivos obtenidos en 4.1 y en 4.2 sembrar en los dos medios sélidos selectivos:
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a) Oxford agar

b) PALCAM agar
La incubacién a 30 ° C, 35 ° C 0 37 * C y la observacion después de 24 h y, si es necesario, después de
48 h para observar la presencia de colonias caracteristicas que son presuntivas de L. monocytogenes
4.4 Confirmacién

Subcultivar las colonias presuntivas de L. monocylogenes, sembrar como se describe en 43 y la
confirmacion mediante pruebas morfolégicas, fisiologicas y bioquimicas adecuadas.

5 medios de cultivo y reactivos
5.1 Generalidades

Para las practicas actuales de laboratorio, véase la norma ISO 7218.
NOTA 2 Debido al gran nimero de medios de cultivo y reactivos, se ha considerado preferible, para
mayor claridad del lexto, para dar su cormnposicién y preparacion en el anexo B

5.2 Medio de enriquecimiento primario selectivo: caldo Fraser con una reduccion concentracion de
agentes selectivos {(medio caldo Fraser)

Véase la clausula B.1
§.3 medio de enriquecimiento secundario selectivo, con alta concentracién de agentes selectivos
(caldo Fraser)

Véase la clausula B.2
5.4 Siembra de medios selectivos sélidos
5.4.1 primer medio: agar Oxford

Véase la cléusula B.5.

5.4.2 En segundo medio: Agar PALCAM

Véase la clausula B.4

5.5 Medio de cultivo Sdlido: triptona de soja agar extracto de levadura (TSYEA)
Véase la clausula B.5

5.6 Medio de cultivo Liquido: Triyptone soja caldo de extracto de levadura (TSYEB)
Véase la clausula B.6

5.7 Agar sangre de oveja

Véase la clausula B.7

5.8 Caldo de utilizacién para Carbohidratos {ramnosa y la xilosa)

Véase la cldusula B.8

5.9 Agar de motilidad (opcional)

Véase la clausula B.9

5.10 CAMP (Christie, Atkins, Munch-Petersen) medio y cepas de prueba

Véase la clausula B.10

5.11 Solucién de perdxido de hidrégeno

Véase la clausula B.11

6 Aparatos y materiales de vidrio

Equipos microbiol6gicos usuales (Ver ISO 7218} y en particular lo siguiente.

6.1 Aparato para la esterilzacion en seco (horno) o himedo (autoclave)

Ver SO 7218

6.2 Estufa o incubadoras, capaz de ser mantenida entre 25°C y 50°C £ 1°C

6.3 Incubadoras, para mantener el medio inoculado, placas y tubos con los siguientes rangos de
temperaturas:

a)25°C+1°C

b)30°C + 1°C

¢)35°Cx1°Co 37°C+1°C

6.4 baiios de agua, capaz de ser mantenida entre 47°C + 2°C

6.5 Asas de inoculacién, de platino o iridio aproximadamente 3mm de diametro.

6.6 pH-metro, capaz de leer mds cerca de 0.01 pH a 25°C,

6.7 Tubos de prueba o frascos, de capacidad apropiada, para esterilizacion y almacenamiento e
incubacién de medios de cultivos liquidos.

6.9 Pipetas graduadas, de capacidades nominales 10mL y 1mL, graduadas respectivamente en 0.5mL y
0.1mL.

6.10 Placa de Petri, de didmetro 90mm a 100mm.

7 Toma de Muestras
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Es importante que el laboratorio reciba una muestra que sea verdaderamente representativa y que no ha
sido alterada ni cambiada durante su transporte o almacenamiento

El muestreo no es parte del método especifico en esta parte de la norma 150 11290. Si no existe una
norma internacional especifica frente a muestreo del producto en cuestion, se recomienda que las partes
interesadas lleguen a un acuerdo sobre este tema

8 Preparacién de la muestra problema

Preparar la muesira de ensayo en conformidad con la norma internacional especifica adecuada al
producto en cuestion. Si no existe una norma internacional especifica, se recomienda que las paries
interesadas lleguen a un acuerdo en este tema

9 Procedimiento

9.1 Tamario de la muestra y Suspension inicial

Véase la Norma ISO 6887 y cualquier norma internacional especifica adecuada al producto en cuestion.
Para la preparacion de la suspension inicial, utilizar come fluido de dilucién al medio de enriquecimiento
selectivo primario especificado en 5.2.

En general, para preparar la suspensién inicial, afiadir una porcién de prueba de x g 0 x mi de 9xmide o
9x g de medio de enriquecimiento selectivo primario (5.2), para obtener una relacién de la porcion de
prueba para medio de enriguecimiento primario selectivo de 1/10 (masa a volumen o volumen a volumen)

9.2 Enriquecimiento Primario
Incubar (6.3b) la suspensién inicial, elaborada de acuerdo con 9.1 a 30 ° C por 24hi2h.
Nota 3. Se puede desarrollar una coloracién negro durante la incubacion

9.3 Enriquecimiento secundario

9.3.1 Después de la incubacion de a suspension inicial (enriquecimiento primario) durante 24h % 2h (9,2),
transferir 0,1 mbL del cultivo obtenido en la seccién 9,2 {independientemente de su color) a un tubo (6.7)
que contiene 10 mi de medio de enriquecimiento secundario {caldo Fraser) (5,3)

9.3.2 Incubar el medio inoculado (9.3.1) durante 48 h42ha35°C037°C

NOTA 4 La temperatura del medio inoculado debe ser acordado entre {as partes afectadas y se registran
en el informe de ensayo.

9.4 Siembra e identificacion

9.4.1 Del cultivo de enriquecimiento primario incubado durante 24h £ 2h a 30 ° C (9.2), toma, por medio
de un asa o varilla de vidrio (6.5) una porcion del cultivo e inocular la superficie del primer medio de
siembra en medio selectivo (Oxford agar) {(5.4.1) de manera que se obtienen colonias bien separadas.
Proceder de la misma manera con el segundo medio selectivo de siembra (agar PALCAM) (5.4.2)

NOTA 5 esta siembra se lleva a cabo independieniemente del color del medio.

9.4.2 Del medio de enriquecimiento secundario que se incubd durante 48 h+2 horasa35°Co37° C
(9.3.2) repetir el procedimiento descrito en 9.4.1 con los dos medios selectivos de siembra.

9.4.3 Invertir las placas obienidas en 9.4.1 y 9.4.2 y colocarlos en una incubadora (6.3) calibradaa 30 ° C,
35 °C o 37 °C. Las placas de agar PALCAM se incuban bien microaerébicamente en una jarra (6.11) que
contiene la mezcla de gases (6.12) o aerdbicamente

NOTA 6 La incubacion del agar Oxford a 30 °C es adecuado para productos alimenticios sélo ligeramente
contaminados por una flora suplementaria. Para los productos .muy contaminados por una flora
suplementaria, es preferible incubar el agar Oxford a 35 °C o 37 °C, ya que las especies de Listeria
tienden a desarrollar al mismo tiempo que la flora suplementaria. En todes los casos, la Temperatura de
incubacion del agar debe ser acordado entre las partes interesadas en el informe de la prueba

9.4.4 Después de la incubacion durante 24h y por 18h adicionales a 24h {si el crecimiento es leve o sino
se observan colonias después de 24h de incubacion), examinar las placas (9.4.3) para la presencia de
colonias presuntivas de Listeria spp.

9.4.4.1 Agar OXFORD: colonias tipicas de Listeria spp, que se cultivan en agar Oxford durante 24 h son
pequefias colonias grisaceas (1 mm) rodeadas por halos de color negro. Después de 48 h, las colonias se
vuelven méas oscuras, con un posible brillo verdoso, alrededor 2 mm de didmetro, con halos negros y
centros hundidos ‘.,

9.4.4.2 PALCAM agar: las placas se incubaron microaerobicamente, después de la incubacion exponer
las placas de agar PALCAM al aire durante 1 hora para permitir que el medio recupere su color rosado a
purpura.

Después de 24 h listeria spp. Crecer como pequefias o muy pequefias colonias verde grisdceo o verde
oliva, 1,5 mm a 2 mm de diametro, con una depresion central y rodeadas de un halo negro.

9.5 Confirmacién de Listeria spp. .
9.5.1 Seleccién de colonias para la confirmacion
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9.5.1.1 Para la confirmacion, toma de cada placa de cada medio selectivo (véase 9.4.4.1 y 9.4.4.2), cinco
colonias presuntivas de Listeria spp.
Si en una placa hay menos de cinco colonias presuntivas, tome todas las colonias para la confirmacion

9.5.1.2 Estriar las colonias seleccionadas en la superficie de las placas de pre-secas de triptona de soja
agar extracto de levadura (TSYEA) (5.5) de una manera que permitird desarrollar colonias bien
separadas.

Coloque las placas en la incubadora [6.3c] calibrada a 35°C o 37°C de 18h a 24h, o hasta que el
crecimiento sea satisfactorio.

NOTA 7 la temperatura del medio inoculado debe ser acordado entre las partes afectadas y se registran
en el informe de ensayo.
Colonias tipicas son de 1 mm a 2 mm de didmetro, convexo incoloro y opaco, con un borde entero. Si las
colonias no estan bien separadas, elige una listeria spp tipica colonia a ofra placa TSYEA. Lleve a cabo
los siguientes exdmenes de colonias de un cultivo puro de la TSYEA

Nota 8 la prueba de iluminacién de Henry {véase el anexo C) puede ser usada, si es necesario. Para esta
prueba, es importante que el medio de agar sea delgada (15 ml/ placa)

9.5.2 Reaccion de catalasa

Tome una colonia aislada obtenida en 9.5.1.2 y suspenderla en una gota de solucion de peroxido de
hidrégeno (5.11) sobre un portaobjetos. La formacién inmediata de burbujas de gas indica una reaccion
positiva.

9.5.3 Coloracion Gram

Realizar la coloracion de Gram en una colonia separada en 9.5.1.2. Listeria spp. Se revelan como varillas
cortas delgadas de Gram-positivos.

9.5.4 ensayo de movilidad (si es necesario)
Tome una colonia aislada obtenida en 9.5.1.2 y suspender en un tubo que contiene TSYEB (5.6)

Incubar en la incubadora [6,3 a] ajustado a 25°C de 8h a 24 hasta que se observe un medio nublado.
Depositar una gota del cultivo anterior usando un asa (6.5) en un portaobjetos de microscopio de vidrio
limpio. Coloque un cubreobjetos encima y examinar con el microscopio (6.14). Listeria spp. Aparecen
como delgados, varillas cortas con disminucion de motilidad

El crecimiento de cultivos por encima de 25 ° C puede no presentar esta motilidad. Siempre compararlos
con un cultivo conocido, Cocos, grandes varillas o varillas con motilidad rapida para moverse en el cultivo
no son Listeria spp. .

Como una prueba alternativa de movilidad, el uso de una aguja de inoculacion (6.5), inocular el agar
motilidad (5,9) con un cultivo tomado de una colonia tipica de TSYEA (9.5.1.2). Incubario durante 48 h en
la incubadora [6,3 a] a 25 °C.

Examine de crecimiento alrededor del pinchazo. Listeria spp. Son méviles, dando un patrén de
crecimiento parecido a un paraguas tipico. Si el crecimiento no es suficiente, incubar hasta un maximo de
5 dias y observar el pinchazo de nuevo

9.6 La confirmacion de L. monocytogenes

9.6.1 Prueba de hemdlisis

Si las caracteristicas morfolagicas y fisioldgicas y la reaccién de catalasa son indicalivos de Listeria spp.,
inocular las placas de agar de sangre de oveja (5.7) para determinar la reaccién hemolitica.

Secar la superficie de agar bien antes de usarla. Tome una colonia separada en 9.5.1.2 y ponerla en la
placa e inocular en cada cultivo, utilizando un cable (6.5). Al mismo tiempo inocular el positivo (L.
monocytogenes) y los controles negativos (L.innocua)

Después de la incubacion a 35 °C o 37 °C durante 24 h 12 h, se examinan las cepas de prueba y las de
control. L. monocytogenes muestran, zonas de luz estrechos, claras (beta—hemélisif}, véase la figura 1).
L. innocua no muestran ninguna zona clara alrededor de lo inoculado. L. seeligeri muestran una zona
deébil de hemdlisis. L. ivanovii muestran generaimente anchas, zonas claramente delimitadas de b-
hemdlisis. Examinar las placas bajo una luz brillante para comparar los cultivos de ensayo con los de
control.

NOTA 9 Ia reaccién hemolitica también puede llevarse a cabo utilizando globulos rojos. Dispersar la
colonia en 150pL de TSYEB (5,6); incubar a 35 ° C 0 37 ° C durante 2 h. Afiadir 150uL de ovejas gldbulos
rojos en un 2% de solucion de PBS (5.12). Incubar a 35 ° C 0 37 ° C de 15 min a 60 min, luego refrigerar
por 3 °C# 2°C durante aproximadamente 2 h. A continuacién, examinar la presencia o ausencia de
hemdlisis. Si la reaccién no es definitiva, dejar el cultivo a 3°C+2°C durante un méximo de 24 h.

9.6.2 utilizacién de carbohidratos

Inocular usando un asa (6.5) cada uno de los caldos de utilizacién de carbohidratos (5.8) con un cultivo de
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TSYEB (9.5.4). Se incuba a 35°C o 37°C durante un maximo de 5 dias. Las reacciones positivas
(formacion de acido) se indican con un color amarillo y se producen sobre todo en las 24 ha 48 h.

9.6.3 Ensayo de CAMP

Estriar los cultivos de Staphylococcus aureus y Rhodococcus equi (B.10.4) en lineas Unicas a lo lardo de
la placa de agar de sangre de oveja (5.7 0 B.10.3) y asi los dos cultivos son paralelos y diamétricamente
opuestos (ver figura 1). Un indculo delgado y uniforme. Esto se puede obtener mediante el uso de un asa
de inoculacion o un cable (6.5) sostenido en angulos rectos al agar.

Estriar la cepa del analisis separada en 9.5.12 del mismo modo en angulos rectos a estos cultivos para
que asi el cultivo de ensayo y los cultivos de S. aureus y R. equi no se toguen, y que estén distanciados
de 1 a2 mm. Varias cepas de ensayo pueden estriarse en la misma placa.

L. mohotyfogenes

L. innacua

Narrow band of [i-haemalysis

No haemolysis L. ivanovii

[ TR ————

Wide band af fi-haemnlysis ——"

Figura 1 Inoculacion e interpretacion del test de CAMP
Notas

1. Inocular las placas de agar sangre delgadas (5,7 o B.10.3) como se muestra en el diagrama. Las

lineas verticales representen rayas de S. aureus (S) y R. equi (R). Las lineas horizontales
representan las rayas de los cultivos de ensayo.

2. Areas sombreadas indican las ubicaciones de mayor hemdlisis.
Simultaneamente, estriar Cultivos de control de L. monocytogenes, L. innocua y L. ivanovii. Si se utiliza
agar sangre (5,7). Incubar las placas a 35°C o 37°C de 18h a 24h. si se utilizan placas de doble capa (B.
10.3), seincubaa 35°Co037°de12ha18h.
Una zona mejorada de B-hemédlisis en la interseccion de la cepa de prueba con cada uno de los cultivos
de S. aureus y R. equi se considera que es una reaccion positiva.
La reaccion positiva con R. equi es visto como una amplia (5 mm a 10 mm) "punta de flecha” de -
hemdlisis. La reaccion se considera como negativo si una pequefia zona de hemolisis débil se extiende
solo aproximadamente 1 mm en la interseccion de la cepa de prueba con la zona de difusion de la cultura
R. equi. Una reaccion positiva con S. aureus aparece como una pequefia zona de una mayor hemolisis se
extiende sdlo alrededor de 2 mm a partir de la cepa de ensayo y dentro de la zona débilmente hemolitica
debido al crecimiento del cultivo de S. aureus. Grandes zonas de hemolisis no se producen en el area de
S. aureus y L. nomocylogenes.
9.7 Interpretacion de las propiedades morfolégicas y fisiolégicas y de las reacciones hioquimicas
Todas las especies de Listeria. Son pequefias varillas, Gram-positivas que demostraron motilidad. Son
catalasa positiva. L. monocytogenes se distinguen de otras especies por las caracleristicas enumeradas
enlatabla 1.
9.8 Confirmacién definitiva
Las cepas que se consideran L. monocytogenes (9.7) pueden ser enviadas a un laboratorio de referencia
para la listeria reconocido serolégica o, posiblemente, fipificacion lisogénico. El envio debera ir
acompanada de toda la informacion relativa a la cepa Posible (S).
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Table 1 — Reactions for the identification of Listeria spp.

Species Hagmdlysis Production of acid CAMP test
Rhamnose Xylose 5. aureus R. equi
L. monocytogenes t ¥ - + -
L. innocua - ¥ = = =
L. ivanovi + - + 4 +
L. sosligor P - s ) -
L. welshimeri 2 v + = -
L. grayi subsp. grayi # - s o
L. grayi subsp. murrayi - v - - -

V: variable reaction

(#): weak reaction

+ > 90 % of posifive reactions
~: no reaction

NOTE — There exist rarg sirains of L. monocytogenes which do nul shuw B-haemolysis or 2 positive reaction 1 the CAMP test under the
conditions described in this part of 1ISO 11280,

Nota existen cepas raras de L. monocylogenes que no muestran B-hemdlisis o una reaccion positiva a la
prueba CAMP en las condiciones descritas en esta parte de la norma ISO 11290

9.9 cuitivos de control

Con el fin de comprobar la capacidad de los medios de enriquecimiento e identificacion para apoyar el
crecimiento selectivo de L. monocytogenes, una dilucion del cultivo de referencia de las cepas
recientemente aisladas de L. monocytogenes y las cepas de control negativo (por ejemplo, barras,
Estreptococos) debe ser introducido en un frasco de control del medio de enriquecimiento selectivo
primario (véase el punto 9.2) aiiadir de 10 a 100 células de L. monocylogenes o cepas de confrol negativo
por matraz.

Proceda con los frascos de control en cuanto a los cultivos de ensayo para demostrar que se recupera la
cultura de control positivo

10 Expresion de los resultados

De acuerdo con la interpretacion de los resultados, reportar la presencia o ausencia de Listeria
monocytogenes en la toma de muestras, especificando la masa en gramos, o €l volumen, en mililitros, de
la simple TESTD.

NOTA 10 si se aislan otras especies de Listeria, éstos pueden hacerse constar en el informe de la prueba,
si asi se acuerda entre las partes interesadas

11 Informe de prueba

El informe de fa prueba debe especificar el método utilizado, las temperaturas de incubacion y los
resultados obtenidos. También mencionard todos los detalles operativos no especificados en esta parte
de la 1SO 11290, o considerados como opcionales, junto con detalles de las incidencias que puedan
haber influido en los resultados.

El informe del ensayo debe incluir toda la informacion necesaria para la identificacion completa de la
simple
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Anexo B
(Normativo)

Composicién y preparacién del medio de cultivo y reactivos
B.1 Medio de enriquecimiento primario selectivo: Half caldo Fraser

B.1.1 Base
8.1.1.1 Composicion

Peptona de carne (digerido péptico de tefido animal)

5,09
Triptona (digeride péptico de caseina) 50g
Extracto de carne 5,09
Extracto de levadura 5,0q
Cloruro de sodio 20,09
Dihidrato de hidrégeno fosfato disodico 12,09
Dihidrogeno fosfato de potasio 1.0g
Aesculin 1,09
Agua 1000mL

B.1.1.2 Preparacién

Disolver los componentes base o Ja base deshidratada completa en el agua, de ser necesario
mediante su calentamiento.

Ajustar el pH, si es necesario, para que asf despuss de /a esterilizacion, sea 7,2+0,2” a 25°C.
Dispensar Ia base en los matraces (Subcldusula 6.7) con capacidades adecuadas, para
obtener porciones apropiadas para ef ensayo (ver Subcldusula 9.1).

Esterilizar por 15 min en la autoclave (Subcléusula 6.1) a 121°C.

NOTA 11 La solucién de cloruro de litio (B.1.2) y solucion de 4cido nalidixico (B.1.3)
puede agregarse a la base (B.1.1) anles de usar la autoclave.

B.1.2 Solucion de cloruro de litio
B.1.2.1 Composicion

Cloruro de litio 3g
Agua 10mL

3) Veria IS0 7218,

B.1.2.2 Preparacion
Agregar el cloruro de litio al agua.
Esterilizar usando filtracion.

PELIGRO - Tomar todas las precauciones necesarias al disolver el cloruro de iitio en el agua
como la reaccion es altamente exotérmica. Asimismo, esta solucién irrita las membranas
MUCOSas.
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B.1.3 Solucidn de sal sédica de écido nalidixico
B.1.3.1 Compasicién

Sal sédica de acido nalidixico 019
Hidréxido de sodio, 0,05 mol/solucion 10mL

B.1.3.2 Preparacion
Disolver la sal del acido nalidixico en el hidroxido de sodio.
Esterilizar usando filtracion.

B.1.4 Solucién clorhidrato de acriflavina
B.1.4.1 Composicion

Clorhidrato de acriflavina 0,259
Agua 100mL

B.1.4.2 Preparacién
Disolver el clorhidreto de acriflavina en el agua.

Esterilizar usando filtracién.
B.1.5 Solucion de citrato de amonio y hierro (Il
B.1.5.1 Composicion
Citrato de amonio y hierro (lil) 5,09
Agua 100mL

B.1.5.2 Preparacién
Disolver el cifrato de amonio y hierro (Ill) en agua.
Estenilizar usando filtracion.

B.1.6 Medio completo
B.1.6.1 Compasicion

Base (B.1.1) 100mL
Solucién de cloruro de litio (B.1.2) 1,0mL
Sal sddica del &cido nalidixico (B.1.3}) 0,17mL
Clorhidrato de acriflavina (B.1.4) 0,5mL
Citrato de amonio y hierro (Ili) (B.1.5) 1,0mL

B.1.6.2 Preparacién

Inmediatamente antes de usar, agregar las cualro soluciones (B.1.2 a B.1.5) a cada porcién de
100mL de la base (B.1.1).

B.2 Medio de enriquecimiento secundario selectivo: Caldo Fraser

B.2.1 Base

B.2.1.1 Composicion

Peptona de carne (digerido péplico de

tejido animal) 5,09
Triptona (digerido péptico de caseina) 5,09
Extracto de carne 50g
Extracto de levadura 5,09
Cloruro de sodio 20,09
Dihidrato de hidrégeno fosfato disédico 12.0g
Dihidrégeno fosfato de potasio 1,09
Esculina 1,09
Cloruro de litio 3,09
Sal sédica de 4cido nalidixico 0,029
Agua 1000 mt-.
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B.2.1.2 Preparacién
Disolver los componentes o el medio deshidralado completo en el agua, si es necesario

mediante su calentamiento.

Ajustar el pH, de ser necesario, para que después de la esterilizacién sea de 7,2£0,2 a 25°C.
Colocar el medio en tubos de ensayo de capacidad adecuada para obtener las porciones
apropiadas para el ensayo.

Esterilizar por 15 min en la autoclave a 121 ° C.

B.2.2 Solucién clorhidrato de acriflavina
Véase B.1.4.

B.2.3 Solucién de citrato de amonio y hierro (1)
Véase B.1.5.

B.2.4 Medio completo
Inmediatamente antes de usar, a cada tubo (10mL de volimenes) de base (B.2.1), agregar
porciones de 0,1mL de las soluciones B.2.2 y B.2.3. Mezclar suavemente.

B.3 Primer medio selectivo: Agar Oxford

B.3.1 Agar Base

B.3.3.1 Composicién
Columbia agar 39,09
Esculina 1,09
Citrato amonio férrico 0,5g
Cloruro de fitio 15g
Agua 1000mL

B.3.1.2 Preparacién

Disolver los componentes o el medio deshidratado completo en ef agua, si es necesario

mediante su calentamiento.
Afustar el pH, de ser necesario, para que después de la esterlizacién sea de 7,240,2 a 25°C.

Esterilizar por 15 min en fa autoclave a 121 ° C.

B.3.2 Suplemento para 1000mL de medio
B.3.2.1 Composicion

Ciclohexamide 400mg
Sulfalo de colistina 20mg
Clorhidrato de acriflavina 5,0mg
Cefotefan 2,0mg
Fosfornicin 10mg
Etanol 5,0mi
Agua 5,0ml
B.3.2.2 Preparacién

Disolver los componentes o el medio deshidralado completo en una mezcla de agua y alcohol.
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Esterilizar y filtrar

B.3.3 Preparacién del medio completo

Base fresca (B.3.1) hasta aproximadamente 47° C y adicionar ef suplemento (B.3.2).
Dipense el medio en placas esténies una cantidad de 15mL y de;ar solidificar.
Almacenar el medio lejos de la luz.

B.4 Segundo medio selectivo: Agar PALCAM

B.4.1 Agar Base

B.4.1.1 Composicion

\Peptona 23g
Almidon 19
Cloruro de sodio 59
Extracto de levadura 3g
D-Glucosa 0.59
D-manitol 10g
Esculina 0.8g
Citrato amonio fémico 0,59
Rojo fenol 0,089
Cloruro de litio 159
Agar 9ga18g
Agua 960mL

B.4.1.2 Preparacion

Disolver los componentes o el medio completo deshidratado en agua hirviendo.
Ajustar el pH, de ser necesario, para que después de esterilizarios sea 7,3+0.2 a 25°C.
Esterilizar por 15 min en la auloclave a 121°C.

B.4.2 Solucibn sulfato polimixina B
B.4.2.1 Composicién
| Sulfato de polimixina B 0.1g I
i Agua 100mL
B.4.2.2 Preparacion
Disolver el polimixina B en agua. Esterilizar usando filtracién.
B.4.3 Solucién de clorhidrato de cicloheximida

B.4.3.1 Composicién
Clorhidrato de Cicloheximida 0.059 |
Agua 100mL

B.4.3.2 Preparacién

Disolver el Clorhidrato de Cicloheximida en agua. Estenilizar usando filtracién.

B.4.4 Solucién de ceftazidima pentahidratado
B.4.4.1 Composicién

Ceflazidima pentahidratado 0,116g
Agua 100mL

B.4.5.1 Medio completo
B.4.5.1 Composicién

Base (B.4.1} 960mL
Solucién de polimixina B (8.4.2) 10mL
Solucién de clorhidrato de acriflavine (B.4.3) 10mL

l Solucién de ceftazidima pentahidratado (B.4.4) | 20mL

B.4.5.2 Preparacion
A la base fundida (B.4.1) a 47°C, dicionar las soluciones B 4.2 a B.4.4, mezclar suavemente en
cada adicion.
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B.4.6 Preparacion de las placas de agar
Colocar tas placas de manera apropiada y adicionar 15mL de medio preparado y dejar
solidificar.

B.5 Medio de cultivo sélido: Triptona de soja extraclo de levadura (TSAYE)
) B.5.1 Composicion

Caldo de Triptona de soja 7 30g
Extracto de levadura ’ 6g
Agar gga18g”
Agua 1000 mL
W Triptona 17,09
Peptona de soja 3,09
Clorura de sodio 5.0g
Fosfato de dipotasio 2.5
Fosfato de dipotasio 2.59
Glucosa 2,59

. Dependiendo de la dureza del gel del agar.

B.5.2 Preparacion

Disolver los componentes o el medio complefo deshidratado en agua hirviendo,

Ajustar el pH, de ser necesario, para que después de eslerilizarlos sea 7,3+0,2 a 25°C.
Colocar el medio en tubos de capacidad adecuada para obtener porciones adecuadas para el
ensayo.

Esterilizar por 15 min en la autoclave a 121°C.

Dejar solidificar en posicion inclinada.

Para la preparacién de las placas de agar, colocar el medio en placas Petri estériles en
porciones adecuadas para el ensayo. Dejar solidificar.

~ B.6 Medio de cultivo liquido: Caldo de Triptona de soja de exliracto de levadura (TSYEB)
B.6.1. Composicion

Caldo de tripfona de soja ” 309
Extracto de levadura 6g
Agua 1000 mL
" Véass B.5.1

B.5.2 Preparacién

Disolver los componentes o el medio deshidratado completo en agua, de ser necesario
mediante su calentamiento.

Ajustar ef pH, si es necesario, para que después de esterilizarlos sea 7,3+0,2 a 25°C.
Colocar ef medio en matraces o tubos de capacidad adecuada para obtener porciones para el
ensayo.

Esterilizar por 15 min en la aufoclave a 121°C.

B.7 Agar de sangre de ovino
B.7.1 Base
B.7.1.1 Composicion

Peptona de came 15g
Digestivo de higado 2,59
Extracto de levadura 59
Cloruro de sodio 5g

Agar 9ga 18g"
Agua 1.000mt
Y Dependiendo de la dureza del gel del agar.

B.7.1.2 Preparacion &

Disolver los componentes con agua hirviendo.

Ajustar el pH, de ser necesario, para que después de la esterilizacion sea 7,210,2 a 25°C.
Colocar ef medio en matraces de capacidad adecuada para obtener porciones apropiadas para

el ensayo.
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Esterilizar por 15 min en la autociave a 121°C.

B.7.2 Sangre de ovino desfibrinada
B.7.3 Base completa
B.7.3.1 Compaosicion

Base (B.7.1) 100mL i
Sangre de ovino desfibrinada 5mLa7mL i

B.7.3.2 Preparacion

Agregar la sangre a la base previamente enfriada a 47°C. Mezclar bien.

Colocar el medio en placas Pelri estériles en porciones adecuadas para el ensayo. Permitir
solidificar.

B.8 Caldo de utilizacién de carbohidratos (ramnosa y xilosa)

B.8.1 Base

B.8.1.1 Composicion
Peptona de proteosa 109
Extracto de came 1g
Cloruro de sodio 59
Purpura bromocresol 0,02g
Agua 1.000mL

B.8.1.2 Preparacién

Disolver los componentes en agua, de ser necesario, mediante su calentamiento.

Ajustar el pH, si es necesario, para que después de esterilizar sea después 6,8t0,2 a 25°C.
Colocar el medio en fubos de capacidad adecuada para obfener porciones apropiadas para el
ensayo,

Esterilizar por 15 min en la auloclave a 121°C.

B.8.2 Soluciones de carbohidralos

B.8.2.1 Composicién

Carbahidrato ” 59
Agua 100mL
"7 (-Ramnosa o D-xilosa

B.8.2.2 Preparacion
Disolver por separado cada carbohidrato en 100mL de agua.
Eslerilizar usando filtracién.

B.8.3 Medio completo
Para cada carbohidrato, agregar aséplicamente x ml de solucién del apartado B.8.2 a 9x mL
de la base (B.8.1).

B.9 Agar de motilidad

B.9.1 Composicion
Peptona de caseina 20,09
Peplona de came 6,1g
Agar 359
Agua 1.000mL

B.9.2 Preparacion

Disolver los componentes en agua hirviendo.

Ajustar el pH, de ser necesario, para que después de eslerilizar sea 7,3+0,2 a 25°C.
Colocar el medio en tubos en cantidades de aprox. 5ml.

Esterilizar por 15 min en la autoclave a 121°C.
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8.10 Medio CAMP (Christie, Atkins, Munch-Petersen) y cepas de ensayo
Las placas de agar de sangre de ovino (B.7) pueden utilizarse para este ensayo, pero es
preferible para usar las placas de doble capa con una capa muy fina de sangre (B.10.3).

B.10.1 Base
Véase B.7.1.

B.10.2 Medio de sangre de ovino
Véase B.7.3.1.

B.10.3 Medio completo

Colocar fa base (B.10.1) en placas Petri en cantidades de aprox. 10 mL y dejar solidificar,
Verter una capa delgada del medio de sangre (B.10.2) utilizando cantidades no mayores que
3mL por placa.

Dejar solidificar. Si el medio de sangre se afiade a las placas que conlfienen la base que han
sido preparadas con anticipacion, puede ser necesario calentar las placas por 20 min
colocandolas en una incubadora a 37°C antes de verter la capa del medio de sangre.

B.10.4 Cepas de reaccién CAMP

Una cepa de f-hemolitica de S. aureus (por ejemplo, NCTC 1803 o ATCC 25923) y una cepa
de R. equi (por ejemplo NCTC 1621 0 ATCC 6936) se requieren para realizar la prueba de
CAMP. No todas las cepas de S. aureus son disponibles para la prueba de CAMP.

Mantener los cultivos stock de S. aureus, R. equi, L. monocytogenes, L. innocua y L. ivanovii
mediante la inoculacién de las inclinaciones de TSAYE (B.5.2), incubdndolas a 35°C o 37°C por
24h a 28h, o hasta que se presente el crecimiento, y almacenandolas en el refrigerador a
3°C+2°C. Realizar el sub-cultivo como minimo una vez al mes.

B.11 Solucién peréxido de hidrégeno
Utilizar un 3% {m/m); es decir, solucidn de 10 volumenes.

B.12 Tampén fosfato salino (PBS)

B.12.1 Composicién
Dihidrato de hidrégeno fosfato disédico 8,989
Fosfato de dihidrogeno de sodio 2,71g
Cloruro de sodio 859
Agua 1 .000mL

B.12.2 Preparacion

Disolver los componentes en agua.
Ajustar el pH, de ser necesario, para que después de eslenlizar sea 7,2¢0.2 a 25°C.
Esterilizar en Ja autoclave por 15 min a 121°C.
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Anexo 2. Método 1SO 11290-1:1996 microbiologia de los alimentos y piensos
método horizontal para la deteccidén y enumeracion de Listeria monocytogenes
Amd 1:2004 modificacion de los medios de aislamiento.

INTERNATIONAL ISO
STANDARD 11290-1

First edition
1996-12-15
AMENDMENT 1
2004-10-15

Microbiology of food and animal feeding
stuffs — Horizontal method for the
detection and enumeration of Listeria
monocyfogenes —

Part 1:
Detection method

AMENDMENT 1: Modification of the isolation
media and the haemolysis test, and inclusion
of precision data

Microbiologie des aliments — Méthode horizontale pour la recherche et
fe dénombrement de Listeria monocytogenes —

Partie 1: Méthode de recherche

AMENDEMENT 1: Modification des milieux disolernent, de la
recherche de I'hémolyse et introduction de données de fidélite

Reference number
ISO 11290-1:1996/Amd.1:2004(E)

@ IS0 2004
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Microbiologia de los alimentos la alimentacién animal - Métedo herizonta! para la deteccién y
recuento de Listeria monocylogenes

MODIFICACION 1: Modificacién de los medios de aislamiento y la prueba de hemélisis, y la
inclusion de los datos de precisién.

Parte 1:

Método de Deteccién

Subclausula 4.3

Reemplazar esta subclausula por la siguiente

4.3 Siembra e identificacién
A partir de los cultivos obtenidos en 4.1y 4.2, sembrar en los dos medios sdlidos selectivos:
- Agar listeria segln Ottaviani y Agosti (ALOA) (véase la referencia (1) y B.3)
- Cualquier otro medio solido selectivo es la eleccién del laboratorio de forma complementaria al
Agar  Listeria segin Ottaviani y  Agosti, como Oxford o  PALCAM.
La incubacion de la Listeria Agar segin Ottaviani y Agosti a 37°C+1°C y el examen después de
24h x 3h, y si necesario después de otras 24h t 3h, para comprobar la presencia de colonias
caracteristicas que se suponen ser L. monocytogenes
La incubacién del segundo medio selectivo realizae el examen apropiado y después de la hora apropiada.

Subclausula 5.4.1y54.2
Reemplazar estas subclausulas por el texto siguiente

54.1 Primer  medio: Agar Llisteria segin Oftaviani y  Agosti (ALOA) (1)
Ver B.3.

5.4.2 Segundo medio

La eleccidn del segundo medio se deja a la discrecién del laboratorio de pruebas. Si se utiliza un medio
comercial, las Instrucciones del fabricante deberan seguirse con precision en cuanto a su preparacion
para su uso.

1) ALOA es un ejemplo de un medio adecuado disponible comercialmente. Esta informacién se da para la
comodidad de usuario de esta parte de la ISO 11290 y no constituye un aval por parte de 1SO de este
producto. Se permite el uso de otros medios de comunicacion con la misma formulacion.

Subclausula 9.4

Reemplazar esta subcldusula por la siguiente 9.4

9.4.1 Desde el cultivo de enriquecimiento primario incubada durante 24 h+3h a 30 ° C (9.2). tomar por
medio de un asa o varilla de vidrio (6.5), una porcidn del cultivo e inocular la superficie del primer medio
de siembra selectivo, el agar de Listeria segtin Ottaviani Agosti y {5.4.1), por lo que se obtendran colonias
bien separadas .

Proceda de la misma manera con el segundo medio selectivo de siembra (5.4.2)

Reemplace 9.4.3 por el siguiente

9.4.3 Invertir las placas obtenidas en 9.4.1 y 9.4.2 y colocarlas en una incubadora a 37 ° C para Listeria
Agar segun Ottaviani y Agosti (5.4.1) y en la Temperatura adecuada para el segundo medio selectivo
(5.4.2). Si un medio comercial se utiliza para el segundo medic selectivo, siga las instrucciones del
fabricante.

Eliminar la Nota 6.
Reemplace 9.4.4 por el siguiente:

9.4.4 Después de la incubacion durante 24h+3h {y 24h + 3h adicional si el crecimiento es débil o si no se
observa la colonia después de 24 horas de incubacion) para el agar de Listeria segtn Ottaviani y Agosti o
durante el tiempo apropiado (segundo agar selecliva), examinar las placas (9.4.3) en busca de la
presencia de colonias que se presumen Listeria spp

Reemplazar 9.4.4.1 por el texto siguiente:

9.4.4.1 Agar Listeria segin Ottaviani y Agosti: Considerar como L. monocytogenes de las colonias verde-
azules rodeadas de un halo opaco (colonias tipicas) Si el crecimiento es leve, o si no se observa ninguna
colonia, o si ninguna colonia tipica esta presente a las 24 h+3 h de incubacién, volver a incubar las placas
durante ofras 24h£3h.
Nota 1 Algunas cepas de L. monocytogenes muestran un halo muy débil {incluso sin halo) en casos de
estrés, en particular, el estrés acido.

Nota 2 Algunos L. monocytogenes se caracterizan por una actividad lenta del PIPLC (fosfatidil inositol
fosfolipasa C). Tales bacterias se detectan cuando la duracion total de incubacion es mayor, por ejemplo,
a 4 dias. Algunas de estas cepas podrian ser patégenos (véase |a referencia (2)

Reemplazar 9.4.4.2 por el siguiente texto:
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9.4.4.2 Segundo medio selectivo: Examinar después del momento adecuado para comprobar la presencia
de colonias que, de sus caracteristicas, son considerados como presuntivas de Listeria spp. ©
monocytogenes, dependiendo del tipo de medio utilizado.

Subclausula 9.6.1 prueba de hemélisis

Insertar los nimeros subclausula 9.6.1.1 en el comienzo del texto de 9.6.1

Reemplace Nota 9 por el siguiente inciso;

9.6.1.2 La reaccion hemolitica también puede llevarse a cabo de la siguiente manera ==«

utilizando ovejas globulos rojos.

Dispersar la colonia en 150 ul de TSYEB (B.6); incubar a 37 ° C durante 2 h. Afadir 150 ul de una
suspension de glébulos rojos de oveja (B4 de esta enmienda). Incubar a 37 ° C durante 15 minutos a 6()
minutos, luego refrigerar a 3 ° C y 2 ° C durante aproximadamente 2 horas. Examine para la actividad
hemolitica. Si la reaccion no es definitiva, dejar a 3 °C - 2°C durante un maximo de 24h-3h

Afadir el siguiente apartado después del apartado 10.

11 Precisién del método

11.1 General

No es Posible expresar la precisién de un método cualitativo mediante el uso de los parametros de
repetibifidad y reproducibilidad que pueden calcularse unicamente para los métodos cuantitativos. Asi, las
nuevas caracteristicas de rendimiento han sido seleccionadas (véase la referencia [3]). Estas
caracteristicas son: la precision (sensibilidad de las muestras positivas, especificidad para muestras
negativas) y concordancia (véase 112, 1.3 y 11.4).
Los valores de estas caracteristicas se” han determinado mediante una prueba de interlaboratorio del
método organizado en el marco de un proyecto europeo (véase el anexo D). Las caracteristicas de
rendimiento se determinaron utilizando tres tipos de alimentos contaminados en los distintos niveles y de
materiales de referencia. Los valores derivados de la prueba de interlaboratorios pueden no ser aplicables
a rangos de concentracién de analitos y matrices diferentes a los que figuran en el anexo D.

ADVERTENCIA -- el método que se analizo fue sin esta modificacion, es decir, el aislamiento se realizo
en los agares de PALCAM y Oxford. Los datos de precision se dan algunas orientaciones generales para
el usuario en el rendimiento global de! método y estos datos de precision se aplican, en particular, a esta
parte de la ISO 11290 junto con esta enmienda cuando el segundo agar de aislamiento es Oxford O
PALCAM.

11.2 Precisién
11.2.1 Definicién

La precision es el porcentaje de muestras identificadas correctamente.
Para las muestras positivas, la precision se llama sensibilidad y es el porcentaje de muestras
correctamente identificadas como positivos. A los efectos de este calculo, se debe suponer que todas las
muestras supuestamenle positivas, de hecho, contienen el organismc.
Para las muestras negativas. La precisién es llamada especificidad y es el porcentaje de muestras
correctamente identificados como negativas.

11.2.2 Valores generales

Como indicacién general de especificidad (E), el valor siguiente se puede utilizar cuando- el analisis de:
muestras de alimentos en . general: Sp = 97.4%.
Como indicacion general de especificidad (E), el valor siguiente se puede utilizar cuando el andlisis de
muestras de alimentos en general: Ver = 85,2%
Para maleriales de referencia (capsulas que contienen 23 CFU, preparado por RIVM, Paises Bajos para
el juicia), el siguiente valor se ha obtenido: Se = 89,5%
Estos valores pueden ser interpretados en el sentido de que una muestra que contiene L. monocytogenes
se reconocié como positivo cuando se analiza con el método descrito en esta parte de la norma 1SO
11290-1 en 85,2% de los casos.

11.3 Conformidad

11.3.1 Definicidn

Conformidad es el porcentaje de posibilidades de encontrar el mismo resultado {es decir, tanto positivos)
a partir de dos porciones de ensayo identifical analizadas en el mismo laboratorio, en condiciones de
repetibilidad (es decir, un operador usando el mismo aparato y los mismos reactivos en el intervalo de:
tiempo mas breve posible).
Por consiguiente, la conformidad es el equivalente de la repetibilidad de los métodos cuantitativos.
Para el célculo de acuerdo con los resultados de un ensayo interlaboratorios, la probabilidad de que dos
muestras dan los mismos resultados se calcula para cada laboratorio participante, a su vez, y esta
probabilidad es entonces promedio overa laboratorios |l
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11.3.2 Valore globales

Como indicacion general de conformidad (Ac), el siguiente valor se puede utilizar cuando el andlisis de

muestras de ~ alimentos en general: Ac = 88,7%
Para materiales de referencia (capsulas que contienen 23 CFU, preparado por RIVM, Paises Bajos, para
el juicio), el siguiente valor  se puede utilizar: Ac = 88.2%

Estos valores pueden ser interpretados en el sentido de que si dos porciones de ensayo idénticas de una

muestra cntainig L. monocytogenes son analizados por el mismo operador en poco tiempo y con las

mismas condiciones de operacion, te es una oportunidad 88,7% de la obtencion de la misma resultado

(presencia de L. monacytogenes) para las dos partes de la prueba,

11.4 Concordancia

11.4.1 Definicion

La concordancia es el porcentaje de posibilidades de encontrar el mismo resultado para dos muestras

idénticas analizados en dos laboratorios diferentes.

Por consiguiente, la concordancia es el equivalente de 1a reproducibilidad de los métodos cuantitativos.
_ Para calcular cocordance partir de los resultados de un ensayo interlaboratorios, cada observacion en

cada laboratorio participante se toma, a su vez, la vinculacién con los resultados obtenidos para la

muestra en particular por todos los otros laboratorios. La concordancia es el porcentaje de todos los

vinculos que dan los mismos resultados en todos los emparejamientos Posible de datos.

11.4.2 Valores globales

Como indicacién general de concordancia (Cc), el siguiente valor de mi utilizarse al probar muestras de
alimentos en general: Ce = 84,4%
Para materiales de referencia (capsulas que contienen 23 CFU, preparado por RIVM, Paises Bajos, para
el juicio), el valor  siguiente  se puede utilizar: Ce = 80,8%.
Estos valares pueden ser interpretados en el sentido de que si dos porciones idénticas de ensayo de una
muestra que contiene L. monocytogenes) para las dos partes de la prueba
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Reemplazar la clausula B.3 con lo siguiente:

B.3 Agar para Listeria de acuerdo con Ofttaviani y Agosti (ALOA}”
B.3.1 Medio base

B.3.1.1 Composicién

Digestivo enzimatico de tejidos animales 18g
Digestivo enzimalico de caseina 6g
Extracto de levaduras 10g
Piruvato de sodio 29
Glucosa 29
Glicerofosfafo de magnesio 1g
Sulfato de magnesio (anhidro) 0,59
Cloruro de sodio 5g
Cloruro de litio 10g
Hidrégeno fosfato de disodio (anhidro) 2,59
18-Bromo 4-cloro 3-indolil B-D-glucopiranosa 0,059
Agar 129a 18g*
Aqua 930mL°
¥ Dependiendo de la dureza del gel del agar.
® 925mL si la solucion de anfotericing B se utiliza (ver B.3.5.2)

B.3.1.2 Preparacion

Disolver Jos componentes deshidratados o fa base deshidratada completa con agua mediante la
ebullicién.

Esterilizar por 15min en la autoclave a 121°C.
Ajustar el pH, de ser necesario, para que después de la esterilizacién sea 7,2+0,2.

B.3.2 Solucién de &cido nalidixico
Sal sédica de écido nalidixico 0,029
Hidréxido de sodio (0,05 mol/L) Smi

Disolver la sal sédica del écido nalidixico en SmL de hidréxido de sodic y esterilizar usando
filtracién.

2) ALOA es un ejempio de un medio disponible adecuado comercialmente. Esta informacion se da para la
conveniencia de los usuarios de esta parte de la ISO 11290 y no constituye como publicidad por parie de la
IS0 da este producto. El uso de ofro medio con la misma férmula se permite.

8.3.3 Solucién de ceftazidima
Ceftazidima 0,029
. Agua 5mL

Disolver ia ceftazidima en 5 mi. de agua y esterilizar usando filtracion a través de una membrana
de 0,45um. ’

B.3.4 Solucién de Polimixina B .
Sulfato de polimixina B 76 700 UI
Agua SmL

Disolver el polimixina B en 5mL de agua. Esterilizar usando filtracion a través de una membrana
de 0,45um.

8.3.5 Suplemento antibi6tico .
8.3.5.1 Solucion de cicloheximida
Cicloheximida 0,05g
Etanol 2,5mL
Agua 2,5mL
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Disolver cicloheximida en 2,5mL de etanol, Juego agregar 2,5ml de agua. Esterilizar usando
filtracion a través de una membrana de 0,45um.

B.3.5.2 Soiucién de anfotericina B (como una alternativa a la solucién cicloheximida)
Anfotericina B 0,019
HC! (1mold.) 2,5mL
Dimetilformamida (DMF) 7,5mL

Disolver el anfolericina en la solucién HCVDMF. Esterilizar usando filtracion a través de una
membrana de 0,45um.

PELIGROSO - La solucién de HCI/DMF es téxico, manejar con cuidado.

B.3.6 Suplemento

Disolver 2g de L-a-fosfatiditinositol (Sigma P6636$°'i) en 50mL de agua fria.
Agitar por aprox. 30 min hasta que se obtiene una suspension homogénea.
Usar la autoclave a 121°C por 15min y enfriar a 48°C a 50°C.

3] P 6636 es un nombre comercial de un producto abastecido por Sigma. Esta informacién se brinda para la
conveniencia de los usuarios de esta parte de la 1SO 11290 y no constituye una publicidad por ISO de este
producto. Los productos equivalentes pueden utilizarse si se comprueba que conllevan a los mismos
resultados.

B.3.7 Medio completo
. B.3.7.1 Composicién

Medio de cultiva base (B.3.1) 930mL®
Solucién de acido nalidixico (B.3.2) 5mL
Solucién de ceftazidima (B.3.3) SmL
Solucién de polimixina B (B.3.4) SmL
Solucién de cicloheximida (B.3.5) SmL

o Solucién de anfotericina B (B.3.5.2) 10mL
Suplemento (B.3.6) 50mL
¥ 925mL si se ufiliza solucion de anfotericina B

B.3.7.2 Preparacion

Agregar las soluciones de fa base a aprox. 50°C, mezclando bien entre cada adicion.
El pH del medio completo debera ser 7,2t0,2°C a 25°C.

El medio debera ser homogéneamenle opaco.

B.3.7.3 Preparaci6n de las placas de agar
Colocar en cada placa Petri de 15 a 20 ml. del medio completo recientemente preparado, luego,
permitir gue se solidifique.

B.3.8 Pruebas de rendimiento para el aseguramiento de calidad del medio de cultivo

Para las definiciones de selectividad y productividad referidas a la ISO/TS 11133-2. La Tabla B.1
brinda detalles de prueba de rendimiento con relacion al Agar para Listeria de acuerdo con
Ottaviani y Agosti.

CGVERSINAD RACIONAL 89 BAD
CAST06M OF Hbanisdigs
BiSLIOTECA
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Tabla B.1 - Prueba de rendimiento de Agar para Listeria de acuerdo a Ottaviani y Agosti
Funcibn Incubacion | Cepas de control Medio de | Método de | Criterio | Reacciones
referencia | control caracteristi
cas
Productividad | 37°C por | L. monocytogenes 4b TSA Cuanfitativo | PR2 0,5 | Colonias
48h ATCC 13932 yho® verde
L. monocytogenes 1/2a azuladas
ATCC 19111 (u otras con halo
cepas equivalentes en opaco
un recoleccion
reconocida de
microorganismos}
Especificidad | 37°C por | L. innocua ATCC 33090 Cualitativo Colonias
48h {u olras cepas verde
equivalentes en una azuladas
recoleccion de con halo
microorganismos} opaco
Selectividad | 37°C por E. colif ATCC 25922 0 Cualitativo | Inhibicion
48h 8739° ylo® E. faecalis total
ATCC 29212 0 19433 (u
olras cepas
equivalentes en una
recoleccién reconocida
de microorganismos)

¥ Cepa a ser utilizada por el laboratorio usuario {como minimo),
Ambas cepas a ser utilizadas por los fabricantes de los medios de cultivo,

B.4 Suspension de giobulos rojos de sangre de ovino

Meantener los globulos rojos de sangre de ovino a 3°C+2°C anles de usar.

Antes de usar, examinar por signos de hemolisis (enrojecimiento) en la capa superior del suero.
De no ocurrir hemolisis, introducir 2ml de Ja capa inferior de giébulos rojos en 38mL de fampon
PBS (B.12). '

De presentar hemdlisis, suspender aproximadamente 4mL de la capa de glébulos rojos en 10mL
de tampén PBS y mezclar suavemente, luego centrifugar. Si el sobrenadante liquido claramente
se vuelve rojo, debido a una significante hemolisis, no utilizar la suspension stock y descartaria. De
ofra manera, decantar el sobrenadante liquido y agregar 2mL de esta sofucion de giébulos rojos a
98mL de tampé6n PBS.

Mantener la suspension por § dias a 3°C+2°C. Descarlaria si se presenta hemblisis.
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Anexo 3. Método ISO 1 8593;: 2004. Microbidlo'g'ié de los alimentos y piensos
Métodos horizontales para la técnica de muestreo de superficie utilizando placas
de contacto e hisopos.

Microbiologia de los alimentos y plensos. Métodos horizontales para la téenica de muestreo de superficie
utilizando placas de contacto e hisopos

PROLOGO
ISO (la Organizacion Internacional de Estandarizacion) es una federacién mundial de organismos nacionales de
normalizacién {miembros de la ISO). El trabajo de preparacion de Normas Internacionales es normalmente realizado a
través de los comilés técnicos de la 1ISO. Cada organismo miembro interesado en una materia para la cual se haya
eslablecido un comité técnico, tiene el derecho de estar representadoe en dicho comilé., Las organizaciones
internacionales, gubemamentales y no gubernamentales en colaboracién con I1SO. también participan en el trabajo.
ISO colabera estrechamente con la Comisién Electrolécnica Internacional (CEl) en todos los temas referentes a la
normalizacion electrotécnica,
Las Normas Internacionales son redactadas de acuerdo con las reglas dadas en las Directrices ISO/CEL, Parte 2.
La tarea principal de los comités técnicos es preparar las Normas Intermacionales. Los borradores de las Normas
Intemacionales adoptados por los comités técnicos son circulados a las organizaciones miembros para su votacién. La
publicacién como una Norma Internacional requiere aprobacion de al menos el 75% de aceptacion de las
organizaciones miembros.
Liama la atencidn a la posibilidad que algunos de los elementos de este documento puede ser ol sujeto de los derechos
de patente. 150 no se hara responsable de la identificacion de uno o todos los derechos de dichas patentes.
1SO 18593 fue preparada por el Comité Técnico ISO / TC 34, Productos alimenticios, Subcomité SC 9, Microbiologia

INTRODUGCION

Es importante delerminar la presencia del nimero de los microbios viables en las superficies de utensilios de cocina,
superficie de trabajo y olros equipos en contacto con alimentos para estimar el nivel de contaminacion durante la
produccién, sobre la eficacia de la limpieza y desinfeccion de los protocolos.

L.os métodos horizontales descritos en esta norma incluyen un método de contacto superficie con placa de contacto y
un método de hisopo. El método de contacto de placa sélo es aplicable a superficies planas, mientras que el método
hisopo se puede utilizar para todos los tipos de superficies, para el muestreo de grandes superficies (100 cm), pueden
utilizarse pafios o esponjas estériles. Este método alternativo es dfil para la carga microbiana de la superficie. Los
resultados se presentan a menudo como base de las puntuaciones profilacticos de don el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC) por centimetro cuadrado presente en una superficie de prueba.

1. Ambito de aplicacién

Este Estandar Internacional especifica los métodos horizontales para técnicas de muestreo utilizando placas de
contacto o hisopos en superficies en el entorno de la industria de alimentos (y las plantas de procesamiento de
alimentos), con el fin de detectar o enumerar microorganismos viables,

Nota El término "medio ambiente” se refiere a cualquier elemento de contacto con la fuente de atimentacién Producto

o recontaminacion, por ejemplo, material, locales, operadores.
2. Referencias normativas

Los siguientes documentos de referencia son indispensables para la aplicacién de este documento. Para las
referencias sin fecha se aplica la Ultima edicion del documente de referencia (incluyendo cualquier modificacion).

3. Principio

3.1 Debido a que eslos métodos no son cuantitativamente confiables o reproducibles, los resultados sélo se deben

ulilizar en un "analisis de tendencias".
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3.2 Una placa de contacto (o dipslide) lleno con un medio de agar adecuado es presionado contra la superficie a
ensayar. Después de la incubacién, una estimacion de la contaminacion de la superficie se obtiene contando el nimero
de colonias desarrolladas.

3.3 Utilizando el método de hisopo, un érea especifica de la superficie a ser examinade se marca (por ejemplo,
utilizando una plantilla) y después se limpia. Los palillos de hisopo se rompen en un tubo o botella que contiene un
fluido de dilucion estéril o fa neutralizacion de liquido y se mezclan con la mano.

En la superficie se limpia con un pafio estéril (hiimedo) o una esponja, el dispositivo de muestreo se almacena en un
volumen conocido de liquido de dilucién (por ejemplo, 100 ml para 100cm’)

En el laboratorio, la suspensién inicial y si necesario, las diluciones decimales se utilizan para determinar el nimero de
microorganismos utilizando los procedimientos descritos en los métodos para la enumeracién de los (grupos dz)
microorganismos que ser investigado.

NOTA E! tiempo de incubacién y temperatura dependen del tipa de microorganismos a detectar.

3.4 Para medios selectivos, las pruebas confirmatorias apropiadas pueden realizar, el nimero de unidades formadoras
de colonias de microorganismos especificos por centimetro cuadrado o por hisopo se calcularon los datos del nimero
de colonias {confirmado).

3.5 Después del muestreo, la superficie se limpia y se desinfecta, si es necesario, para evitar trazas de nutrientes
resultantes del procedimiento de toma de muestras que queda en la superficie muestreada.

4. Medios de cultivo y dilucién de liquidos

NOTA Para obtener mas informacién, consulte las normas internacionales pertinentes para los microorganismos diana

a detectar o enumerados.
4.1 Liquido neutralizante

En general, la base para la neutralizacion de liquido es agua de peptona tamponada, o sal de peptona, o cualquier otro
diluyente adecuado (tal como solucion buffer fosfato a pH 7.5, solucion de peptona al 1 g /).

En los casos donde se espera que los residuos de desinfectantes, neutralizadores apropiados deben afiadirse al fluido
de dilucién y de los medios de comunicacion utilizados en las placas de contacto para evitar cualquier efecto inhibidor
de los desinfectantes sobre el crecimiento de microorganismos.

5. Aparato una cristaleria

Para conocer los requisitos generales, véase la norma I1ISO 7218

Aparato desechable es una alternativa aceptable a la cristaleria reutilizable si tiene especificaciones similares.
Aparatos de laboratorio microbiologico habitual y, en particular, lo siguiente.

5.1. Contacto placa, plato de plaslico con 65 mm de didmetro, Heno de un volumen controlado de medio de agar
{elegido de acuerdo con los microorganismos diana), hecho especialmente para el muestreo de superficies.

Las placas varian en didmetro o drea, de acuerdo con el tipo de superficie a muestrear. El agar debera formar un
menisco convexo con el plato.

NOTA También es Posible utilizar cualquier otro dispositivo (medio nutritivo en un flexible o rigido contenida), que
permite el contacto con la superficie a muestrear, tal como un dipslide. (5,2).
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5.2. Dipslide, (7 cm® = 1€ om?), uno o ambes. lados de los cuales estan cubiertos con una capa de medio de
crecimiento sélido (escogido de acuerdo con los microorganismos diana).

NOTA Varios medios de cullivo estan disponibles de acuerdo a los microorganismos buscados.

5.3 Hisopo, palillo rompible con algodén o material sintético (tal como alginato o rayén) hisopo contenida en un tubo o
sobre, )

El hisopo se envolvid y se esteriliza de forma individual. El material utilizado debera ser documentada libre de
sustancias inhibidoras.

NOTA Para algunos tipos de Supemcie, los residuos de algodén puede contaminar las partes internas de estas
superficies después del muestreo.

5.4 pafio, material tejido estéril humedo, libre de Sustancia antimicrobiana, embalado individualmente en bolsas de
plastico, que se utiliza para el muestreo de grandes superficies (2 100cm2).

§.5 Esponja, cuadrado estéril humedo de esponja plana, libre de sustancia antimicrobiana, embalado individuaimente
en bolsas de plaslico, que se uliliza para el muestreo de grandes superficies (= 100cm2).

5,6 recipientes, tales como botellas, frascos, tubos adecuados para la esterilizacion y el almacenamiento de medios de

cultivo
5.7 Cooler, aislado, capaz de mantener la sencilla a un bajo temmperature durante su transporte al laboratorio.

5.8 Pipetas graduadas, que tiene aberiuras de ancho y una capacidad nominal de 1 ml, graduadas en 0,1 ml
divisiones o pipetas automaticas que entregan 100 p! y 1000p.

§.9 Mixer, para mezclar liquidos en tubos de cultivo.

5.10 homogenizador peristaltico mediante agitacion horizontal, con las bolsas de plastico estériles para preparar
suspensiones iniciales de movimiento peristaltico o movimiento de vibracion {(homogenizador usando agitacién
horizontal)

5.11. Placas de Petri, hechos de plastico, 65 mm de diametro.

5.12 Plantilla, hecha de material resistente a la corrosidn (por ejemplo, un marco de acero que encierra un 4rea de
20cm’® a 100G?), que es facil de limpiar y se puede esterilizar.

6. Técnicas de Muestreo
6.1 Generalidades

Esto es importante que el laboratorio reciba una muestra que es representativa de la superficie ensayada y no ha sido
cambiado durante el tiempo de conlacto de desinfeccion 5 min. Espere a un periodo de conformidad con la
especificacion desinfectante antes de investigar la superficie con hisopos o placas de gan!acto para evaluar el
rendimienta de la limpieza de un programa de desinfeccion (o de otra manera de acuerdo con la especificacién del
desinfectante). i

Un neutralizador apropiado para todas las situaciones no se puede prescribir. Generalmente, monooleato de sorbitan
(30 g/ 1) y lecitina (3 g / 1) son Utiles para los residuos de neutralizacién de desinfectantes absorbidos (por ejemplo,
compuestos de amonio cuaternario, amphotericides). El tiosulfato de sodio (5 g / 1) es un buen neutralizante para
productos a base de halégeno. En el caso de los desinfectantes a base de peréxido, catalasa o peroxidasa se pueden
utilizar como neutralizar. Una unidad de estas enzimas cataliza la descomposicion de 1umol de perdxido de hidrogeno
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por minuto a 25 * C ya un pH de 7,0 + 0.2. Un nimero de neutralizadores desinfectantes se recomienda en la norma
EN 1276, EN 1650, EN 13697, y al final 13704.

Los componentes de un neutralizador que se pueden ulilizar en la mayoria de situaciones se dan en la tabla 1.
Magquillaje en una solucién de peptona (1 g/ 1) y una solucion de cloruro de (8,5 g / 1), distribuido en tubos o botellas, y
esterilizaciéon por 15 mina 121 ° C.

Table 1 — Neutralizer which can ba used in most situations

Sorbitan monocieate (Polysorbate 80) T
Lecithin 2 3ph
Sodium thiosutiate Soh
-Histiine - . . 1
Saponin - L gy 3 gn

6.2 método de contacto de placa

Después de la eliminacién de los contenedores de transporte, presione firmemente y sin ninglin movimiento lateral
contra la superficie de ensayo la superficie de agar de [a placa de conlacto o el depslide. De la literatura se sabe que
los resultados 6ptimos para placas de contacto se obtienen con un tiempo de contacto de 10 s y una presion obtenido
con una masa de 500 g. Armario que en contacto con platos o laminocultivos inmediatamente después de la
inoculacion y se los puso de vuelta en el contenedor de transporte.

6.3 Hisopo o pafio método / esponja
6.3.1 Método Hisopo

6.3 Hisopo o pafio método / j

Caindd )

Sagque un hisopo de la envoltura estéril y humedezca la punta sumergiéndolo en un tubo que contiene liquido de
dilucion. Presione la punla del hisopo contra la pared del tubo de eliminar el exceso de agua. Coloque la punta del
hisopo en la superficie para ser investigado y raya un area estimada de 20 cm2 a 100cm2, mientras que girar el hisopo
entre el pulgar y el dedo indice en dos direcciones en angulos rectos entre si.

Ponga &l hisopo en el tubo con liquido de dilucion y descanso asépticamente o cortar el palo.
6.3.2 Método esponja/ tela
Abra la bolsa de plastico que contiene o ef pafio o una esponja.

Relirar de forma aséptica el pafio o una esponja con una pinza esléril o una mano con guantes estériles. Humedezca el
pafic 0 una esponja con la cantidad suficiente de diluyente (sin exceso). En el caso de superficies himedas, esto no es
necesario.

Devuelva el paiio o esponja a la bolsa de plastico y cerrarla en forma que asegure ninguna fuga.

La Muestra la superficie elegida se cogera la muestra en dos direcciones perpendiculares, cambiando la cara de la tela
o esponja. Cologue el pafio o una esponja en el recipiente estéril, afiadir el diluyente y se cierra. Afadir un volumen
conocido y suficiente de diluyente, de modo que el pafio o esponja esté todavia himedo en el andlisis.

Altemativamente, abra la bolsa de plastico que contiene el pafio 0 una esponja. Agarrando la esponja a través de la
bolsa, saque la bolsa invertido mas de la mano. Utilice la esponja para recoger la muestra como se ha descrito
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anteriormente y transferir el pafio o una esponja para una bolsa de plastico estéril. Guardar fa bolsa de una manera que
asegure ninguna fuga.

7. Transporte

El transporte de las muestras obtenidas con el método de hisopo, preferiblemente dentro de 4 h, a una caja fria fijado
en1°C a4 " C. Examinar en el laboratorio tan pronto como sea posible y ne a mas tardar 24 horas, tal como se
describe en la cldusufa 8.

El transporte de las placas y / o ldminas de cultivos de contacto, preferiblemente dentro de 4 h, de una manera que no
se produzca ninguna contaminacién.

8. Procedimiento
8.1. Método de contacto placa

Se incuban las placas de contacto o laminas de cullivos segdn el tipo de microorganismos que se enumeran (véase la
Nota a la clausula 4).

£l método de la placa de contacto no se utiliza para la deteccion especifica de microorganismos patégenos.
8.2 método Hisopo (incluyendo tela y esponja)

Mezclar bien los hisopos que contienen usando un mezclador (5.9) durante 30 s, el ajuste de la velocidad de manera
que la pared de la Tuve se humedece hasta la altura de 2 cm a 3 cm por debajo de la parte superior.

Afiadir a las bolsas de pléstico que contienen pafios © esponjas una cantidad de fluido de dilucién o neutralizantes de
fiuido {4.1) en funcién del tamario de la zona investigado (por ejemplo 100 mi de 100cm?2). Entonces el tratamiento de
los contenidos de las bolsas en un homogeneizador peristaltico (5,10) durante 1 min, o un homogeneizador usando
agitacién horizontal {5.10) durante 30 s, Esto representa la suspension inicial,

Si se espera que un gran numero de microorganismos, preparar otras difuciones decimales en peplona agua de
dilucién para obtener el ndmero numerable de colonias (véase la norma ISO 6887-1).

De acuerdo con los métodos de enumeracién utilizados {ver apropiados Standars Internacionales), inocular placas
duplicadas de los medios de comunicacion con la suspensién inicial, usando 1 ml de indculo de cuatro placas y verter
0,1 mi de indculo para las técnicas de propagacién de piaca. Trate cualguier diluciones adicionales de fa misma
manera. Invierta los platos y se incuban las placas durante el tiempo y Temperatura adecuada para cada medio.

Como una alternativa a la técnica de siembra descrita anteriormente, es posible utilizar el método de la incorporacion
de la placa. A partir de la dilucion mas alta, utilizar pipetas estériles para transferir alicuotas de 0.05ml de las
suspensiones iniciales (hisopos, trapos o esponjas) y de las diluciones adicionales a los sectores apropiados del medio
de cuitivo marcado en la parte inferior de la placa de agar (por duplicado, utilizando las mismas diluciones para
diferentes placas de agar). Cada placa de agar pre secado se puede utilizar para gotas de no mas de seis diluciones -
diferentes. Utilice la técnica de pipeteo inverso al presionar el émbolo completamente en la elaboracion de la parte
alicuota de 0,05 mi, e inocular las placas presionando el émbolo para sélo la primera parada. Mantenga las placas de
agar horizontal {superiores tapa) hasta que la superficie esté seca.

Si el método de hisopo se utiliza para demostrar la presencia de microorganismos especificos (por ejemplo, Listeria
monocytogenes o Salmonella spp.), El area investigada debe ser al menos 100cm” y preferible sobre 1000cm’.
Transferir el hisopo, pafio 0 una esponja para ¢l caldo de enriquecimiento apropiado y mezclar bien,

8.3 Conteo y deteccidn de colonias

8.3.1. Método de contacto placa
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Contar el numero de colonias tipicas en las placas de contacto o l&minas de cultivos directamente después de que el
periodo de incubacién indicado y confirmar estos, si es necesario, segun los microorganismos buscados.

8.3.2 método Hisopo (incluyendo pafio o una esponja)

Contar las colonias en cada plato y confirmar estos, si es necesario, de acuerdo con los microorganismos buscados.
8.3.3 método de incorporacion en placa

Contar el nimero de colonias (destino) a ias. diluciones rendimiento de 5 a 50 colonias.

8.3.4. Procedimientos de enriquecimiento

Después de la pre-enriquecimiento, siQa las instrucciones de acuerdo a los microorganismos buscados.

9. Expresion de los resultados y calculo

Advertencia - Desde el método de la placa de contacto y hisopo método / tela no suelen dar el mismo resultado, es
necesario sefialar en el informe que el método se ha utilizado.

9.1. Método de contacto placa

Divida te niimero de colonias caracteristicas por el area de superficie de la placa. Reporte el recuento como el nimero
de unidades formadoras de colonias (UFC) por centimetro cuadrado de superficie.

9.2 método Hisopo (incluyendo tela y esponja)

9.2.1 Caleular el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro de suspension inicial. Como se
describe en la norma internacional pertinente.

9.2.2 Calcular el nimero de UFC por centimetro cuadrado de superficie investigado, NS, utilizando la formula

n;-”—:"‘--b
N mmmucmmwamnmm_ff 4
P ummhmmmmmqwmmmmmm‘mawmm
A s the surle I‘NM."‘ T et otres;
D i the reciprocal of the d2ution uscd. B .
323 For e doppice 4, eacidate the numbsr, N, of CFU per miire of 1uspention fid, uting the
pr e, < (I
Vim+0.3) 4
whete
£C i the sum of tha colonies counted on all the drops retained from two 3ive diutions, mt least
one of which containg. 5 colonies; 75 B :

¥ s the volume of inoculum appiied in each drop (in this case 50 i)

o ummamw;mwm

. hmmdmm-zmmm

4 s the diution factor comesponding to the first diltion retsined.
To oo e cou e square centimele o suriace, use 1

NuF"

NS'T
whers:
¥ anmhmummwmmhmm«mw

A’ @ the erea swabbed, hmmm s

- e
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9.2.4 Si el drea hisopada no se ha definido, para calcular el nimero de UFC por hisopo, Nsw, utilice la formula

Cuando se utilizan métodos semi-cuantitativos, los resultados obtenidos en UFC por centimeltro cuadrado de superficie
se pueden administrar como los llamados puntuaciones de higiene. Como estos resultados pueden variar ampliamente
dependiendo de las superficies analizadas, se recomienda que sean designados y acordados entre las partes

interesadas.

9.2.5 En el caso de los procedimientos de enriquecimiento, el informe del microorganismo objetivo detectada o no
detectada en el drea hisopada, o por hisopo si el drea no se conoce.
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Anexo 4. RM- N° 461-2007/MINSA Guia Técnica para el Analisis Microbiolégico
de superficies en contacto con Alimentos y Bebidas.

R o E

Cina, fowves 7 du ko 0w 2007 ¥ NORMAS LEGALES 346583
coma Jefe del Instituto de Desarrollo de Recursos SE RESUELVE:

Humanos, por las razones expuestas en la parte 5 2 .
considerativa de la presente Resolucion, dandosale las Articulo 1°.- Aprobar la *Gula Técnica para el Andlisis
gracias por los servicios prestados. 5 Microbialégico de Superficies en contacto con Alimentos

y Bebidas®, que consta catarce {14) folios y que forma

parte integrante de 1a presente resolucién, ‘
Articulo 2°.- La Oficina General de camelunicsclonus

publicard 1a mencionada Guia Técnica en el Portal del

ALAN GARCIA PEREZ o internet del Ministerio de Salud. .

Presidenta Constitucional de la Repiblica .

Registrase, comuniquese y publiquesae.

CARLOS VALLEJOS SOLOGUREN
Ministro de Salud

69199-1

Aprueban “Guia Técnica para el
AnéHsis Microbiolégico de Superficies | Aprueban Documento Técnico: Plan
¢u contacto con Alimentos y Bebidas” Nacional de Prevencién y Control de
' Lo ' la Transmisién Madre Nifio del VIH
RESOLUCION MINISTERIAL Sifilis :

N° 461-2007/MINSA
RESOLUCION MINISTERIAL

Lima, § de junio del 2007 N° 463-2007/MINSA
Visto: el Expediente N° 06-066810-001, que contiene Lima, 5 de junio del 2007
of Memordndum N® B358-2008-DG/DIGESA, presentado .
peor ia Direccitn General de Salud Ambiental; Visto: el Expediente N° 07-043201-DGSP/MINSA;
. CONSIDERANDO: ‘ CONSIDERANDO:

- Que, el Arliculo 92° de la Ley N® 26842, Ley General
de Salud dispone que la Autoridad de Salud de nivel
nacional es la encargada del control sanitario de los
alimentos y bebidas; :

Que, el Articulo 2° del Reglamento sobre Vigilancia
y Control Sanitario de Alimentos y Bebidas, aprobado
por Decreto Supremo N° 007-88-SA dispone que todo
alimento y babida o materia prima debe responder a
sus caracleres organolépticos, composicién quimica y
condiciones microbiolégicas;

Que, medianta Resolucién Ministerial N° 410-
2006/MINSA del 2 de mayo de 2006, dispuso que la
Oficina General de Comunicaciones publique en el
portal de intemet del Ministerio de Salud, hasta por un
periodo de treinta (30) dias naturales, el proyecto de la
Gula Técnica sobre Criterios y Procedimientos para ef
Examen Microbioldgico de Superficies en relacién con
Alimentos y Bebidas, para recepcionar las sugerencias
o recomendaciones que pudieran contribuir a su
perfaccionamiento; i : 3

- Que, habiendo culminado dicho plazo, el grupo téchico [
conformado por representantes de las Direcclones de
Salud, Centro Nacional de Alimentacién y Nutricién del
Instituto Nacional de Salud, Certificaciones del Perti y
Laboraterios acreditados, han evaluado y consolidado
las sugerencias o recomendaciones presentadas por los
recurrentés,; .

Que, el citado proyecto de Guia Técnica, propone
fegular un aspecto técnico normativo, estandarizando
y uniformizando fos procedimientos que: se deben
aplicar en la seleccién, toma de muestras y ensayos
microbiolégicos, estableciendo los limites microbiolégicos
destinados a evaluar las condiciones higiénicas sanitarlag
ds las superficies vivas e inertes que antran en contacto
con los alimentos y bebidas; - :

Con la opinién favorable de la Direceion General de |
Salud Ambiental; !

Con el visado del Viceministro de Salud, la Directora
General de Salud Ambiental y el Director General de la
Oficina General de Asésoria Juridica; y, - R

De conformidad con lo previsto en el Articulo 8° fiteral
f}de la Ley N°® 27657, Ley del Ministeric de Salud;
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GUIA TECNICA PARA EL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE SUPERFICIES
EN CONTACTO CON ALIMENTOS Y BEBIDAS

1. Finalidad

La presente Guia Técnica tiene por finalidad contribuir a asegurar la calidad sanitaria
indispensable en la fabricacion, elaboracion y expendio de alimentos y bebidas destinados al
consumo humano y a la implementacion del Sistema de Andlisis de Peligros y de Puntos
Criticos de Control (HACCP: Hazard Analysis and Critical Control Points).

2. Objetivos

2.1.  Uniformizar los procedimientos que se deben aplicar en la seleccion, toma de muestras
y para los andlisis microbiolégicos de superficies vivas e inertes.

2.2.  Establecer los limites microbioldgicos para evaluar las condiciones higiénicas sanitarias
de las superficies vivas e inertes que enfran en contacto con los alimentos y bebidas.

2.3.  Proporcionar a la Autoridad Sanitaria un instrumento para evaluar la efectividad de los
Programas de Higiene y Saneamiento (PHS) y de Buenas Praclicas de Higiene en la
manipulacion de los alimentos.

3. Ambito de aplicacién

La presente Guia Técnica es de obligatorio cumplimiento en tedo el territorio nacional, para
efectos de vigilancia y control sanitario por parte de la Autoridad Sanitaria, segin el ambito de
su competencia. Asimismo, la presente Guia Técnica podra ser utilizada referenciaimente por
personas naturales o personas juridicas en las operaciones de control sanitario que realicen.

4, Procedimientos a estandarizar

La presente Guia Técnica estandariza los procedimientos para la seleccion, toma de muestras
y andlisis microbioldgicos; y establece los limites microbiolégicos para superficies que estan en
contacto o relacion directa con los alimentos.

5. Definiciones Operativas

Analisis microbiolégico: Procedimiento que se sigue para determinar la presencia,
identificacién, y cantidad de microorganismos patogenos e indicadores de contaminacion en
una muestra. '

Calidad sanitaria: Es el conjunto de requisitos microbioldgicos, fisico-quimicos y
organolépticos que debe cumplir un alimento para ser considerado inocuc y apto para el
consumo humano.

Limites microbiolégicos: Son los valores permisibles de microorganismos presentes en una
muestra, que indican la aceptabilidad higiénico sanitaria de una superficie.

Gel refrigerante: Producto acumulador de frio, de descongelamiento retardado, no toxico, no
comestible y reutilizable que se emplea para mantener la cadena de frio.

Hisopo: Instrumento que tiene un extremo recubierto de algodén o de rayén estéril que se
utiliza humedecido con solucion diluyente para facilitar fa recuperacién bacteriana, en el
muestreo de superficies.

Manipulador de alimentos: Toda persona que a través de sus manos toma contacto directo

con alimentos envasados 0 no envasados, equipos y utensilios utilizados para su elaboracién y
preparacién o con superficies que estan en contacto con los alimentos.

87



Guia Técnica para el Andlisis Microbiolégico de Superficies en Contacto con Alimentos y Sebidas™

Peligro: Agente biolégico, quimico o fisico presente en un alimento o superficie que esta en
contacto con los alimentos y que pueden ocasionar un efecto nocivo para la salud.

Riesgo: Probabilidad de que ocurra un efecto nocivo para la salud y la gravedad de dicho
efecto, como consecuencia de un peligro o peligros en los alimentos, ocasionado por el
contacto con superficies vivas (manipulacién) o inertes contaminadas.

Superficies inertes: Son todas las partes externas y/o internas de los utensilios que estan en
contacto con los alimentos, por ejemplo equipos, mobiliario, vajilla, cubiertos, tabla de picar,
etc.

Superficies vivas: Las partes externas del cuerpo humano que entran en contacto con el
equipo, utensilios y alimentos durante su preparacién y consumo. Para efectos de la presente
Guia se considera a las manos con o sin guantes del manipulador de alimentos.

Vigilancia sanitaria: Conjunto de actividades de observacion y evaluaciéon que realiza la
Autoridad Sanitaria sobre las condiciones sanitarias de las superficies que estan en contacto
con los alimentos y bebidas, en proteccién de la salud de los consumidores.

6. Conceptos Basicos

6.1. Operaciones en campo

Las operaciones en campo son aquellas que se realizan en el establecimiento donde se
procesan, elaboran, almacenan, fraccionan o expenden alimentos y bebidas, sea fabrica,
almacén, servicios de alimentos, quiosco, puesto, comedor, u otro.

Comprende las siguientes operaciones consecutivas, realizadas por personal capacitado en la
materia:

a. Procedimiento para la seleccién de la muestra.

b. Seleccion del método de muestreo.

c. Procedimiento para la toma de muestra.

6.2. Operaciones analiticas
Las operaciones analiticas son aquellas que se realizan en un laboratorio destinado y
acondicionado para el control de la calidad sanitaria e inocuidad de los alimentos y bebidas.

Comprende las siguientes operaciones consecutivas, realizadas por personal capacitado en la
materia:

Determinacién de los ensayos microbiolégicos.

Procedimiento de analisis microbiologicos.

Calculo y expresion de resultados.

Interpretacion de resultados de acuerdo a los limites microbiologicos.

eoow

7. Consideraciones Especificas: Operaciones en Campo

7.1. Procedimiento para la seleccion de la muestra

El procedimiento para seleccionar las muestras, debe estar en funcién de los riesgos sanitarios
relacionados a las diferentes etapas de la cadena alimentaria, sea la de fabricacion, la de
elaboracién y/o expendio.

En fabricas de alimentos y bebidas

a) Superficies inertes
Se seleccionarén aquellas que estan o tendran contacto directo con los alimentos que
no seran sometidos a un proceso térmico posterior u otro que disminuya la carga
microbiana.
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Superficies vivas

Se seleccionaran a los manipuladores de alimentos, con o sin guantes, que estén en
contacto directo con los alimentos que no seran sometidos a un proceso térmico
posterior u otro tratamiento que diminuya la carga microbiana.

En establecimientos de elaboracion y expendio

a)

b)

7.2,

7.3.

7.3.1.

b)

Superficies inertes
Se seleccionardn aguellas superfc:es que estan en contacto con los alimentos
destinados al consumo directo, como utensilios, vajilla, superficies de corte, menaje,
equipos, entre otros.

Superficies vivas
Se seleccionaran las manos de los manipuladores, con o sin guantes, que estén en
contacto con los alimentos destinados al consume directo.

Seleccion del método de muestreo
La seleccion del método de muestreo debe estar en funcion de las caracteristicas de la
superficie a muestrear.

METODO DE

MUESTREO SUPERFICIES A MUESTREAR
Se utiliza para superficies inertes regulares e irregulares, tales
Método del como tabla de picar, bandejas, mesas de trabajo, utensilios,
Hisopo cuchillas de equipos, cortadora de embutidos, cortadora de pan

de molde, fajas transportadoras, tolvas, mezcladoras, pisos,
paredes y ofros.

Método de la El método de la esponja se utliza preferentemente para
Esponja muestrear superficies de mayor area.

Se utiliza para superficies vivas (manos) y para objetos
pequefios o para el muestreo de superficies interiores de
envases, botellas, bolsas de plastico, elc.

Método del
Enjuague

Procedimiento para la toma de muestra
Método del hisopo

Descripcion:
Consiste en frotar con un hisopo estéril previamente humedecido en una solucion
diluyente, el area determinada en el muestreo.

Materiales:

o Hisopos de algodén u otro material equivalente, de largo aproximado de 12 cm.

¢ Tubo de ensayo con tapa hermética conteniendo 10 mL de solucién diluyente
estéril. Se agregara una solucion d;luyente con neutralizante como alternativa. (Ver
Anexo 1).

Plantilla estéril, con un 4rea abierta en el centro de 100 cm® (10cm x 10::m) o
alternativamente, plantilla estéril, con un area abierta en el centro de 25 em? (5 cm x
5 cm).

o Guantes descartables de primer uso.

Protector de cabello.

[¢]

O
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Mascarillas descartables.

Plumén marcador indeleble (para vidrio).
Caja térmica.

Refrigerantes.

0000

Procedimiento:

1. Colocar la plantilla (10cm x 10cm) sobre la superficie a muestrear.

2. Humedecer el hisopo en la solucién diluyente y presionar ligeramente en la pared
del tubo con un movimiento de rotacion para quitar el exceso de solucién.

3. Con el hisopo inclinado en un angulo de 30°, frotar 4 veces la superficie delimitada
por la plantilla, cada una en direccion opuesta a la anterior. Asegurar el hisopado en
toda la superficie.

4. En el caso de utilizar la plantilla de 5cm x 5¢m, repetir esta operacion 3 veces mas,
en lugares diferentes de la misma superficie, para obtener 100 cm’.

5. Colocar el hisopo en el tubo con la solucién diluyente, quebrando la parte del hisopo
que estuvo en contacto con los dedos del muestreador, la cual debe ser eliminada.

6. Para superficies iregulares, en el caso de utensilios, se repetira la operacién con 3
utensilios mas (total 4 como maximo), con el mismo hisopo, considerando el area
que esta en contacto con el alimento o con la boca.

7. Sino se toman las 4 muestras, se debe anotar en la Ficha de Toma de Muestra.

Conservacion y Transporte de la muestra

Las muestras se colocaran en un contenedor isotérmico con gel refrigerante, el cual se
distribuira uniformemente en la base y en los laterales, para asegurar que la
temperatura del contenedor no sea mayor de 10°C, a fin de asegurar la vida dtil de la
muestra hasta su llegada al laboratorio. El tiempo de transporte entre la toma de
muestra y ia recepcion en el laboratorio estara en funcién estricta de dicha temperatura,
no debiendo exceder las 24 horas y excepcionalmente las 36 horas.

Se debera registrar la temperatura del contenedor al colocar las muestras y a la llegada
al laboratorio con la finalidad de asegurar que las mismas hayan sido transportadas a la
temperatura indicada. Las temperaturas superiores a 10°C invalidan la muestra para su
analisis.

Método de la esponja

Descripcién:
Consiste en frotar con una esponja estéril, previamente humedecida en una soluciorn
diluyente, el area determinada en el muestreo.

Materiales:

o Esponja estéril de poliuretano o de celulosa, de 5¢cm x 5 cm.

o Plantilla estéril, con un area en el centro de 100 cm? (10 cm x 10 cm).
o Frascos con tapa rosca de 250 mL de capacidad, con 100 mL de solucién diluyente:
estéril.

Pinzas estériles.

Bolsas de polietileno de primer uso.

Guantes descartables de primer uso.

Protector de cabello.

Mascarillas descartables.

Plumén marcador indeleble (para vidrio).

Caja térmica.

Refrigerantes.

00O o0C0COCQCOO0

Procedimiento:

1. Retirar la esponja de su envoltura con la pinza estéril o con guantes descartables ¢
bien usar una bolsa de primer uso, invertida a manera de guante.

2. Humedecer la esponja con fa solucion diluyente estéril (aproximadamente 10 mL).
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3. En condiciones asépticas frotar vigorosamente el area a muestrear. En el caso de
superficies regulares, frotar el area delimitada por la plantilla y en las superficies
irregulares (cuchillas, equipos, utensilios, etc), frotar abarcando la mayor cantidad
de superficie.

4, Colocar la esponja en el frasco con el resto de la solucidn diluyente o
alternativamente colocar la esponja con la muestra en una bolsa de plastico de .
primer uso.

5. Para el caso especifico de utensilios se debera repetir la operacién con 3 utensilios
mas (total 4 como maximo), con la misma esponja, considerando el area que esta
en contaclo con el alimento o con [a boca. '

6. Las tazas, copas o vasos se muestrearan 2 a 3 cm alrededor del borde por dentro y
por fuera.

d) Conservacion y Transporte de la muestra
Las muestras se colocardn en un contenedor isotérmico con gel refrigerante, el cual se
distribuira uniformemente en la base y en los laterales, para asegurar que la temperatura
del contenedor no sea mayor de 10°C, a fin de asegurar la vida Util de la muestra hasta
su llegada al laboratorio. El tiempo de transporte entre la toma de muestra y la recepcion
en el laboratorio estara en funcion estricta de dicha temperatura, no debiendo exceder
las 24 horas y excepcionalmente las 36 horas.

Se debera registrar la temperatura del contenedor al colocar las muestras y a la llegada
al laboratorio con la finalidad de asegurar que las mismas hayan sido transportadas a la
temperatura indicada. Las temperaturas superiores a 10 °C invalidan la muestra para su
analisis.

7.3.3. Método del enjuague

a) Descripcion:
Dependiendo de la muestra, el método consiste en realizar un enjuague (botellas,
frascos, utensilios, similares) o inmersion {manos, objetos pequefios) en una solucién
diluyente.

b) Materiales:

o Frascos con tapa hermética de boca ancha de 250 mL de capacidad, con 100 mL de
solucién diluyente estéril.
Bolsas de polietileno de primer uso,
Pinzas estériles.
Guantes descartables de primer uso.
Protector de cabello.
Mascarillas descartables.
Plumén marcador indeleble (para vidrio).
Caja térmica. -
Refrigerantes.

000000 O0O0

¢) Procedimiento:

Para manos

1. Vaciar el diluyente del frasco (100 mL) en una bolsa pléstica de primer uso.

2. Introducir las manos a muestrear hasta la altura de la mufieca.

3. Solicitar al manipulador que realice un frotado de los dedos y particularmente
alrededor de las ufias y la palma de la mano, adicionalmente el muestreador
debera realizar la misma operacion a través de las paredes de la bolsa, durante un
{01) minuto aproximadamente.

4. Luego de retirar las manos se regresa el liquido al frasco o se anuda la bolsa y
ésta se coloca en otra bolsa para que esté segura; en este caso, Ia bolsa que se
utilice debe ser estéril.
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Para recipientes (frascos, jarras, otros})

1. Vaciar en el recipiente a muestrear una parte de la solucién estéril (frasco con 100
mL) y agitar vigorosamente.

2. Regresar la solucién a su frasco original.

3. Cerrar herméticamente el frasco para su traslado.

Para objetos pequeiios (piezas de equipos, otros)
Se introduce individualmente cada objeto en el frasco o bolsa con la solucién
estéril y agitar vigorosamente.

2. Luego con una pinza estéril, retirar el objeto pequefio del frasco o bolsa.

3. Si se muestrea mas de un objeto pequefio de igual naturaleza, se debe
considerar esto en el calculo de resultados a fin de evitar reportes inexactos.

d) Conservacion y Transporte de la muestra
Las muestras se colocaran en un contenedor isotérmico con gel refrigerante, el cual se
distribuira uniformemente en la base y en los laterales, para asegurar que la
temperatura del contenedor no sea mayor de 10°C, a fin de asegurar la vida (til de la
muestra hasta su llegada al laboratorio. El tiempo de transporte entre la toma de
muestra y la recepcion en el laboratorio estara en funcién estricta de dicha temperatura,
no debiendo exceder las 24 horas y excepcionalmente las 36 horas.

Se deberé registrar la temperatura del contenedor al colocar las muestras y a la llegada
al laboratorio con la finalidad de asegurar que las mismas hayan sido transportadas a la
temperatura indicada. Las temperaturas superiores a 10°C invalidan la muestra para su
analisis.

8. Consideraciones Especificas: Operaciones Analiticas
8.1. Seleccién de ensayos

Los ensayos a realizar seran segan el tipo de superficie que ha sido muestreada.

ENSAYOS SUPERFICIES VIVAS SUPERFICIES INERTES
Indicadores de Coliformes totales Coliformes totales
Higiene

Staphylococcus aureus (*) e

{*) En el caso de superficies el S. aureus es considerado un indicador de higiene ya
que la toxina es generada en el alimento.

Se considerara la busqueda de patégenos tales como: Salmonella sp., Listeria sp.,
Vibrio cholerae, en caso signifiqguen un peligro para el proceso. Para la deteccion de
patogenos se debera tomar una muestra diferente (de la misma superficie) a la
muestreada para indicadores de higiene.

8.2. Procedimiento para el control microbiolégico con aplicacién del método
del hisopo

Procedimiento de analisis microbioldgicos

Sea por métodos rapidos o convencionales, los ensayos microbiolbgicos se realizarén
utilizando métodos normalizados por organismos internacionales como la Organizacion
Internacional para la Estandarizacion (ISO: Internacional Organization for
Standardization), Métodos Oficiales de Andlisis de la Asociacién Internacional de
Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC: Official Methods of Analysis of the Association of
Official Analytical Chemists International), Administracion de Alimentos y Drogas/Manual
Analitico Bacterioldgico (FDA/BAM: Food and Drug Administration/Bacteriological
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Analytical Manual), Comisién Internacional de Especificaciones Microbiologicas para
Alimentos (ICMSF: Internacional Comission on Microbiological Specifications for Foods),
Asociacion Americana para la Salud Pablica / Compendio de Métodos para el Andlisis
Microbiolégico de Alimentos (APHA/CMMEF: American Public Health Association /
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods), entre otros;
utilizando la técnica de recuento en placa.

Calculo y expresién de resultados

Calculo

Para superficies regulares: el nimero de colonias obtenidas (ufc) se multiplicara por el
factor de dilucion y por el volumen de solucion diluyente utilizada en el muestreo (10 mL)
y se dividira entre el 4rea de la superficie hisopada o muestreada (100 cm?).

. Para superficies irregulares: el nimero de colonias obtenido (ufc) se multiplicara por el

factor de dilucion y por el volumen de la solucién diluyente usada.

Expresion de resultados

Los resultados se expresaran:

- Para superficies regulares en: ufc / cm®:

- Para superficies irregulares en: ufc/ superficie muestreada (ej. cuchilla de licuadora,
cuchara, etc.). Se deberé expresar la cantidad de superficies muestreadas. (ej. ufc/ 4
cucharas).

Interpretacion de resultados de acuerdo a los limites microbiolégicos

SUPERFICIES INERTES

METODO .
HISOPO Superficie Regular Superficie Irregular
Limite de o & 3 Limite de Limite
ENSAYO | Deteccion | LiMite P(?}' misible | peteccion del Permisible
del Método Método (*)
Coliforines <10 ufc/ <10 ufe/
totates | <01 ufc/ cm? <1 ufc/ cm® superficie superficie
muestreada muestreada
Ausencia / Ausencia / 5 ;
patsgone | Speice | swertce | iperice | uparice
an ot ) ") muestreada muestreada

(*) En las operaciones analiticas, estos valores son indicadores de ausencna
(**) Indicar el area muestreada, la cual debe ser mayor o igual a 100 cm?,

Procedimiento para el control microbiolégico con aplicacion del método de
la esponja

Procedimiento de analisis microbiolégico

Sea por métodos rapidos o convencionales, los ensayos microbiolégicos se realizaran
utilizando métodos normalizados por organismos internacionales como la ISO, AOAC,
FDA/BAM, ICMSF, APHA/CMMEF, entre otros; utilizando la técnica de recuento en
placa.
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Calculo y expresién de resultados

Calculo

Para superficies regulares: el nimero de colonias obtenidas (ufc) se multiplicara por el
factor de dilucion y por el volumen de solucidn diluyente utilizada en el muestreo (100
mL) y se dividira entre el 4rea de la superficie muestreada (100 cm?).

Para superficies irregulares: el nimero de colonias obtenido (ufc) se multiplica por el
factor de dilucién y por el volumen de solucién diluyente utilizado en el muestreo (100
mL) y se divide entre las 4 superficies muestreadas (ej. cuchillas de licuadoras,
utensilios como cucharas, vasos, etc.).

Expresion de resultados

Los resultados se expresaran:

- Para superficies regulares: ufc/ cm?

- Para superficies irregulares: ufc/ superficie muestreada (gj. cuchilla de licuadora,
cubierto, etc).

Interpretacion de resultados de acuerdo a los limites microbiolégicos

SUPERFICIES INERTES
METODO
ESPONJA Superficie Regular Superficie Irregular
Limite de Limite Limite de .
ENSAYO Deteccion Permisible Deteccién del Limite l-';f)rmimb!e
del Método (*) Método
<25 ufe/
. ; < 25ufc/
Coliformes 2 2 superficie "
<1 ufc/cm <1ufc/cm superficie
totales muezs-t:;eada muestreada ()
Ausencia / Ausencia / 5 .
Patégeno superficie superficle ;;:?Z?ggel Asﬁ:z:t?::?e’
muestreada muestreada en iuestisads Aisctsada
en cm? (***) cm® (*Y)

(") En las operaciones analiticas, estos valores son indicadores de ausencia.
(**) Para 4 utensilios.
(***) Indicar el &rea muestreada, la cual debe ser mayor o igual a 100 cm’.

del enjuague

Procedimiento de anélisis microbiolégico

8.4, Procedimiento bara el control microbiolégico con aplicacion del método

Sea por métodos répidos o convencionales, los ensayos microbiol6gicos se realizarén
utilizando métodos normalizados por organismos internacionales como la ISO, AOAC,
FDA/BAM, ICMSF, APHA/ICMMEF, entre ofros; utilizando la técnica de recuento en
placa.
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Calculo y expresion de resultados

Calculo

Para superficies vivas: el nimero de colonias obtenidas (ufc) se mulliplicara por el
factor de dilucién y por el volumen de solucion diluyente utilizada en el muestreo (100
ml).

Para objetos pequefios o para el muestreo de superficies interiores de envases,
botellas, bolsas de plastico, entre otros, el nimero de colonias obtenido (ufc) se
multiplica por el factor de dilucion y por el volumen de solucién diluyente utilizado en el
muestreo (100 mL) y se divide entre las 4 superficies muestreadas (ej. envases, bolsas
de plastico). ' :

Expresion de resultados

Los resultados se expresaran:

- Para superficies vivas: ufc/ manos.

- Para superficies internas: ufc/ superficie muestreada (e]. envases, bolsas de plastico,
etc).

. Interpretacion de resultados de acuerdo a los limites microbioldgicos

SUPERFICIES
EﬂfaggSE Vivas Pequefias o Internas
Limite de Limite de i
Limite b Limite
ENSAYO Deteccion i o Deteccion
del Método Permisible (*) del Método Permisible (*)
< 25ufc/ < 25ufc/
Coliformes <100 ufc/ < 100 ufc/ superficie superficie
totales manos manos muestreada muestreada
(*) *")
Staphylococcus | <100 ufc/ <100 ufc/ . -
aureus manos manos
j : Ausencia / Ausencia /
Patégeno Af}::g;a ! Aﬁ:;g:: / superficie superficie
muestreada muestreada
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Anexo 5. Registros de monitoreo microbiolégico ambiental.

NV CERPER

DAL PrRY BA

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
CALLAO . CHIMBOTE [~ PIURA

MONITOREO MICROBIOLOGICO AMBIENTAL

Fecha de inicio: _ 3 5= 10 -01

Medios usados:

PC Lote:

Fecha de término: _ i3~ 10 - af,
OGY Lote: 2%

MICROORGANISMO

SECCION

RESULTADO UFC/15 min

AEROE!OS MESOFILCS

MOHOS Y LEVADURAS

Sala de siembra

Mesa 1

AEROEIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Sala de siembra

Mesg 2

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Mwo 3

AEROBIOS MESOFILOS

MOHQOS Y LEVADURAS

Mwe N

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Mo s

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Cobina &
jl“la‘ hmim

AEROBIOS MESOFILOS

- MOHOS Y LEVADURAS

Sala de peses

Mesa 1

AERCBICS MESQFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Sala de pases

Mesa 2

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

AEROBIOS MESQOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Salz de preparzscién de medios
de cultivo

AEROBIOS MESQFILOS

MOHOQOS Y LEVADURAS

- AEROBIOS MESOFILOS

AERQBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

AEROBIOS MESOFILOS

Observacicnes.

Baclerias zerobias mesodfilas viables <15 UFC/placa/15min; Mohos y levaduras < 15 ﬁFClpi_acel‘. Smin

AA

/A

| \"B* JEFE DE séémwsupewson
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WDeERPER

S DAL PERU B4,

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
CALLACG ~ CHIMBOTE ~~ PIURA

MONITOREO MICROBIOLOGICO AMBIENTAL

Fechadeinicia: _J3-j0 -(f%

Medios usados: PC Lote:

150

Fecha de término: 13- ¥a) -2
OGY Lote: 1583

MICRCORGANISMO

SECCION - RESULTADO UFCM35 min

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Szla de siembre | Mesa 1

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Szla de siembra Mesa 2

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Mg 2

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Hcm«'

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Meoa 5

AEROBIOS MESQFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Q.u\o.im &
ilups lawanay

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Sala de pases Mesa 1

AEROBIOS MESOFILOS

MOROS Y LEVADURAS

Sala de pases Mesaz

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

MR OP K ¥ [T @ 0 |w L)L

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Sela de preparacién de medics
de cultiva , . R n

ao |

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

AEROBIOS MESOFILOS

'AEFOBICS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

AEROBIOS MESOFILOS

Cbservaciones.

i I

Bacterias aerobias mestiilas visbles <13 UFClplacz/15min; Mohos y levaduras <15 UFC/pléca/1Smin

/!IM

ANALISPRRERPONS ABLE
vy

yd)
Za

V°B* JEFE DH SECGIDN/SUPERVISOR
Y

LE-R-MAM
Version 02
2016-06-14
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s DEL PEAV B4

ceRPER

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA MONITOREO MICROBIOLOGICO AMBIENTAL

CALLAO ~ CHIMBOTE _ PIURA

Fechadeinicio: _13 - 10. (4 Fecha de término: __ /2 -1 0~ 19
Medios usados: PC Lote: RS¥ OGY Lote: 20y '
MICROORGANISMO ‘ SECCION RESULTADO UFC/13 min
AEROSIO8 MESOFILOS Salz de siembra Mesa 1 3
MOHOS Y LEVADURAS 2
AEROBIOS MESOFILOS Sala de siembra Mesa 2 3_
MOHOS Y LEVADURAS 2
AEROBIOS MESOFILOS A
Mwa 2
MOHOS Y LEVADURAS . 2
AERQEIOS MESOFILOS s
: Mwa 4
MOHOS Y LEVADURAS 2
. AEROBIOS MESOFILOS ' ) N
Moo § 3
MOHOS Y LEVADURAS i
AEROBIOS MESOFILOS Cobive A 0
MOHOS Y LEVADURAS Jlago aminsm 0
AEROBIOS MESOFILOS Sala de pases Mesa 4 9,
MOHOS Y LEVADURAS >
AEROBIOR MESORILOS Sala de pases Mesz 2 >
MOROS Y LEVADURAS ‘f
AEROBIOS MESOFILOS '
MOHOS Y LEVADURAS
AEROBIOS MESOFILOS Sala de preparacién de medics s
de cultive BiR »
MOHOS Y LEVADURAS 2
AEROBIOS MESOFILOS '
MOHOS Y LEVADURAS
. AEROBIOS MESOFILOS
" AEROBIOS MESOFILOS
MOHOS Y LEVADURAS
AEROBIOS MESOFILOS
{Observaciones, i
l " 1
Bacterizs aerobizs mesdfilas vizbles <15 UFC/placa/15min; Mohos y levaduras < 15 UFClplaca/15min
- . W |
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Feerrer

DEL PERU L4

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

CALLAO ~~ CHIMBOTE |~ PIURA

MONITOREQ MICROBIOLOGICO AMBIENTAL

Fechadeinicio: _13 - 10 . a1
PC Lote:

BE

Medios usados:

Fecha de témino: _J3 _1001-2.4

elchg

Loter H2{n

MICROORGANISMO

SECCION

RESULTADO UFC/15S min

AEROBIOS MESOFILOS

Salz de siembra

Mesea 1

MOHOS Y LEVADURAS
AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Sala de siembra

Mesg 2

AERCBIOS MESQFILCS

MOHOS Y LEVADURAS

Muwa 2

AEROBIOS MESOFILOS
MOHOS Y LEVADURAS

Nia Yy

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Mepa. 5~

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Calxoa &g
L‘.\l\&.s \ANQEJL

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Sala de pases

Mesz 1

AERCBIOS MESCOFILCS

MOROS Y LEVADURAS

Saia de pases.

Mesa 2

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

AERQOBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Sela de preparacién de medics
de cultivo

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

AEROBIOS MESOFILOS

AEROBIOS MESCEILOS

MOHOS Y LEVADURAS

AEROBIOS MESOFILOS

i(}bsanecicnes.

e

Bacterias aerobizs mesdfilas vizbies <15 UFClplaca/tSmin; Mohos y levacuras < 15 UFCiplaca/15min

//A

LSPONSABLE

a3
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=

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
CALLAO ~~ CHIMBOTE ~ PIURA

MONITOREO MICROBIOLOGICO AMBIENTAL

Fecha de inicia: 1310 -3 'g
Medios usados: PC Lote: i

Fecha de término; _ IR-i1-0}

oGY

Lote: 9,2

MICROORGANISMOQ

SECCION

RESULTADO UFC/15 min

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Sala de siembra

Mesa 1

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Sala de siembra

Mesa_lz

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Mwa 2

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Nbas Y

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Mo §~

AEROB!OS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Cabtna.

Fugs tamiaan

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Sala de pases

Mesa 1

AERCBIOS MESOFILOS

MOROS Y LEVADURAS

Sala de pases

Mesa 2

22 lvlloolee [P vl [0l |2n

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

Sala de preparacion de medios
de cultivo

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

AEROBIOS MESOFILOS

'AEROBIOS MESOFILOS

MOHOS Y LEVADURAS

L AEROBIOS MESOFILOS

EObser-Ecianes.

—

Bacterias aerobias mesdfilas viables <15 UFClplaca/15min;

AMd
L

Mohos y levaduras < 15 UFClplaca/1Smin

100
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CERP.

A

Anexo 6. Registros de temperatura de equipos de trabajo. ~ -

ER

TIFICACIONES DEL PERU §.A.

LABORATORIO ] EQUIPO: _ Nagyhahana
MICROBIOLOGIA REGISTRO DE CODIGO DELEQUIPO: ___ 121 1)
TEMPERATURA TEMP. PERMISIBLE 2R0°C X iC
LABORATORIO TOXINAS E UBICACION: _ Sl Ay 'mm&u&
HIDROBIOLOGIA
‘ MES: Qg&,*;m
ANO: 201
TEMP_OBS. | TC.V. TEMP. OBS C.M.
DIA | WARRRA | |0 e) Fey | HoRe e TG RESPONSABLE
1] 2an | 4.0 202 [1¥ 0] 2a.0 | 30.0 s
2| g-ag .0 303 | 1g:20 | 9q9.¢ 20.3 .2
3 €490 a. 0 30.3 | \2\S 24.0 207 %
4 B:42 249.0 20.% | IR.3S ?9.0 203
5 £:724) 9.0 2032 1828 29.0 20.2
6 | Rz 29.0 0.2 | 1£:30 9.0 203 -
7 832 24.0 204 (€4S 9.0 203
8 & 535 2. 0 26.3 I& (p 29.0 073
9 £:40 9.0 2O.z Ig:.42 29.0 203
0] g4 2.0 0.3 | «g:zo] 290 | se0a3 il
11 X3\ 29 .u 30.3 | rg:2n ?249.n 3n =z
12) gas 26 .0 205 s 248.0 203
13 <33 24.0 202 g:20 2.0 20.2 W
14 SN 29.0 0.3 1£: 25" 29. o 20-2
15 €. 42 4.0 20.3 AR HO 28 .0 2pd
16 £:5D 29.0 20.3 VEYy 2a.0 202, V.
17 X. 51 29.0 30.3 1832 24.0 0.3
18 £:62 29, 0 20z 1£:23 29.0 20.2
19 g3 23.0 a0.3 g 720.0 203
20| gosy 4.0 20.7 TR 22.0 | 2n2 i
21 F:gs 290 203 g1y 2. n 20.%
22 g.20 249.n 20. 3 \€ 42 29. O 203
23 £:32 29.n 3032 165 20, 29, .0 3e.%
24 X33 4.0 0.2 19000 2¢. 0 20.3 %
25| g-as 24. 2032 (g5 2a.D 203
26 | €.yn 9.0 anz | \BAR 29. 0 203 "g
27 | €:4g 2.0 20.2 1249y 2a. ¢ 20.2 y,
28 . %& 4.0 303 | g3y 29.0 203 o
29| g.40 29.0 =02 | 1830 28-C 303 =
30 £: 80 24.0 0.3 RITTN .0 0.3
31 £:5 | 24. 0.3 | liss 2q.0 iy

TEMP. OBS. = TEMPERATURA OBSERVADA:

T.CWV.

= TEMPERATURA CONVENCIONALMENTE VERDADERA

ESCALA DEL TERMOMETRO:
CODIGO DE - TERMOMETRO:

A

VoBo Jefe %sn / Supervisor

T
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CERP.

ER

CERTIFICACIONES DEL PERU S.A.

LABORATORIO = EQUIPO: _ "Swrloalgna
MICROBIOLOGIA REGISTRO DE CODIGO DEL EQUIPO: 121 1
TEMPERATURA TEMP. PERMISIBLE 20 & 1%
LABORATORIO TOXINAS E UBICACION: Sn(s A, noonlons)
HIDROBIOLOGIA
MES: l\_\e':g”mﬁhng
ANO: v 2
. .| Tcwv TEMP.OBS | TCV.
O | (1008 | TS | TR | HoRA ey Ty RESPONSABLE
11 €4, €a.0 20.21 €2n] 2.0 | 20.2 g!r
2 | & w2z 74 . 2303 1 ¥ 0 9.0 20.2
3 | £194 2.0 403 | 200 29.0 20.3 Y,
4 1840 | za 0 30.2 | i®Res 9 o 3063 =
5 | £-4y2 29 o 8p.2 | 182 9.0 203
6 €: 41 &.0 2n.2 | 18:2 ‘4.0 303 {
7 4 .0 20.3 I8 1S .0 202
8 €50 2 a2z | K 29.0 anz
9 .55 29.0 3073 1£:30 2.0 3¢.%
101 g4t 9.0 20z I€ 2o 2q.0 | 202 &
Nl g5y W) 3n.2 | 1822 2¢.0 | £0.3 Y.
12 €:4g 9.0 0.3 | 140 290 203 gﬁt{‘
13| =-sp %o 30.3 1B 2a.pn 3.2
14| €:3p X 0 207 1Z.47 A-0 30.2
15| ®z2¢ 29 p 203 I€.an 28.0 20:2 /.
16 B4 9 n 20.2 \£:So 2q.p 0.2 =
7] £33 29. an3 1€:20 20. 20.3 | -
18 £:40 2.0 22 €490 2.0 0.3,
19| x-4yc 24 ¢ 2n2 | 84S 7%.0 20.2 T,
20| zgnap 29,0 202 | \g:p 2¢.0 0.2 i
21 K:y2 P2 ) 20.z (b 9.0 ah.%
22 £:472 24.0 2oz 1830 26 n &0.3
23 £ 4y 2.~ 202 (£°32 29. R
24 g£.SC £4. 0 202 I€:20 28. 0 0= )
25 £: sl 4.0 20.3 1292 24.0 302
26 £.53 9.0 | 202 | WR #9.n 302 .
27 2:5% 29. ¢ 30.3 1544 24.0 0.2
28 £:63 9. 2oz K 2.0 -2
29 g2 59 e 5 20 | I&in 2¢. 0 3.z
30 3¢ 2.0 ab.z iTas| ¥n | Gn.z ..
3 : 2K - _

TEMP. OBS. = TEMPERATURA OBSERVADA:

=TEMPERATURA CONVENCIONALMENTE VERDADERA
ESCALA DEL TERMOMETRO:
CODIGO DE TERMOMETRO:

TCV.

9

VoBo Jefe d¢-S¢ccion / Supervisor
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LABORATORIO EQUIPO: _ "T(y pubolgha
MICROBIOLOGIA Eﬂ REGISTRO DE CODIGO DEL EQUIPO: i201
TEMPERATURA TEMP. PERMISIBLE A
LABORATORIO TOXINAS £ UBICACION: _Sa o
HIDROBIOLOGIA 1]
MES: (Qc&ui:m
ANO: 2062,
TEMP.OBS. | TCV. TEMP. OBS
on | iR | | T [ 408 [P [ TRy | resronne
1 g2l 232 NI A L] Y. a 2.
2 | £:23 | 23.3 2y €22 | 333 T
3 £42 331.2 Ahis o2l B33 e/ A
4| Bz 33.3 2lo-b 2% 232 26l
5 .22 3.3 B6-f | iger] 233 2p. b
6 £ 25 3.3 2L 11225 .3 2k L
7 E:3% 333 2Uo-& | 18: 20 .n AU b
8 | fLun 23.3 2L ligns | Dz 2b. 4,
S | 9% 233 2p.L | 1843 31.2 3n b
10| £-92 23.2 Zhol } €95 ] 333 2. L
| %I 3.3 bt | 18:3¢| 337 2.4 |
12| g-29 332 2oL | €22 )F 23.3 24
13| g.ae 3.2 2L | I€:2® 23.3 3£
4] g.y0 2.2 2b.( | €23 33-3 2. £,
15 ) €45 2.2 3b-L | 18793 233.2 3 - f
16§ €635 a3 Sb-f | 12:4Y 3.2 KN
171 £:-53 23.3 Set (\E:2S) 1.2 .l
18] €-<8 a3 2L L1813 3.2 I A
19| #:58 | 33.3 Rbl | B 17 33-3 26 24
20| zsq | .73.2 -t | 1€:26 | 333 | 2e.( oo
21| g:s9 | a3.2 bl | 184y AR | 2y ﬁ—
21 F 25 33.3 Qbbb | 1€-°33] 333 24 b 4
23] g-2% 2 Fp.b | V02| 233 TR “’%
24| g g RS} 26k | 18: 5§ 233 YA
5] B 40 232 db6-L | ig-So e Y 264
6] g-45 | 33 Shol l1€:%q | 31.3 2.4
27 g4 | L |1B:2q | 322 2.k
28| £35%]| 333 3 lig:as] 233 344
29| g:5p| 233 .t | I®-23] 333 36.6 2
0] £:53 3 Ut | 1€:42 | 332 Sb.L %
31] B-s¥% a3 |y [1e-gal 233 kA

TEMP. OBS. = TEMPERATURA OBSERVADA:

TCV
ESCALA DEL TERMOMETRO:

= TEMPERATURA CONVENCIONALMENTE VERDADERA

CODIGO DE TERMOMETRO:

VoBo Jefe dd Segcion / Supervisor

4
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CERPER

CERTIFICACIONES DEL PERU $.A.

%)

LABORATORIO : EQUPO: _Tw ofondany
MICROBIOLOGIA @ REGISTRO DE CODIGO DEL EQUIPO: __ |20t
TEMPERATURA TEMP. PERMISIBLE _=73. ©¢ & 16C,

LABORATORIO TOXINAS E UBICACION: _Sala & fwenlnba
HIDROBIOLOGIA

MES: Mou; emb ng

ANO: QO

HORA |TEMP.OBS.| TCV. | HORA |TEMP.OBS | TCV

bIA | JIRR8, ey ey RESPONSABLE

C)

£.43 | 33.2

Ab. b | 18:3% 2.2

20 -6

e 23.% .

Ap.p 1€z | R3.3

KA

g 4y 33 -3

2p.b |1 05| 32.3

36 b

N
L
[P
)
ot
W

2b.-£ [1£°03 33-3

3b-b

W~ WIN |-

21 L 9y 2313

261 1 €025 312

Qbbh | 1£:33 333

3. b | 1£:33 23

26.

IR 4 313

%
[T : 2L | &g | 312 W L ‘g
€ ye 7.2 3b-b | €5 | 313 36 & .
€94 ¥ ¢ Rb-61g:03 | 2¥3 b b 23
£:s5S 23.2 Bb- | (@& 24 3.7 -
€ .53 2Y-2 2b.p | 1E-2 3%-32 36
10| €59 3.2 36.6 1235 | 3%-3 32b. b :
1] €:g4 23.3 Bp-bL L1€:25 ]| 32 A ft-
12] g:49 233 l3ep-b w42t 333 1365 S
13 g g2 4.3 .h | 18:43 | %3 204 =
14| g.22 -2 3l 1£.:835 2r.3 2 b
151 €:2% 33.% 2ol | g szh_aa;*é,_w__%_
16 | £.492 .2 266 | 1835 3.2 2b. L
171 8 :9n 1.3 2h | \Z:43 a3-3 2b-b
18| €43 =33 Rbb | I€:4F 2.2 | 3bp Apa”
191 €43 233 b g g 333 3¢.h .
20| £.40 313 2o 1 1€.°4y 3.2 3b-L
21| g y3 2).3 bk (18325 A33 25 L | 1

6| g£5s | 23.3 KA T LTS 21.3 Zo-b )
27| k54 33.-3 . | 1247 232 2p. a7
28 | &: 59 233 |Rb-b | 1243 e 2b.L s
29| g-s9q -3 Y Ry TS 2332 2L 24
2‘3 £€:33 | 3.3 [2pf ligip]| 333 | 3bb 2

TEMP. OBS. = TEMPERATURA OBSERVADA:

TCV. = TEMPERATURA CONVENCIONALMENTE VERDADERA

ESCALA DEL TERMOMETRO:

CODIGO DE TERMOMETRO:

LYY

VoBo Jefe de SB¢gion / Supervisor
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CERPER

CERTIFICACIONES DEL PERU 5.4,

LABORATORIO S EQUIPO: Tnrulbadaond
MICROBIOLOGIA @ REGISTRO DE CODIGO DELEQUIPO: _ 2571 &
TEMPERATURA TEMP. PERMISIBLE 0§ %(, ¥\,
LABORATORIO TOXINAS E UBICACION: Galn &, (wenloaladn
HIDROBIOLOGIA
MES: Bckidnnt
ARO: 2.0
TEMP.OBS. | T.C.V. TEMP, OBS
DIA | WARARA | | (-C) &y | Toe (*C) ¢y | RESPONSABLE
1] ®-22 2.6 | 259 | i€ 2% .2 25. 4
2 ] €:32 234, 2.4 | 1g:22 22 b 254
3 | 842 22. 4 954 1€:13 23 . L 25 -y
4 | B9 22. L 2s.4 | 1€.-2% 22. 4 25Ty
5 E-23 22 L 25-4 | 1£:29 23. b 254
6 | €.3% 3.3 sy 1£.23 23.1 254
7| B:25 23 L 2 | 1€ 234 25 .4
8 4o 232. L 25 .4 £ 22 6 254
9 8. a3 23. L 2s-4 | 1€ S 23 ., 25.4
10 ] 4. w3 22. 6 2.4 | B:33 Z3 .3 25.%
1| g 3% 223 LSy | i#:24 22.4 25. 4
12| £-3% 22.L 264 | 1£: 2¢ 226 254
3] g-2¢ 22 & .Y |1£:28 23 . (s 25.4
14| g 42 22.6 25y |1£-22 23] 25.4
15| £.45 224 2.4 |12:33 22.4 25-4
16 €:52 22. 6 sy (€4 23:L 28y
17| €:53 23.3 2s-Y €.-35 Rf 254
18] £-58 23.4 2.4 | jge:2€ 23.3% 254
9] g-sg¢ 22.L 2.4 | 1813 231 254
20 | £:53 22 3 2549 1€ ¥ ?23.¢ 254
21 | 8- 63 22 . ¢ 25-4 1244 23.} 254
22 1 g. 35 22 b 254 | 1w 45 23.L0 28Ty
23 | €3¢ 22. 4 25.4 |1%:38 22 25. %
24 g 33 22 ¢ 7254 19: 23 23.3 264
25 | g. 2% 23 .4 254 | if-52 23.( 254
26 | # 92 22. 4 2.4 |1 €80 23.6 25 .4
27 12.4% 22} 254 | 1649 233 254
8| g-40 e b sy | tg:-24 23 .0 254
29 | #eg. 23 e Wy | 18- 23 25-y
0| g. 5% 23.3 254 [ 18743 22.% 28"
N| g-s2 23- 4 Sy [ 1X-52] 22§ 245-¢
TEMP. OBS, = TEMPERATURA OBSERVADA:
TCV. = TEMPERATURA CONVENCIONALMENTE VERDADERA
ESCALA DEL TERMOMETRO:
CODIGO DE TERMOMETRO:

L4
VoBo Jefe de 'S?M! Supervisor
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LABORATORIO EQUPO: T neuhadon
MICROBIOLOGIA W REGISTRO DE CODIGO DEL EQUIPC: __ 25 1L,
TEMPERATURA TEMP. PERMISBLE _2.5€r, 4= { &
LABORATORIO TOXINAS E UBICACION: Sl g A Toadsobbias
HIDROBIOLOGIA ] , i
MES: Mo igmbie
ANO: 2
TEMP.OBS. | T.C.V. TEMP.OBS | TCV.
on | e [ e | oy | e | e | Ty | resrowsme
1] g:q2 23.¢ 254 |\£-32 | 22.4 264 /" d
2 | g-gq2 22 4 269 | Ag-an | 22 ., 264 %
3 | a4 23 . L 26-4 LS 22 ¢ 254
4 | £:43 23. L 254 1£-0x | 23.p 254
5|89 23 .4 2.9 | 1g-13 | 2z .4 254 %_
6 |F.4¢ 2273 254 £S5 22.6 284
T 1504 23. 4 254 | ey | 236 254 =
L (< (4 1£:23 | 23.3 25.4 A
8| £:¢3 22 4 sy | 1£:32 | 23.4 25. 4 ¢
10| §:s¢ 2.3 25-4 (£ 35 23.L 254 ,
]g-¢q 224 254 |1g-35] 23 3 284 Y -
12 8:52 23 .4 25y |\£:y2 22 25 -4 V.
13| R:52 22 & gy lig:qe| 226 25-¢
4] £:%2 22 . 4 254 |1 £So| 23.6 25 .9
151 €:3% 2.3 264 | 1&-22 | 3.4 254
16 | £ 95 25 ¢ 28y | g 521 23.( 25.4 %
17l £-24 2.4 254 1£:22 23. 4 254 1o
18 | £:40 234 g5y | B ys 23. & 25°Y
19 | .43 23.3 25y | g4y | 23.6 eg.y
20 | £:3q 23.6 254 | €43 | 2.3 25 4
21 | €495 22.b 25 ¢ 1€.- 42 23.4 254 ﬂ
22 | g:4¢ 23 2¢4 li£35 | 236 25 ¢
23 | g 23.3 254 | 1€£:35 23.L 25°%
24| £.53 23.0 254 11832 3.1 254
25| £:53 230 254 | I8 22.b 26 % p -
26| €58 233 264 [ig-qe | 2856 25 2%
27 | £:5( 23 ¢ 5.4 1843 | 23 ¢ 254 '
28| €59 22 ¢ 25y | ie:4t] 226 254
29 | €. 5@ 2% & 26y | &-qg 23-4 254
g? £:22 22 .1 254 | 1843 | 272 3% 25-%

H

TEMP. OBS. = TEMPERATURA OBSERVADA:

TCV. = TEMPERATURA CONVENCIONALMENTE VERDADERA
ESCALA DEL TERMOMETRO:

CODIGO DE TERMOMETRO:

Fal

(4
VoBo Jefe de S@%I Supervisor
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o AVA
METROIL

LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR
EL ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INDECOPI - SNA CON REGISTRO N° LC-001

Anexo 7. Certificados de calibracién de Ios equipos de trabajo.

-

CERTIFICADO DE CALIBRACION N° T-1978-2012
CON VALOR QOFICIAL SEGUN CEDULA DE NOTIFICACION N° 191.2011/SNA-INDECOPI

Fecha de Emision :  2012-06-02

1. Solicitante : CERTIFICACIONES DEL PERU S.A.

2. Direccién. : Av. Santa Rosa N° 601 - La Perla - Calizo
3. Equipo calibrado : INCUBADORA

Temperatura ambiental :Inic: 21.5°C . Fin: 2186°C
Humedad ambiental D inic.. 59.0%H.R. ; Fin: 641%HR.
Volumen interior : 40%decarga (%)
‘
10. Instrumentos de medicion del equipo
Nombre Alcance de Indicacion ! Divisién Minima. Tipo
Eodsens] -50°C 3 70°C 1°C Digitat
Tq::t_";lm No indica 0.1°C Digital

= Marcal Fabricante : MERAEUS
« ldentificacion 11210

+ Modelo . No indica
+ Serie : No ingica
+ Procedencia : Alemania
+ Ventilacién : Natural

« Ubicacion : Laboratorio de Microbiclogia

Temperatura de trabajo 1 30°C+1°C

: Instalaciones de Certificaciones del Perd
S.A.

Lugar de calibracion

Fecha de calibracién : 201207412

Método de calibracién
La calibracion se realizé por comparacion directa segun el PC-018: 2°

£d. “Procedimientc para ia caiibracion o caracterizacion de medios
isotermos con aire como medio termostatico ” del SNM INDECOPI.

Trazabilidad

Los resultados de la calibracion tienen trazabilidad a los Patrones
Nacionales del SNM - INDECOPI. Se utilizé el siguiente instrumento
patron:

Termdmelro con codigo 1T-201 con 10 lermopares de codigos  K201-01 31 K201-10
con Cerlificad de Calibracion N° T-0319-2012 d¢ METROIL SAC.

Condiciones de calibracién

EXP: 24791
Pag. 1 de 5

Los resullados de! certificade son vilicos
sbio para el objeto calibrado y se refieren al
momento y Conciiones en Qque seé
realizaron lgs mediciones y no deben
utilizarse como cerlificado de conformidad
con normas de producto.

Se recomionda ol usuano recalibrac el
equipe a intervalos adecuados, los cuales
deben ser elegidos con base en l2s
caracleristicas de! trabepo realizado, el
mantemimiento, conservatién y o tempo
de uso del equipo y del instrumentc de
medicidn.

METROIL SAC no se responsabifiza de
106 perj que pueda i o} uso
inadecuado de este eguipo, M de una
incartecta intempretacion de los resuitados
de la calibracidn aqui declarados.

Este certificado de calibracion es trazable 8
palrones nacionales o interacionales, los
cugles reslizan l2s umdades de acuerdo
con el Sistema Intemacicnal de Unidades
(sn).

Este cerfificado de calibracion no pedra ser
reproducido  parcialmente. excepls con
sulorizacién previa por escito de METROIL
S.AC

El certficado de calibfason na es valido sin
ta fima del
METROIL SAC

responsabla lécnico de

Oficina (Ventas - Recepclén): Av. Canad4 1557 - La Vicloria - Uima 13 + Central Telefdnica: ($11) 743-9090/713-9081 Nextel: 105°8544 / 109°8846 RPM “481570

METROLOGIA E INGENIERIA LINO S.AC.

orios: Av. Universitaria Norte 8903 - Comas - Lima T + Central Telefénica: (511) 713-9070/ 713-8074 Telefax Central: (511) 7184825

E-mail: ventas@metroil.com.pe { Web: www.metroil.con.pe
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LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR
ETROIL|  ELORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INDECOPI - SNA  CON REGISTRO N° LC-001

Certificado de Calibracion N* T-1§78-2012

Pag. 2ded
11. Resultado:
CALIBRACION PARA 30 °C
TIEMPO | Tind.{*C) |(Termémetro TEMPERATURA EN LAS POSICIONES DE MEDICION (° C) T prom. | T max -T min
{min.} | (Termémetro | Auxiliar) NIVEL SUPERIOR . NI . INFERIOR T () {"C1
del equipo} {*c) 1 2 3 3 5 § 7 [ ) 10
3] 2g 303 302 303 71 30,3 3003 | 304 203 34 06 NS K3 [
02 3 303 300 303 302 302 300} 303 306 303 304 NS 30.3 0.6
04 29 - 303 301 304 301 300 301304 305 W05 303 305 303 05
05 29 303 301 303 304 302 302|304 203 304 303 A8 303 05
oe 23 303 3071 3¢2 30t 302 301|302 305 304 304 305 303 0.4
1G 29 303 301 303 303 302 301|364 305 305 303 305 303 L2
12 29 30.3 300 302 302 299 301|301 206 303 303 306 30.2 07
4 el 303 300 364 300 300 302z 303 303 e 03 308 0.5 v
1% 23 303 300 363 301 299 301|304 206 305 30e 303 30,3 0.7
18 29 30,3 258 303 300 209 301|303 305 304 303 306 30.2 0.7
20 29 30.3 300 2302 302 300 301¢(302 306 305 303 308 303 06
n 23 303 285 302 302 300 209 304 306 304 302 .4 302 0,7
4 23 303 302 303 302 303 303)303 2305 305 303 3086 304 04
26 29 303 300 302 304 302 301302 306 304 3032 305 303 [45-]
28 29 30.3 303 304 301 302 303302 303 305 304 304 303 A4
30 28 30,3 286 303 209 300 302|303 306 304 304 305 303 0.7
2 29 303 30,2 304 301 300 300)303 303 305 303 304 303 0.5
34 29 303 300 303 302 300 300|301 305 303 304 305 30,2 0.5
38 29 303 301 302 301 300 302|303 306 304 2304 305 303 06
a8 28 303 302 304 301 302 301§ 304 303 305 303 304 303 0.4
a0 25 303 301 304 300 300 302|303 304 305 305 305 303 0.5
42 28 303 285 363 302 300 299|304 303 304 306 306 303 07
44 23 303 30,2 304 300 303 303 )303 305 303 36 306 30.4 06
45 29 303 ap0 302 302 209 301|302 306 304 303 306 303 0.7
a8 2 N3 300 304 300 300 302|302 303 303 363 306 30.2 06
50 29 303 300 303 301 299 301|304 306 304 304 303 303 07
2 29 30.3 209 303 300 299 307303 305 304 303 306 302 07
s | 28 303 }300 302 302 300 301[302 306 303 03 305| 302 06
| % 28 303 | 289 302 302 300 299|304 306 304 304 305 303 0,7
1 58 29 30.3 302 303 2302 303 303|303 305 304 303 306 303 0.4
60. 29 303 300 302 30.1 30.2 301|302 306 305 304 305 303 0.8
I T.PROM 28 30.3 300 303 3513011 303 305 304 304 305 303
T.MAX 2 303 303 304 30 3 3 303304 306 305 306 306
T.MIN 29 30.3 200 302 299 299 2391301 303 303 303 303
Pini 0 0,0 T4 02 04 04 04| 03 03 02 63 03]
Incertidumbre
rAm o
Parametro Valor{*C) Expandida (*C)
{Maxima Temperaturz Medida 30.6 .3
Minima Temperatura Medida 29.9
viagion de Ti yra en el Tiempo 0,4 E
Desviazion de Temperalura en el Espacio 0.5 .4
[Estebifidad Medida (2 1 0.20 0.04
Uniforrmidad Medida 0,7 0.4
T.PROM: P de 1a temp Jra &n una posi d2 idn curante el tempo de calibracién.
» Tprom Promedio de las lemperaturas en las éu posiciones de medicidn para un nstanie £200.
= T MAX: Tempefaluiz méaima
ARG T. MIN: Temperatura minimz
SorT: Deswiaocn de Temgeraturs en el Tiempc.

Para cada posiotn e medicidn su “desviacion de temperatura en el tiempo” DTT estd dada por fa diferencia entre 'a
minma v i3 minima temperalwia regisiragas en icha posicion

Erndmmmsdemedudﬂsu" iacién de t enel io"” 2514 dada por ia diferencia entre fos
€n ambas posiciones.

Oﬂci — - - METROLOGIA E INGENIERIA LINO S.AC.
na s - Recepcidn): Av, Canadd 1557 - La Victoriz - Lima 13 » Centra| Telefénica: (§11) 713-9080 / 713-9081 Nextel: 1098844 / 1098846 RPM 431570
Laboratorios: Av. Universitaria Norte Bméﬁm -Lima T Cantral Telefonica: (511) 713-8070 / 713-9074 Telefax Central: (511) 718-4825
ventas@metroil.com.pe / Web: www.metroil.com.pe F-M-084 / Mar 2011 / Rev. 05.
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N/ AVA. | | ABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR
ETROIL] =L 0RGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
‘ INDECOPI - SNA CON REGISTRO N° LC-001

Certificado de Calibracion N* T-1978-2012
Pag. 3 de 5

TEMPERATURA DE TRABAJO 30°C

Temperahwa (*C)

0o 10 20 10 @ 50 50
Tiempo (min)

29.5

Temperatura ("C)

28,0

285
00 10 20 3 ¢ 50 0

Tiemps (min)

r

. METROLOGIA E INGENIERIA LINO S.A.C. .
Oficina {Ventas - Recepelén): Av. Canadé 1557 - La Victosa - Uima 13 = Centra! Telefénica: (511) 743-9080 1 712-9081 Nextel; 109'8344 / 1098846 RPM *481570
Laboratorios: Av. Universitaria Norte 8903 - Comas - Lima 7 + Central Telefonica: (511) 713-8070/713-8074 Telefax Central: (511) 7184825
£-mai: ventas@metroil.com.pe | Web: www.metroil.com.pe F-M-084 / Mar 2011 / Rev. 05
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. AVA | | \BORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR
ETROIL| &L ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INDECOPI - SNA  CON REGISTRO N° LC-001

Centificado de Catibracién N® T-1878-2012
Pag. 4 de 5

12. Distribucién de termopares en el equipo

125¢cm
Nivel
Superior

31cem

Nivel
Inferior

85¢cm

Escaions — [ 2

Escaldn 20 __, }°

60 e

« Los termopares 5y 10 se ubicaron sobre el centra de sus respectivos niveles.

« Los demas termopares se ubicaron 2 13 cm de las paredes lateralesya 12 cm del fondo y
frente del equipo.

« Los termopares del nivel superior se ubicaron a 1,5 cm por encima de la sltura mas alla que emplea
el usyario. |

« Los termopares del niva!l inferor se ubicaron a 1.5 cm por debajo de la parrilla mas baja que emplea
el usuario. :

13. Observaciones

Se adjunta una etiqueta autoadhesiva con la indicacidn "CALIBRADO".

Antes de |a calibracién no se realizd ningun tipo de ajuste.

La calibracion se efectué 2 horas después que se cerra la puerta y se encendiod el equipo.

Durante la calibracion y bajo las condiciones en que esla ha sido hecha. el medio isotermo CUMPLE
4 con los limites especificados de temperatura.

£t controtador del equipo se procramé en 28 °C para la temperatura de trabajo indicada en el ltem 4.
La incertidumbre expandida de la medicién se ha obtenido multiplicando fa incertidumbre astandar de
ia megicién por el factor de cobenura k = 2 que. para una distribucion normal corresponde 2 una
probabilidad de cobertura de aproximadamente 85 %.

(") La carga estaba constituida por 25 placas petri y 4 matraces de 250 mi.

« El codigo del termometro auxiliar es “T-6",

e & s

METROLOGIA E INGENIERIA LINO S.A.C.
Oficina (Ventas - Recepcidn): Av. Canad4 1557 - La Victotia - Lima 13 « Central Tetefonica: (511) 713-8080/713-9081 Nextsf: 10978844 / 109°8845 RPW 481570
Laboratorios: Av. Universitaria Norte 8903 - Comas - Lima 7 « Central Telefénica: (511) 713-8070 / 713-9074 Telefax Central: (511) 718-4825
E-mall: verdas@metroil.com.pe / Web: www.melroil.com.pe F-M-OSM Mar 2011 / Rev. 05
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LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR

. AVA
M ETROIL| ELORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION

INDECOPI - SNA CON REGISTRO N° LC-001

Ceriificado de Catibracién N° T-1978-2012
Pég. 5 de 5

Foiograﬁa mostrando la ubicacién de los sensores de temperatura y de las
cargas en el medio isotermo

( FIN DEL DOCUMENTO }

METROLOGIA E INGENIERIA LINO S.A.C.
Oficina (Vantas - Recepeldn): Av, Canad4 1557 - La Victoria - Lima 13 - Central Tolofénica: (511) 713-8080 7 713-8081 Nextel: 1098844 / 109°8846 RPM 481570
Laboratorfos: Av. Universitaria Norle 8903 - Comas - Lima 7 - Central Telef6nica: (511) 713-90701713-9074 Telofax Central: (511) 7184825
E-mait ventas@metroil.com.pe [ Web: www.melroiLcom.ge F-M-084 | Mar 2011 / Rev. 05
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CERPER

CERTIRCACIONES DEL PERLS.&

CALCULO DE LOS VALORES CONVENCIONALMENTE VERDADEROS

LABORATORIO: MICROBIOLOGIA
INSTRUMENTO: INCUBADORA:
CODIGO: 1210
N° CERTIFICADO: T-1978-2012
FECHA: 12072012
PARAMETRO:  TEMPERATURA °C  [x ] HUMEDAD % [ ]
VGV VCV VeV VeV
29.0 | 30.3
VCV VeV VeV vev
29.0 30.3
A _
4 )
ra ﬁao
LE-R-CVC
Versién 01
2007-04-13
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¢ AVA
METROIL

INDECOPI -

LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR
EL ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
SNA CON REGISTRO N° L.C-001

2N

Fecha de Emision :  2014-05-13

1.

2. Direcclén + Av, Santa Rosa N° 601 La Perla - Callao

3. Equipo calibrado : INCUBADORA

+ Marca/ Fabricante : HERAEUS
* I|dentificacion 1201 -
* Modelo : B 5060
+ Sere : 7801103
* Procedencia : Noindica
« Ventilacion * Natural *
+ Ublcacién : Laboratorio de Microbiologia
4. Temperatura de trabajo :37°C+1°C
5. Lugar de calibracién ¢ Instataciones de Certfficaciones del
Peri S.A
6. Fecha de calibracién * 2014-05-06
7. Métodd decalibracion -
Ls calbiatidn 85 realizd por comparacion direca segan el PC-018; 2*
Ed. , "Procedimiento para la calibracién o caracterizacién de medios
iso{an-nos con aire como medio termostético ~ del SNM INDECOPI.

8. Trazabilidad y
Los resuitados de fa calibracion fienen trazabiidad o los Patrones
Nacionales de! SNM - INDECOPI. Se utiiizé el siguiente instrumento
patren:

Termmeiro con c&digo IT-154 con 10 lenmopares de codigos  K154-31 al K154-40
con Certificado de Calibracién N* T-0077-2014 de METROILSAC.

9. Condiclones de calibracién
Temperatura ambiental  : Inic: 21,2°C . Fin: 214°C
Humedad ambiental clnic: 60,1%HR.; Fin: S529%HR.
Volumen Interior :40%decaga (9

10. Instrumentos de medicién del equipo

Nombre | Alcance de Indicacion | Division Minima] — Tipo
Termémetro P o
Controlador -199,9 *C 2 500,0 *C 0,1°C Digital

CERTIFICADO DE CALIBRACION N° TC-0431-2014
CON VALOR OFICIAL SEGUN CEDULA DE NOTIFICACION N° 191.2011/SNA-INDECOPI

* CERTIFICACIONES DEL PERU S.A.

Solicitanta

EXP. 38917
Pag. 1 de 5

Los resultades del certificado son validos

sbio para el cdjets calibrado y sé refieren al
moments y comdiciones en que se
redlizaron las mediciones y no deben
utilizarse como cenificado de conformidad
con normas de praducto. B

Se recomienda al usvario recalibrar el
€quipo a intervalos adecuados, los cuales
Jsben 3&° &ezidcs oo ase en ot
carecteristicas del trabajo realizado. el
‘mantenimiento, conservacion y el tiempo de
uso del equipo y del instumento de

- | medicidn,

METROL SAC. no se responsabiliza de

los perjuicios que pueda ocasionsr ef uso

Mm de este equipe, ni de una
i%n de los

de ia calibracién aqui declarados,

Este certificado ca calibracién s trazable a
p 9 i los
cuales realizan las unidades de acuerdo
con e Sislema Inlemacional de Unidades
(s,

Este certificado de calibracion no podrd ser

~ifeproducide parciaimems. excepls &on
. 1 Butorizacién previa por escrito de METROIL
JSAC

El certificado de calibraciéa no e valido sin
la fima del responsable técnico de

METRONL SAL

e ' 4
Ing. MARCO A, uo«mvocna\eﬁé_g

Gerente del Servicio Metralégico

METROLOGIA E INGENIERIA LINO SAC.

Oficina (Ventas - Recepcién - Entrega): Av, Venezuela 2040 - Lima - Lima Certyal Tef: (511) 713-8066 / 713-8080 Nextel: 109°8845 RPM: # 399048181

Consults Técnica: Central Telt.: 713-0070 / 713-9071 RPM: 481579 Nextel: 83273234 -
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E-mall: ventas@metroil.com.pe / web: www.métroil.com.pe
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LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR ; ‘

f N
IME TROIL| L ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION g

INDECOPI - SNA CON REGISTRO N° LC-001

Certificado de Calibracian N* TC-D431-2014
Pig.2de §

11, Resultado:

CA.LIBRACION PARA 37 °C

T min|
k. 3

%0 5 13
02 5 12
ks 5 11
. i 5 11
e i 12
10 7 | 13
:E T 13
T <4

¥ 3,7 15
18 367 14
20 36.7 14
2 8.6 13
n 387 12
® 267 14
2 6,6 13
30 7 13
2 86 12
34 36,6 13
£ 186 14
38 87 13
40 8.7 14
42 %6 13
o 387 12
b4 367 13
48 366 14
5 3.7 13
82 286 13
e 36,8 13
56 %5 13
i; 85 13
- 386 13

TPROM 88
T.MIN
BTT

T.PRCM: Pmdbmlammnmm&mmdemmnﬁmelmwmurmm

T prom Promedio de las. en las diez én para un instante dado.

T. MAX: Temperatura mixima

T. MIN: Temperatura minima

DTT: DswmmememmendTleﬂw

Para cada posicién de itn su "desviacién de temp en el tiempo®™ DTT esth cada por Is diferencia entre la

maxirma y l3 minima temperatura registradas en dicha posicidn. .

Entre dos posici de medicién su "desvi de temp en el espacio™ estd dada por iz diferencia entre ios
dios de T anambas posice

METROLOGIA E INGENIERIA LINO SAC.
(Oficina (Ventas - Recapcifn - Entrega): Av. Venezuela 2040 - Lima - Uma Cenfral Telf:: (511) 713-9066 / 713-0080 Nextet 109*8846 RPM: # 999048181
Consulta Técnica: Central Telf.: 713-9070 / 713-9071 RPM: *481579 Nextel: 832*3234 -  E-mall: ventas@metroll.com.pe / web: www.metroll.com.pe
F-M-084 / Mar 2011 / Rev. 05
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ROIL EL ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION

k'\“.. - -
M E T AVA LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR
INDECOPI - SNA CON REGISTRO N° LC-001

D
AN

Certificado de Calibracién N° TC-0431.2014
Pag. 3de 5

TEMPERATURA DE TRABAJO 37°C

Temperatuea {*C}

Temperahwra ("C)

Tiempa (min)

METROLOGIA E INGENIERIA LINO S.A.C.
Oficina (Ventas - Recepeldn - Entrega): Av. Venezuela 2040 - Lima - Lima Centraf Telf.: (511) 713-9066 / 713-9080 Nexial: 1098846 RPM: # 995048181
Consutta Técnica: Central Telf.; 713-9070/ 713-9071 RPM: *481579 Nextel: 832°3234 - E-mail: ventzs@metroil.com.pe / weh: www.metrofl.com.pe _
F-M-084 / Mar 2011 / Rev. 05
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AVA
M ETROIL EL ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION

INDECOPI - SNA CON REGISTRO N° LC-001

Centificado de Calibracién N° TC-0431-2014
Pég. ¢ de 5§

12. Distribucién de termopares en ef equipo

85¢em
Nive!

|~ Superior

435cm
Nive!

— Inferior

Escalén6 —»

Escalén20 —,

*+ Los termopares 5y 10 se ubicaron sobre el centro de sus respectivos niveles.
* Los.demas termopares se ubicaron a_. 12 ¢m de las paredes laterales y a.. 110 cm delfondo y

frents del equipo. ; : En i —_—
« Los termopares del nivel superior se ubicaron a 1.5 em por encima de fa altura més alts que emplea
el usuario,
¢ Los termopares del nivel inferior se ubicaron a 1,5 cm por debajo de la parrilila mas baja que emplea
. Los escalones indican i3 posicidn de las pamilias, — -~ e

13. Observaciones .
+ Se adjunta una etiqueta autoadhesiva con la indicacién *CALIBRADO".

Antes de la calibracién no se realizé ningin tipo de ajuste.
La calibracion se efectus 2 horas después que se cemé la puerta y se encendié e! equipo.
Durante la calibracién y bajo las condiciones en que esta ha sido hecha, el medio isotermo CUMPLE
con los limites especificados de temperatura.
El controladar def equipo se programé en 37,3 *C para la temperatura de trabajo indicada en el Item 4.
La incertidumbre-expandida de Ia medicién se ha obtenido muttiplicando fa incertidumbre estandar de
la medicion por el factor de cobertura k = 2 que, para una distribucién normal corresponde a una
probabilidad de cobertura de aproximadamente 95 %.
* (%) La carga estaba constituida por 2 gradillas de metal conteniendo €9 tubes de ensayo, 3 recipientes

de plastico y 32 placas petri,

Y

..

METROLOGIA E INGENIERIA LINO SA.C. _
Oficina (Ventas - Recepcidn - Entrega): Av. Venezusla 2040 - Lima - Lima Central Telt: (511) 713-9066 / 713-9080 Nextek 109*BB46 RPM: # 999048181
Cansufta Téenlca: Central el 713-0070/ 743-0071 RPM: *481579 Nextel: 832*3234 - E-mall: ventas@metroil.com.pe / web: www.metrall.com.pe
F-M-084 / Mar 2011 / Rev. 05
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\CERPER

SIONEY DEL PERU BA.

CALCULO DE LOS VALORES CONVENCIONALMENTE VERDADEROS

AREA: MICROBIOLOGIA
EQUIPO O INSTRUMENTO: INCUBADORA

CODIGO: 1201
N° CERTIFICADO: TC-0431-2014

FECHA: 06/05/2014
PARAMETRO:  TEMPERATURA °C 3 HUMEDAD % [ ]

VO vCV Vo VeV Vo VCV Vo VeV
37.3 36.6
VO VeV YO vCv | vo VGV Vo VeV
37.3 36.6 ) ‘
VO.= Valor observado :
VCV = Valor convencionalmente verdadero
Responsable V*B® JefE de seccion / Supervisor
LE-R-CVC
Version 02
201405-27

17



AVA.
METROIL

LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR
EL ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
“INDECOP1- SNA CON REGISTRO N° LC-001

CERTIFICADO DE CALIBRACION N° TC-0425-2014
CON VALOR OFICIAL SEGUN CEDULA DE NOTIFICACION N° 191.2011/SNA-INDECOPI

Fecha de Emisién:  2014-05-12

2

3.

10,

' CERTIFICACIONES DEL PERU 5.A,

I

Direccién "1 Ay, Santa Rosa N*601LaPeria -  *
Cailas

Equipo calibrado : INCUBADORA

o Marca! Fabricanto  : MMM

« tdentificacién coE18

« Modelo : LIS - B2VACSS

+ Serle 1 C 091472

» Procedenc + Republica Checa

« Ventilacién 3 Naturat

» Ublcacid o fio de Microbiologia - Sala de
Incubadoras

Temperatura detrabajo 1 (25°C;28°'Cy30°C)z1°C

Lugar de calibracié 2 Instalaci de Cerifi
Peni SA.

det

Fecha de calibracién 1 2014-04-25

Mét5do dé callbracion o e -

ia calibracién se realizo porcomparacion directa segin el PCH1872°
Ed. . "Procedimi para 1a calibracién o on de medios
isotermas con aire como medio termostatico " del SNM INDECORPL.

Trezabilidad 1
Los resultados de la t:ahlx‘anbn ﬂenen meﬂidad a Iu& Pa!mne—s
Nacionales del SNM - INDECOPI. Se utilizé ol siguiente instrumento
patrén:

Tembmetro con cidigo IT-154 con 10 termopares de codiges K154-41 af K154-50
con Certiicade de Calbradén N* T-0077-2014 de METROL SAC,

Condiciones de calibracién
Temperatwra ambientat  : Inic: 22.2°C i Fin: 220°C
Humedad ambiental sinic B658%HR. @ Fin: 658 %HR
Volumen intatior :40%decarga (")
Instrumentos de medicién del equipo
TNomer Alcance de indicacién | Divisién Minima Tipo
memeo | s00catoone 010 Oigital

EXP.: 38917
Phg. 1 de 9

Los resuflacas del certificado son viidos

solo para ¢! objeto calibrado y se refieren ai

momente y condiciones en que se

realizargn las mediciones y no deben
de

ceme
con normas de producto.

Se recomiendns al usuario recafbrar e
equipo 8 intervaics adecuados, ks cuales
deben ser elegidos con base en Iss
caracleristicas del trabsio realizado. ®t
manienimiento, conservacicn y ef frempo de
uso del equips y del instumemtc de
madicidn.

METROIL SAC. no se responsabliza de
o5 pujmqu@wuda ocasionar ¢ uso
naescuteo m\npo ni de ung

uamwuimz

Este certficado de callracidn es trazable @
patrones macicnates o idemecionales, ks
cuales realkan las unidades de acuerdo
con el Sistema Intemacional de Unidodes.
St

Este eartificads de calibracisn no podrs ser
feproducido  parcatmenta, axcepto con
autorizacién prévia por esatio de METROIL
SAC.

El cantificado de ealibracidn no &3 valido sin
& 7lmd " dei  réSponsable licnico de
METROILSAC.

JUAN €, BARTOLO CHUQUIBALA
Jafe del Laboratorio 4

Ing. MARCQ A. HONTALVO CAB!
Gerente del Servicic Metrologico

METROLOGIA E INGENIERIA LINO S AC,

Oficina (Ventas - Recepcltn - Entrega). Av. Venezusla 2040 - Lima - Lima Central Tell: (511) 713-9066 / 713-3080 Nexdzl: 109*8B46 RPM: # 993048181

Consulta Téenica: Central Teil 713-8070/ 713-2071 RPM: *481579 Nextel: 8323234 -

118

E-mall: ventas@matroil.com.pe / web: www.metrail.com.pe
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LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR
ETROIL] &t orGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INDECOPI - SNA CON REGISTRO N° LC-001

Ceriificado e Callbracin N TC-0425-2014
Pag. 2de 8

11. Resultados:

CALIBRACION PARA 25 °C

3" ER m EAS PUSICIONES D
Famomtro -L-v i NIVEL SUPERIORT =~ v
5 L m T 3RS ) ZER T[S &
F<X) 254 255 254 254 254 | 254 r
n6 254 265 253 254 254 | 254 255
238 254 254 254 254 254|253 255
236 254 254 254 253 254|253 254
236|254 255 255 254 255] 254 255
238 255 255 254 254 254253 254
38 254 255 254 254 254|254 284
36 254 255 254 254 255 253 255
238 1255 258 255 255 254|253 255
28 254 265 254 254 254 | 254 254
228 254 256 254 254 254 | 254 254
~286. -t 264 ~-258 ~254 © 264 2541253 258

236 254 255 254 254 254 {253 255

26 255 255 254 255 254 254 254

236 254 255 255 254 255§ 253 254

238 255 256 255 255 255|253 255

28 254 255 255 254 254 [ 253 254

06 254 255 255 254 254|253 255

236 255 256 254 255 254|254 255

26 254 256 254 255 254 | 254 255

n7 254 258 255 254 | 255 255

218 255 256 25.4 254 254 | 254 255

236 254 258 254 254 255|255 255

37 254 255 254 254 254|254 255

238 255 256 255 255 254254 255
254 | 254 256

24 5_253| 254 02
253 "25'{ .’23'4 24T 28% 253 0,3
255 254 254 254 255 0.2
255 25 A .3 254
25.3 ‘254 25.2 252 252
02 02 - - 03 02 ] ST R

Temperswra 258 028

Minima Temperatura Mediaa 252 0.31
30 de Temperatura en el Tiempo 0.2 0.1

ae Temperatura en el =) 0,2 0,4

Estabitidad Modda (£) 0.4 0,04
Un d Medida 0.4 [0

T.PROM:  Promedio de la temperatura en une posicién de medicitn durante ef iempa de cafibracitn,
T prom Wndemmmmsmhsmezmldmue medicién para un instante dada.
T. MAX: Temperatuta mixima

T. MiN: Temperatura minima

pIT: Desviacisn de Temperstura en ef Tiampo,

Para cada posicidn de medicién su “desviacién de tamperatura en el tiempo™ DT esl4 daca por la diferencia entre la
mdximayla mimma temperatura reoisvadas end'-cha pnsban.

Entre dos de medicitn su " ara ¢n ¢l espaclo” estd dada por 1a diferencia entre fos
P dics da h st en ambas Doﬁdones

r

METROLOGIA E INGENIERIA LINO S.AC.
-,
Oficina (Ventas - Recapcitn - Entrega): Av. Venezuela 2040 - Lima - Lima Central Tel.: (511) 713-8066/ 713-9080 Neaxtel: 1098846 RPM: # 839048181

481579 Nextek 83273234 -  E-malk: ventas@mstrofl.com.pe/ weh: www.metroll.com.pe
Consults Técnica: Central Ted.: 793-9070/ 713-9071 RPM: *481579 et A
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EL ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INDECOPI - SNA CON REGISTRO N° LC-001

Certificado ge Calibracidn N* TC-0425-2014
Pég. 500

TEMPERATURA DE TRABAJO 25°C

Temparatura (*C)

Temperatva (*C)

Oficina (Veatas - R ion -

METROLOGIA E INGENIERIA LINO S.A.C.

- AV. Vi la 2040 - Lima - Uma Central Tefl.: (511) 713-8066 / 713-8080 Nextel: 109*8846 RPM: # 999048181
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LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR

AVA
ME TROIL] &L 0oRGANISMO PERUANO DE ACREDITACION

INDECOP! - SNA CON REGISTRO N° LC-001

Certificado de Calibracién N° TC-0425-2014
Pég 8 de 9

12. Distribucién de termopares en ef equipo

12cm
b Ni‘.:ulwneﬁm

© 185¢cm

.

Los termopares 5 y 10 se ubicaron sobre el centro de sus respectivas niveles.
+ Los demds termopares se ubicarona & com de las paredes laleralesya 5 cmdelfondoy

frente del equipo.
_* Los termopares dei nivel superior se ubicaron a .15 cm por encima de I3 altura mas alta que emplea
élGsuario.
« Los'lemhopares dainivel ferdor se ubitaron & 1,5 o por debE;0 de Ta panilid més baja que emplea
el usuario.
* Los 1 mdzcan la posicion de tas pamill

g 13 Obsmacioneg» o U L R R
T USE R ml‘uﬁ'[ﬁ""‘““‘éﬁ'”u@ﬁ"autoad‘hesiva )
« Antes de la calibracion no se realizé ningdn tipo de ajuste.
« Lacalibracién se efectud 140 minulos después que se cend Ia puerta y se encendi6 el equipa.
« Durante la calibracién y bajo las condiciones en que esta ha sido hecha, el medio isolermo CUMPLE
con fos limites espetificados de las
» £l controlador del equipo se programé en 23, 6 °C; 26.8 °C y 28,9 °C para las femperaturas de trabajo
indicadas en 2l Item 4,
.= Laincerlid dida de Ia medicién se ha obtenido muttipli ia incertidumbre estandar de
|ameduonporelfawdeoobeﬂwak 2quepamuna istribucién normal ¢ ponde a una
probabilidad de cobertura de apr 95 %
(%) La carga estaba conslituida por 3 placas petr.

METROLOGIA E INGENIERIA LING S.AC.

Adicaton CALTBRADC T~~~ T T e e

Oficing {Ventas - Recepcion - Entrega): Av. Venezuela 2040 - Lima - Lima Central Telf.: {511) 713-9066/ 713-9080 Nextel: 169'8845 RPM: # 999048181
Consuita Técnica: Central Telt: 713-9070/713-8071 RPM: *481579 Nextel: 832*3234 - E-mall: ventas@metroil com.pe / web: www.metroil. com.pe
- F-M-084 | Mar 2011 f Rev. 05
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- VcERPER

CIONII DL PEAU EA.

CALCULO DE LOS VALORES CONVENCIONALMENTE VERDADEROS

AREA: MICROBIOLOGIA
EQUIPO O INSTRUMENTO: INCUBADORA
CODIGO: 2518
N° CERTIFICADO TC-0425-2014
FECHA: 250472014
PARAMETRO:  TEMPERATURA °C xJ HUMEDAD % [ ]
vo VeV vo VeV vo VeV vo vCcv
236 | 254
237 | 254
vo_ | vev vo VeV vo vev | vo vev
| 238 | 254
237 | 254
VO.= Valor observada

VCV = Valor convencionalmente verdadero

Responsable

VB Jefe &4&&1 Supervisor

122,




Anexo 8. Carta de control de temperatura y humedad ambiental.

@ezreen
CARTA DECONTROL:  TEMPERATURA[ X JHUMEDAD[ |
AREA: Laboratorio e Morobiologia - Sala de Pates C40IGO DE EQUIPQ DE MEDICION: T48

winfo|lo|uls{elvjels|(x]n|zlalu][s[alz]a{n]»
et Qo) -ltegkelre sl lio dredlipdie tho £
i dal

13024 | (A0, 281 (30024013

WO | 1]2l3falslel7]e

TEMPERATURA {*C)
=
=Y

we

JLLE

o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 28 30
|Lc:|.mm LA : Limite de adveriencla inferior, LAS : Limite de adveriencia superior, LCI: Limite de control inforior , LCS : Limite de centrol supetior 1

73

: /]
[ Analsta Respansatie % | | Vo Bo Jafa de Seccién | Suparvisor: j |

LE-RCTH
Versifn 02
2010-08-21
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ICERPER

CARTA DECONTROL: TEMPERATURA[X JHuMEDAD[ ]

AREA: Laborreoric de Microtiolog!s - S4% ¢ Pases CODIGO DE EQUIPO DE MEDICION: T-48

WRO. lalslslafslefrvlefelwlufololulolwlv[ulalm]n]ln]n]ae
i TP RV G A SUEETE R
TR NTE TN

TEMPERATURA [*C)

7s

1 23 & 5 6 7 8 9 31p 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 XS ¥ 17 2B ¥ 30

LCl=180

Ec:mmm LAI 2 Limite do ecivertancly inferior , LAS : Limo de wvenencis suparior, Lﬁ:mhe-mmmf.ms:UmMocm-mm

-

LM. ﬁ* ] Vo B0 Jete de Seccién f Scporsar : ﬁ I

form s s o om0

CARTA DECONTROL:  TEMPERATURA[ X JHuMEDAD[ |

LE-RCTH
Verion 02
2010-09-21

AREA: Latorwiorto de Micruticiogta - Su's de Pases CODICO DE EQUIPO DE MEDICION: T4
WRD. slafalalsfefolelelwlululolululw|vlw|uln]nlninla]x]|s|o[n]ls]w
Teepeaten 09 [abooled || || [ 1 | LI | | , I 11 |
Focha 1310 .34
.m SRS P e e e e M R e )
1.2 3 &
up [war i

as

a0

as

2y

ns

SRS

TEMPERATURA (*C)

il VYRR ]

——1Ci= 180

1233 4 5 6 7 B 9 10!11213“151611"11?01!21232!2!2&172819’3!’

ch:leleumL LA : Limite de advertoncia inferior, LAS : Limits de dveriancia superor, LCI: Limits de contretinferior , LCS ; Limie do contrel supesior

| : Anatsts Responsable ﬁ_ | [0 Ba Jete de Seccidn / Supenviser ¢ ‘ﬁ ]
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@cereen

CARTA DECONTROL: TEMPERATURA[ |HUMEDAD[X]

AREA: Lad. de Microdiaiogla - Sala de pases CODIGO DE EQUIPO DE MEDICION: T-48
NRD. tlalslalstsfjrlolsfuwlnlolonlvlalwlvie][slialanlzajalu]alslsIalnlsr
s halialiclealn ke Rolnihe a3l ]acl3eded ie[ai az o T3 Jea l30laglen e glas [30]rdm (30
Pache Bao a0 121131023 113 10,2413 40,28 | 18 4026 (2.0.23 | 1310 A0 1310,
- e G = ; o
o i 2 3 45 6 7 B 9 1031 12 13 1415 16 17 38 1920 21 2 2 M I5 16 27 28 29 30
:: R RN e e . Do — B oA AT oo B & : .LCS =851

LECTURA (%)
o

LCi= 561

R e T N EEE RS RN E R R

iLC : Lim7e Cantral, LA : Limna o Advertencia Inferior, LAS : Limle de Adventencin Supenor, LCI: Limits de Control Ia'eriar, LCS : Limie ce Control Superior ]
L

[ - ﬁﬁ ] { Vo 8o Jefa da Seccion / Supenvisor - é ]

v LE-R-CTH
Versisn 62
20100821
CARTA DE CONTROL:  TEMPERATURA[_JHUMEDAD[X]
AREA: Lab. de Microbioiogih - Saa de pases £H0IG0 DE EQUIPO DE MEDICION: T-48
NRO. s Jalalefelelr[alololnlnlo[uls[elale[winlanln[nlulsTx]a]n[n]w
wew  aiyyad [ | 11 | 1t I
forn noae.at
= e o -
D11 32 13 1¢ 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 5 26 27 28 29 30
s L 2 I
-t . ki i da g g e “"""“"‘Lc.sws,‘

LECTURA (%)
2 g

580 |- 2 ik ki wae s e
312 3 435 6 7T 8 9 101112

||.c : Limts Cental, LA : Limils de Advenencia Inferior, LAS : Limas da Advertencia Superior , LCI : Limite de Cantrol Infarior, LCS ; Limite da Contre: Superior t

13734 15 16 17 18 19 20 31 22 23 14 25 26 27 2 29 30

{ LC1= 561

v A
[ anstists Resgensabie : ‘ﬁ' i [ Vo Bo defa ce Secobn / Supanveor - Z |
S
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@icerren

1

CARTA DE CONTROL: TEMPERATURA{ X JHUMEDAD[ ]

AREX - o €ODIGO DE EQUIPQ DE MEDICION: TA7
[ hJ L] 3 lajsls 1 [EERELARINAI AR RID R
Tow perwiuns [T} | RirihH A | 2]
Fochn %10, Ap 2t . 3.0.23) 93102

b b1 L LA I
B o e )

. TEMPERATURA(C)
o

= e Sl 12
—t =
1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 1} 33 1¢ 15 16 17 18 19 20 21 22 23 M 25 26 27 12 19 30

LC: Limte cenirel, LAI: Lim2e de sOvartenda inferior, LAS : Limite oo adverioncia supesor, LCI: LimTa ge conro infeniar , LCE = Limilo da control auperor !

3

] [ W0 B0 seto de Seccion t Supervisor ; 2 ]

LERATH
Version 02
20100521

CERPER
CARTA DE CONTROL:  TEMPERATURA[XJHumeDAD[ ]
AREA: Lavarworo de Marcoiologia - St de Siemsn CODIG0 DE EQUIP0 OF MEDICION: 147’
D, sTalslalelels[a]elwlalalolalnfwlr]s n]nlu nin]n nlnin]n]e]on]
Tomperiunn ) Jna [ a1 | 11 || | | i I L1 1

Fecha IR0 . Bt

TEMPERATURA('C)

= = x
1 2 3 4 5 6 7 E 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 0 21 12 23 J4 25 26 2V W 29 30
EE:I LA : Limttode inferior, LAS : Limhts do eupenior, LCI: Limite de control inferior , LCS : Limile de control supestor i

B e e e

— ] [ VaBo deio co Seodtn Supervis © & ]

LER-CTH
20100921
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oS v s SReAS,

CARTA DE CONTROL: TEMPERATURA[_|HUMEDAD[X]

AREA: Lab. 4 Micrtbiologie - Sels do slemtia £O0IGO DE EQUIPO DE MEDICION: T-47 '
RO 12l -_{sEo I I NI IR I I e alrlnlnlx
wmiw  helyelealedl pal a2daglyiediaifrn ' ¥ i o‘nwzwlml‘n hzlyoly:
Facha 1206, 2 |3 00,22 e KENLY N AC 2] R 0291 1215
—LCTOA P e LABerDS — sy —LCEes
15 16 17 18 19 20 24 22 W 14 IS 26 27 12 B M
oo G R e L o e S
4 c8 81
BB :
5 P
&
&1
0
™
n
n
LT
< I
za
n
b2
gz
[ 2
§ [y
674
[
o
Iy
by : L
81 s e s cme vme owm e omm o LAIZ B30
3 % i
81,
ee. T . s - » LCim 56.1
:4 Lo geoduwmdee oo R " N 5 . |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10311 12 13 14 15 18 7 18 19 20 21 22 23 24 25 6 2¥ 18 29 30

;chumuomv. LA#: Limile de Advertencla Inforior . LAS : Limite de Advortentie Sapatior . TCT: Limile ce Carrol infenar , LGS | Limite de Contro! Supariof
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CARTA DECONTROL: TEMPERATURA[_|HumEDAD{X]
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CARTA DECONTROL:  TEMPERATURA[X JHUMEDAD[ ]

ARER: Lotararanc de Microbaoiogis - S5 de incutadores COOIGO DE EQUIRY DE MEDICION: T-62
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Anexo 9. Resultados de la concentracion del indculo del microorganismo objetivo
(Listeria monocytogenes) y del microorganismo no objetivo (Escherichia coli).
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Anexo 10. Pruebas estadisticas de los resultados preliminares de-la validacién
secundaria.

SCERPER
. PRUEBAS ESTADISTICAS APLICADAS A LOS RESULTADOS
Método: .
IS0 18583 2004. Pare By S excepto 8.1, 831, 833, 8.1, 923, mwuimuwsnmanSOunoJ 1996/Amd 1:2004.

of food and shufs — methods for ] from surfaces using cortact piaies and swabs.

Guis técrica para o andiisly microbiokbgico de superficies. en contacts con y bebidas. of food and mnimal feeding stuffs-
Horizomal method for the = of Listeria genes — Pan 1: method. A 1:2004 of
he Isolation Mmedia and e . and & of dats

ytog
Producto : Superficies irregulares
Analista 1@ Mélody Vera

©7 RESULTADOS .
Se analizaron 3 muestras inoculadas con Listoria mmymnex por duplicado, y se comparan
los resultados dos con les ¢ nenta.
1.1 Muestra 1 (C:mium)
Fecha: 13-1000
RESULTADCS
Esperado Obtenido
1 + +
2 + +
MODA L o+

[ woDA GLOBAL
\* & Presencia | (-} Ausencia

PRUEBA DE NORMALIDAD
NO APLICA POR SER CUALITATIVO, . -
SE UT‘ILAZALAMODA.MSMODASSONEGUALES

CONCLUSION

EL ANALISTA REPORTA RESULTADOS REPETIBLES Y CONCORDANTES A LOS ESPERADOS.
1.2 Musatrs 2 {Tapers)
Fecha: 13-10-09
s RESULTADOS
_Esperado Obtanido
1 ¢ + +
2 + +
MODA R v W
I MODA GLOBAL

PRUEBA DE NORMALIDAD
NO APLICA POR SER CUALITATIVO,
SE UTILIZA LA MODA. LAS MODAS SON IGUALES.

CONCLUSION
EL ANALISTA REPORTA RESULTADOS REPETIBLES Y CONCORDANTES A LOS ESPERADOS.
1.3 Myestra 3 (Vasos)
Fecha: 13-10-09 -
RESULTADOS
sperado Obtenido
1 + +
2 + +
MODA o5 0% e

| MODA GLOBAL

PRUEBA DE NORMALIDAD
NO APLICA POR SER CUALITATIVO,
SE UTILIZA LA MODA. LAS MODAS SON IGUALES.

CONCLUSION
'EL ANALISTA REPORTA RESULTADOS REPETIBLES Y CONCORDANTES A LOS ESPERADOS.

POR LO TANTO, LOS RESULTADOS DE LOS ENSAYOS PRELIMINARES REFORT ADOS
POR EL ANALISTA SON SATISFACTORIOS. i

1de1
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@CERPER

I PRUEBAS ESTADISTICAS APLICADAS A LOS RESULTADOS

Método:

ISO 18553 2004. Parte 8 y Dexcepto 8.1, 83,1, 833, 9.1, 82.3, R N* 461-2007T/MINSA Parte 8.4 150 11290-1:1996/Amd 1:2004.
Microbiotogy of food snd snimal feeding ctuffs = | ! methods fot sampling techn from surf wsing contact plates and swabs, Guia
thcnics pars el andiisls biokigico te suparficiss en clo con ok y bebidas, Mk gy of food and animal feeding stuffs- Horizomal
mathod for the detaction and of Listeria ~ Part 1: Detection method. A 12004 Modification of the isolation
media $nd the haemolysis test, and of precision data

Determinacitn: Listeria monocytogenes
Producto : Superficies regulares
Analista 1: Melody Vera

ENSAYOS PRELIMINARES

1. RESULTADOS ;
Se anafizaron 2 muestras inoculadas con Listeria monotytogenes por duplicado, y se comparan

- los resultados esperados con los obtenidos experimentaimente.

1.1 Suj na 1
Fecha: 13-1008
 RESULTADOS.
Esperado Obtenido
1 + . *
‘ + o
MODA oo 4non )
f MODA GLOBAL
(+): Presencla ;' (-} Ausencia
2. PRUEBA DE NORMALIDAD
NO APLICA POR SER CUALITATIVO,

SE UTILIZA LA MODA. LAS MODAS SON IGUALES.

CONCLUSION
EL ANALISTA REPORTA RESULTADOS REPETIBLES Y CONCORDANTES A LOS ESPERADOS.

1.2 Sy
Fecha: - 131008
1
2
MODA
| MODA GLOBAL
2. PRUEBA DE NORMALIDAD

NO APLICA POR SER CUALITATIVO,
SE UTILIZA LA MODA. LAS MODAS SON IGUALES,

CONCLUSION
= EL ANALISTA REPORTA RESULTADOS REPETIBLES Y CONCORDANTES A LOS ESPERADOS.

POR LO TANTO, LOS RESULTADOS DE LOS ENSAYOS PRELIMINARES REPORTADOS
POR EL ANALISTA SON SATISFACTORIOS.

1de1
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Anexo 11. Pruebas estadisticas aplicadas a los resultados de la validacion

secundaria.

CERPER.

orL PERM DA

IMPLEMENTACION DE METODO

1. PRUEBAS ESTADISTICAS APLICADAS A LOS RESULTADOS

Método a implementar: CERPER- CALLAC
Listeria monocylogenes ;
1ISO I1SO 18593:2004. Parte B y 2 excepto 8.1, 8.3.1, 8.3.3, 9.1, 9.2.3, RM- N° 461-2007/MINSA

Parte 8.4 .1ISC 11290-1:1996 Microbiology of food and animal feeding stuffs Horizontal methods for
sampling techniques from surface using contact plates and swabs- Horizontal method for detection

and enumeration

of Listeria monocytogenes - Part 1: Detection method. 1SO 11290-1:1996/Amd

1:2004 Modification of the isolation media and the haemolysis test, and inclusion of presicion data.

Producto :
Fecha :

Analista 1:
Analista 2:
Analista 3:
Analista 4:
Analista 5:
Analista 6:
Analista T:

1. RESULTADOS

Superficies irregulares
08/11/2013
Diana Corro

Janet Laura
Melody Vera
Yanira Al

Karol Nishizaka
Roger Sevilla
Irma Cuba

1 Inoculada Presencia
2 Ne inoculada Ausencia
3 1 Inoculada Presencia
4 ’ Inoculada Presencia
5 Na inoculada Ausencia
[] No inoculada Ausencia
7 Inoculada Presencia
8 2 No inoculada Ausencia
2 Inoculada Presencia
10 Inoculada Prasencia
11 Inoculada Presencia
12 No inceulada Ausencia
13 3 Inoculada Presencia
14 inoculada Presencia
15 Inoculada Prasencia
16 inoculada Presencia
17 Nao inoculada Ausencia
18 4 Inoculada | Presencia
19 Inoculada Presencia
20 No inoculada Ausencia
21 Inoculada Presencla
22 Inoculada Presencia
23 s No inoculada Ausencia
24 No inoculada Ausencia
25 Inoculada Presencia
26 Inoculada Presencia
21 Inoculada Presencia
28 6 No inoculada Ausencia
29 Inoculada Presencia
30 Inoculada Presencia
31 Inoculada Presencia
32 No inoculada Ausencia
33 7 Inoculada Presencia
34 No inoculada Ausencia
35 Inoculada Presencia
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cerRPER
IMPLEM?NTACIéN DE METODO

1. PRUEBAS ESTADISTICAS APLICADAS A LOS RESULTADOS

Método a implementar; CERPER- CALLAO
Listeria monocytogenes

1SO 1SO 18593:2004. Parte 8 y 9 excepto 8.1, 8.3.1, 8.3.3, 9.1, 9.2.3, RM- N° 461-2007/MINSA
Parte 8.4 1SO 11290-1:1996 Microbiology of food and animal feeding stuffs Horizontal methods for
sampling techniques from surface using contact plates and swabs- Horizontal method for detection
and enumeration of Listeria monocytogenes - Part 1: Detection method. ISO 11290-1:1996/Amd
1:2004 Modification of the isolation media and the haemolysis test, and inclusion of presicion data.

Producto : Superficies irregulares
Fecha: 08/11/2013

Analista 1: Diana Cormro

Analista 2: Janet Laura

Analista 3: Mélody Vera

Analista 4: Yanira Al

Analista 5: Karol Nishizaka
Analista 6: Roger Sevilla
Analista 7: Irma Cuba

2. RESUMEN DE RESULTADOS EXPERIMENTALES DEL LABORATORIO

El andlisis estadistico se realiza con los resultados obtenidos con los analistas tanto de las muestras inoculadas y
muestras no inoculadas.

2.1 ESQUEMA: TABLA DE CONTINGENCIA

Resuitados esperados

™S
N2y LAFF] b | el - 4
LTI T WoF N ™

Resultados esperados e

ey
U
T2
12
3. PARAMETROS DE DESEMPENO A EVALUAR
3.1 SENSIBILIDAD
[Verdaderos posiivos (Ny,) 23
Posilivos esperados (N+) 23
| SENSIBILIDAD (%) |Proporcian de verdaderos positivos (PVP) = Ny, / N+ 100%

La sensibilidad ser4 verificada con la proporcion de verdaderos positivos (PVP) mediante la prueba binomial.
Criterio de decision: El método es sensible cuando se verifique que PVP sea 100%.

Prueba de hipétesis:
Ho: PVP =1
Ha: PVP <1

[RTPTT—

* Test and Ci for One Proportion

|

| Test of PVP = 1.0000 vs PVP < 1.0000

! 95% i
! Upper Exact

. Sample X N Samplep Bound P-Value

C Loaebd

Como e! p-value (1.000) es mayor que el nivel de significancia (0.05), entances se concluye, al 95% de confianza, que
el método es ibl
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&cerrer
IMPLEMENTACION DE METODO

I. PRUEBAS ESTADISTICAS APLICADAS A LOS RESULT..QDOS

Método a implementar: CERPER- CALLAO
Listeria monocytogenes

ISO ISO 18593:2004. Parte B y 9 excepto 8.1, 8.3.1, 8.3.3, 9.1, 9.2.3, RM- N° 461-2007/MINSA
Parte 8.4 .1ISO 11290-1:1996 Microbiclogy of food and animal feeding stuffs Horizontal methods for
sampling techniques from surface using contact plates and swabs- Horizontal method for detection
and enumeration of Listeria monocylogenes - Part 1: Detection method. 1SO 11290-1:1996/Amd
1:2004 Modification of the isolation media and the haemolysis test, and inclusion of presicion data.

Producto : Superficies irregulares

Fecha : 08/11/2013

Analista 1: Diana Corro

Analista 2: Janet Laura

Analista 3: Mélody Vera

Analista 4: Yanira Ali

Analista 5: Karol Nishizaka

Analista 6: Roger Sevilla

Analista T: Irma Cuba

3.2 ESPECIFICIDAD
Verdaderos negativos (N,;) 12
Negalivas esperados {N-) 12

i ESPECIFICIDAD (%) |Proporcién de verdaderos negativos (PVN) = Ny, / N- 100%

La especificidad sera verificada con la proporcion de verdaderos negativos (PVN) mediante la prueba binomial.
Criterio de decision: El método es especifico cuando se verifique que PVN sea 100%.

Prueba de hipétesis:
Ho: PVN =1
Ha: PVN < 1

i Test and Ci for One Proportion
‘E Test of p = 1.0000 vs p < 1.0000
95%
} Upper Exact

| Sample X N Samplep Bound P-Value
| 12 12 1.000000 * 1000

i

Conclusién:
Como el p-vatue (1.000) es mayor que el nivel de significancia (0.05), entonces se concluye, can un nivel de confianza
del 95%, que el método es especifico. )

3.3 EXACTITUD RELATIVA

El méledo es exaclo cuando es veraz, es decir, demuestra un alto grado de concordancia con los resultados esperados; y cuando

es preciso, es decir, di que fos P paralas tras inoculadas coinciden entre si, en condiciones

de rapetibilidad y precision intermedia, y lo mismo ocurre con los Itad perados de las no i 1
|Resultados concordantes a los valores esperados (N, + No;) 35
Total de ensayos (N) 35

| EXACTITUD (%) |Exaclitud relativa (ER) = (N + Nx2) /N 100%

La exactitud refativa seré verificada con la proporcién de S a los esperados mediante

fa prueba binomial.

Criterlo de decislén: El método es exacto cuando se verifique que ER sea 100%.

Prueba de hipdtesis:

Ho:ER =1 .

Ha:ER <1 B

{ Test and C! for One Proportion

| Test of ER = 1.0000 vs ER < 1.0000
: 95%
H Upper Exact

: Sample X N Sample p Bound P-Value
i 1 35351000000 * 1000 i

‘Conclusién:

iComo el pwalue (1.000) es mayor que el nivel de significancia (0.05), entonces se concluye, con un nivel de

iconfianza del 95%. que los resultados del método son exactos {veraces y precisos).
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CENTIATON Y DL LAY A

IMPLEMENTACION DE METODO

1. PRUEBAS ESTADISTICAS APLICADAS A LOS RESULTADOS

Método a implementar: CERPER- CALLAO
Listeria monocytogenes

- 18O SO 18593:2004. Parte 8 y 9 excepto 8.1, 8.3.1, 8.3.3, 9.1, 9.2.3, RM- N° 461-2007/MINSA
Parte 8.4 .1ISO 11290-1:1996 Microbiclogy of food and animal feeding stuffs Horizontal methods for
sampling technigues from surface using contact plates and swabs- Horizontal method for detection
and enumeration of Listeria monocytogenes - Part 1: Detection method. ISO 11290-1:1996/Amd
1:2004 Modification of the isolation media and the haemolysis test, and inclusion of presicion data.

Producto : Superficies regulares

Fecha: 11111/2013

Analista 1: ~ Diana Corro

Analista 2: Janet Laura

Analista 3: Mélody Vera

Analista 4: Yanira All

Analista 5: Karol Nishizaka

Analista 6: Roger Sevilla

Analista 7: - Irma Cuba

1. RESULTADOS
1 Inoculada Presencia
2 No inoculada Ausencia
3 1 Inoculada Presencia
4 Inoculada Presencia
5 i No inoculada Ausencia
6 No inoculada Ausencia
7 ~ Inoculada Presencia
8 2 No inoculada Ausencia
9 fnoculada Presencia
10 Inoculada Presencia
1" Inoculada Presencia
12 No inoculada Ausencia
13 3 Inoculada Presencia
14 No inoculad: A i
15 inoculada Presencia
16 Inoculada Presencia
17 No inoculada Ausencia
18 4 Inoculada Presencia
19 inoculada Presencia
20 ) No inoculada Ausencia
21 No inoculada Ausencia
22 Inoculada Presencia
23 5 Inoculada Presencia
24 No i fad: A i
25 Inoculada Presencia
26 Inoculada Presencia
27 Inoculada Presencia
28 6 No inoculada Ausencia
29 No inoculada Ausencia
30 Inoculada Presencia
3 Inoculada Presencia
32 No inoculada Ausencia
33 7 Inoculada Presencia
34 No inoculada Ausencia
35 Inoculada Presencia
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WicerreR
IMPLEMENTACION DE METODO

I. PRUEBAS ESTADISTICAS APLICADAS A LOS RESULTADOS

Método a implementar: CERPER- CALLAO
Listeria monocytogenes

1ISO 1SO 18593:2004. Parte 8 y 9 excepto 8.1, 8.3.1, 8.3.3, 9.1, 9.2.3, RM- N° 461-2007/MINSA
Parte 8.4 .1ISO 11290-1:1996 Microbiology of food and animal feeding stuffs Horizontal methods for
sampling techniques from surface using contact plates and swabs- Horizontal method for detection
and enumeration of Listeria monocytogenes - Part 1: Detection method. 1SO 11290-1:1996/Amd
1:2004 Modification of the isolation media and the haemolysis test, and inctusion of presicion data.

Producto : Superficies regulares
Fecha: 11/11/2013

Analista 1: Diana Corro
Analista 2: Janet Laura
Analista 3: Melody Vera
Analista 4: Yanira All

Analista 5: Karol Nishizaka
Analista 6: Roger Sevilla
Analista 7: Irma Cuba

2. RESUMEN DE RESULTADOS EXPERIMENTALES DEL LABORATORIO

El andlisis esladistico se realiza con los resultados obtenidos con los analistas tanto de las muestras inoculadas vy
muestras no inoculadas.

2.1 ESQUEMA: TABLA DE CONTINGENCIA

Resultades esparados
Poshivo Negativo
Resultados del método | finoculado) (o Inocufado) To{g_f
Poshivo { Detoctado ) Ny Niz Niy*Ng
Negaiivo { No detectado ) | Naq Nz, Nu+Ng
Total N+ = Ny #8, N- = Nyz+ Nz N
2.2, RESULTADQS EXPERIMENTALES
Resultados 6sperados
Positivo ‘Negativa
Resultados del método firocutade) (No inoculado) Total
Posiihvo { Delectsdo | 2z U )
Negativo ( No detectato ) [4] 14 14
Total 21 14 32
3. PARAMETROS DE DESEMPENO A EVALUAR
3.1 SENSIBILIDAD
Verdaderos posilivas (Ny;) J 21
Posilivos esperados (N+) 21
[ SENSIBILIDAD (%} |Proporcién de verdaderos positivas (PVP) = N, 7 N+ 100%
La sensibilidad sera verificada con la proporcién de verdaderos positivos (PVP} mediante la prueba binomial.
Criterio de decisién: El método es ibl do se verifique que PVP sea 100%.
Prueba de hipétesls:
Ho: PVP =1
Ha:PVP <1
! Test and Ci for One Proportion
Test of PVP = 1,0000 vs PVP < 1.0000
95%
Upper Exact

Sample X N Samplep Bound P-Value
121211000000 * 1000

Conclusién:
Como el p-value {1.000) es mayor que el nivel de significancia (0.05). entonces se concluye, al 95% de confianza, que

el mélodo es sensible.
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V) CERPER

CERTWIACKIES DAL IR A,

IMPLEMENTACION DE METODO

I. PRUEBAS ESTADISTICAS APLICADAS A LOS RESULTADOS

Método a implementar: CERPER- CALLAD
Listeria monocytogenes

1ISO 1SO 18593:2004. Parte 8 y 9 excepto 8.1, B.3.1, 8.3.3, 9.1, 9.2.3, RM- N° 461-2007/MINSA
Parte 8.4 .1ISO 11290-1:1996 Microbiology of food and animal feeding stuffs Horizontal methods for
sampling techniques from surface using contact plates and swabs- Horizontal method for detection
and enumeration of Listeria monocytogenes - Part 1: Detection method. 1ISO 11290-1:1996/Amd
1:2004 Modification of the isolation media and the haemolysis test, and inclusion of presicion data.

Producto : Superficies regulares

Fecha: 11/11/2013

Analista 1: Diana Corro

Analista 2: Janet Laura

Analista 3: Mélody Vera

Analista 4: Yanira Ali

Analista 5: Karol Nishizaka

Analista 6: Roger Sevilla

Analista 7: Irma Cuba

3.2 ESPECIFICIDAD
\Verdaderas negativos (Na) 14
| Negalivos esperados (N-) 14

| ESPECIFICIDAD (%) [Proparcién de verdaderos negativos (PVN) = Ny, / N- 100%

La especificidad sera verificada con la proporcion de verdaderos negativos (PVN) mediante la prueba binomial.
Criterio de decision: El método es especifico cuando se verifique que PVN sea 100%.

Prueba de hipétesis:

Ho: PVN =1
Ha: PYN < 1

E‘restaudaforOnel'mponiunm R -

{ Test of PVN = 1.0000 vs PVN < 1.0000

95%
Upper Exact
| Sample X N Samplep Bound P-Value

1 14 14 1.000000 * 1.000

Conclusién:
Como el p-value (1.000) es mayor que el nivel de significancia (0.05), entonces se concluye, con un nivel de confianza ]
del 95%, que el método es especifico.

3.3 EXACTITUD RELATIVA
El métode es exaclo cuando es veraz, es decir, demuestra un alto grado de concordancia con los resultados esperados; y cuando
es preciso, es decir, d que los 1 esperados para las muestras inoculadas coinciden entre si, en condiciones
de repelibilidad y precisién intermedia. y lo mismo ocurre con los itadas esperados de las no inoculad.
Resullados concordantes a los valores esperados (N, + Ny,) 35
Total de ensayos (N) 35
I EXACTITUD (%) |Exactitud relativa (ER) = (Nys + Np2) /N 100%

La exactitud relativa serd verificada con |a preporcién de resullados concordantes a los esperados mediante
la prueba binomial.
Criterio de declsién: Ei métedo es exacto do se verifique que ER sea 100%.

Prueba de hipétesis:
HoER =1
Ha:ER< 1

| Testand Cl for One Proportion

Test of ER = 1.0000 vs ER < 1.0000 |
95% |
i Upper Exact |
i Sample X N Samplep Bound P-Value
b 33 35 000000, 5 . 2000

i
i
!
H

Conclusién:
Como el palue {1.000) es mayer que el nivel de significancia (0.05), entonces se concluye, con un nivel do
) a del 95% . que jos yesullados del cdo son 0 @ es praciso

= € | rag HaC
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Anexo 12. Formato de los ‘resultados del método ISO 11290-1:1996
/AMENDMENT 1:2004.

IcerPER

CENTIRCACIOMIS DFL PP SA

I LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA I HISOPADOS Listarts monceytogrence ]
HORA: i3 onhH -
o ) ) e
% 240 4a:7n 24530 @ ) am 2433 €:2h
2’ . A -] A B A B A
] ]y | o] mow] mon | prow fuon | smow] aon | aiow] aos waonw | acon (eeicsel | Aoa | reucem
s S lsls T sleslclst1sic]lele
“la]ls s gl |aslS|s 5151518 |15
“laj]sl sl |s ]l ]lS | SISHe |5 1o
e e T e Te T a s Te T s el STel el g
=l Sis sl el slisglelaclaslc] &g
sl el e 1S gl el slslelslalal ol s
“lelc | slSsis lslesls islis|ls|lae |l S
el l sls]lslslslsls|s]s]|ls
sut-l Mo | | ¢ | S x| sl Slslslals
“lals | S le|lSslas|l vl |elo|el=]s5
sl |l &l S PSS ]S Sl sl Sis
sad-l%|Sisis|slsls]s|s|sls|lsls
~jFlcl &£ 1 8°| clslgls |Is|lgs slg|e
vl s g1 x| & slels | Flgslal |
~lbls e lsl s lslslalslslacl sl
iciar] st o et osul oyl S| sl slelciclcl sl sIsls | s
B [CAMPe(howamngre) UK, se-lylel slels |sls|lslslal ol sig
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[* (/72 5 cotonies CT o C.5: Sa sigheon 5 colonkes f plece -1x s I 5 =5 s S
(W* e Colonias qua confirman s bloguimics | s & [~ & [ [ S~
R= RESULTADO 5: sospachosn T. Colonia fipics WAL Unidad museireads AM  Amms mussiraads
Cuts cortired
Alstmrriant y Sogquirmicer Prueta CAMP;:
{+) ML O3 Listeris monncytopenes ATOC 18111 ML 03 Livterks o111
{4 ML 27 Excherichis coll ATCC 25622 ML 33 Staphylococrus aureuy ATOC 25923
ML 04 Rivodoccecus waul ATCC 6539

AL 24 Liveris lnnocus ATCC 33090
ML 15 Livteria pnovl 103D, Manowl ATCE 19119

A-Purn s pr n, tormar de cads pleca d & &

Ubteria spp.
2.- %1 v una place hatiers menos de dnoo eolonias tploss o sospechors, tome pars B confirmecidn todas b colonies Hpices o sorpechosas.
3~ Reportar de acoerdo 8 150 18593 pars kot entayos de hizopados

EMRPOS
NCUBADORAS
EILS — 3
S 57—
srave ] 1rron Pl |
150 18590; 2004, Parts By § mxmagin 8.1, 81, BAS, B9, D28, Rl N 457.2001AINGA Parts 8.4 150 1120011958
£ ocricpine | owatve- Horkontal oo for e Gwtecion srd arsmaration of Liseria genes - Par 1: o 150 11200 12004 e
Jmomson mects and e -t o
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A 4
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EVALUACION DE LA PRODUCTIVIDAD Y SELECTIVIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
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Anexo 13. Instructivo de los procesos operativos no especificados en el método
ISO 11290-1:1996 /AMENDMENT 1:2004.

MANUAL DE INSTRUCCIONES
LABORATORIO DE ENSAYO
Codigo . 60X%A | ~ Version 0172013 [Pagina 1de 1

DETECCION DE Listeria monocytogenes METODO IS0 (X)

1. OBJETIVO.
Wamwmmmmwmmmm
150 g

2. ALCANCE.
Esta instruocion es apiicable a todes Ios productos indicados en la matriz de aseguramiento de
fa calidad para ef presente método, )

3. RESPONSABILIDAD
3.f BM&WWW&W&&WMyWMQ
3.2 El gnaiista asignado, es responsabie de su spiicacion.

4. TERMINOS Y DEFINICIONES
No aplca.

5. DESARROLLO

e El método Detaction method. ISO 11290-1:1936 indica en la seccidn 8.3.2 Incubar of
medio caldo fraser repotenciado por48h 2 2ha 350 37°C.

« Ellaboratorio incubard of caldo fraser repotenciado 8 una temperslura de 37 £ 1°C.
o El método Detoction method. 1SO 11280-1:1396/Amd 1:2004 en la seccion 5.4.2 indica
mla'agsmmwsagmm de cultive selecltivo se defa a discrecidn del

= E fgborstorio usard como segundo medio seloctive agar PALCAM y se incubord a 37 %
1*C en gerobiosis durants 48ht 3h,

= 8 (shoratorio incubar ef Ager ALOA por 48hs 3b,

«  E método Detection method. iSO 11290-1:1996 indica on la seccidn: 9.5.1.2 incubar las
placas de TSAYE a una temperstura de 35°C o 37°C..."

»  Ellaborstorio incubaré fas placas de TSAYE @ 37 £ 1°C.

s El método Detoction method. iSO 1!290—1:?993’h6089ﬂ!8~0€!&lamd9
Burninacién de Henty puede ser reafizada, si es necesario {...).

«  Eljaboratorio no Bevara a cabo esta prueba. )
«  Para la realizacion de la tincion de GRAM el laboratorio usard un equipo do ncidn GRAM

@ CERTIFICACIONES DEL PERU S.A.

: comercial.
Elaborado: Ravisato; D. S8nchez Aprobado: G. Reyes
Focha: _ Fecha: 2013- Focha: 2013
Fﬁmaomx@aj 'Ftnwanaw Firma en onginal
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MANUAL DE INSTRUCCIONES
LABORATORIO DE ENSAYO

Cédigo  60XX- | Version 01/2012 |Pégina 2 de 2

& CERTIFICACIONES DEL PERU S.A.

o EI mélodo Defection method. ISO 11290-1:1996 indica en ftem 9.5.4 que la prueba de
motilidad no es necesaria en todos Ios ¢aso0s ...

e Ellaboratorio reslizard la Prueba altemativa de motilidad.

s E método Detection method. ISO 11290-1:1936 indica en Item 8.6.2 que los aziicares
xilosa y ramnosa se incubardn a 35°C 0 37°C ...

»  Ellaboratorio incubaré los aziicares xilosa y ramnosa a 37 + 1°C.

s  Fl método Detaction method. ISO 11290-1:1996 indica en el ffem: 9.6.3 que las placas ds
agar sangre sa incuban a 35°C .0 37°C por 18h a 24h.

e Ellaboratorio incubard las placas de agar sangre a 37 £ 1°C 18h a 24h.

6. REGISTROS
Hoja de ensayo HE-MI-H
Hoja de ensayo HE-MI-LM

8 REFERENCIA
1SO 11290-1:1996 Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal method for the

detection and enumeration of Listeria monocytogenes.

. 1SO 11290-1:1996/Amd 1:2004 Modification of the isolation media and the haemolysis test,
and inclusion of precision data.
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Anexo 14. Protocolo del proceso de deteccién de Listeria monocytogenes 1SO
11290-1:1996 /AMENDMENT 1:2004

10 mL de caldo Fraser
as 0.1 midecultivo W Agar PALCAM

e tnocular en
enriquecimiento A Trr— xla Agar ALOA

secundario

¢

Incubara 37+1°C x48+2h

Inocularen

!_l_‘

Agar PALCAM Agar ALOA

L.—'__l

incubara37+1°Cx 48+2h

& Seleccionar S
colonias presuntivas,

estriar

Seguirel
procedimiento

Agar TSAYE TINCION GRAM
=2

=2 PRUEBA CATALASA

embra puncién profunda

Incubara37+1°Cx 18-24h con asarecta

Q TEST DE MOTILIDA
Incubar a 25+ 1°C x 48-5d.

iembra de cepas en
=> TestdeCAMPagl = o t"
IncubaQT +1°Cx18-24h

Caldo TSBYE

. Incubara 25 = 1°C x 8-24h
UTILIZACION DE CARBOHIDRATGS

Rhamnosa Xilosa

Incubara !7 +1°Cx5dias
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Anexo 15. Procedimiento de la determinacién de inéculo del microorganisrmo

objetivo (Listeria monocytogenes) y microorganismo no objetivo (Escherichia
coli).

a) Cepas de trabajo rutinario en refrigeracion, b) cepa de trabajo en microvial, ¢) diluciones sucesivas a
partir de un cultivo de 24h, d) siembra del indculo por duplicado, e) incubacion de las placas inoculas, f)
recuento del microorganismo no objetivo , g) recuento del microorganismo objetivo.
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Anexo 16. Crecimiento del microorganismo objetivo (Listeria monocytogenes) y
no objetivo (Escherichia coli) en medios de cultivo selectivo y no selectivo.

a) Caldo Fraser con cepa E. coli, b) caldo Fraser con cepa de L. monocytogenes, ¢) Agar ALOA con cepa L.
monocytogenes, d) Agar ALOA con cepa L. inocua, e) Agar ALOA con cepa L. ivanovii, f) Agar PALCAM con
cepa L. monocytogenes, g) Agar TSAYE con cepa L. monocytfogenes, h) Agar ALOA Y PALCAM con cepa E.
coli, h) Caldo TSBYE con cepa L. monocytogenes.
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Anexo 17. Inoculacién del microorganismo objetivo (Listeria monocytogenes) y
no objetivo (Escherichia coli) en superficies inertes irregulares y regulares.

a) Inoculacién de superficies irregulares (cucharas, tapers, vasos) con 100mL de microorganismo objetivo de
10 - 100 UFC y microorganismo no objetivo >1000 UFC b) frasco estéril con los 100 mL del inéculo recogido
de cada matriz, c) esponja estéril, d) cuadrante estéril, e) hidratacion de la esponja con 10 mL de diluyente, f)
recojo de la muestra, g) corte de la zona donde se tobo contacto con la mano, h) incorporacién de 90mL de
caldo fraser enriquecimiento primario.
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Anexo 18. Bioquimica de Listeria monocytogenes seguin el método I1ISO 11290-
1:1996 /AMENDMENT 1:2004.

a) Crecimiento de Listeria monocytogenes en agar ALOA y agar PALCAM, b) Listeria monocytogenes
en agar TSAYE, c) Tincién GRAM de L. monocytogenes, d) Prueba de catalasa, e) prueba de CAMP,
f) fermentacion de azlcares, g) prueba de motilidad.
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