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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

' R.D.N° 206-2014-UNSCH-FCB-D

Bach. MELODY VERA RAMIREZ

En la ciudad de Ayacucho , el dia veintiocho de noviembre de| dos mil catorce, siendo |as

cuatro de la tarde, en el Auditorio de| Departamento de Ciencias Biolégicas, reunidos Ios

miembros del jurado cali}401cadorpresididos por el Dr. Segundo Tomas Castro Carranza en

condicion de Decano- Presidente y como miembros Ia Mg. Vidalina Andia Ayme, Mg�030Aurelio

Carrasco Venegas y Mg. Serapio Romero Gavilén con la }401nalidadde recepcionar el trabajo de

tesis titulado �034validaciénsecundaria de| método ISO 11290-121996/Amd 122004 Microbiologia

de los alimentos y piensos método horizontal para deteccion y enumeracién de Listeria

monocytogenes�035en hisopados de super}401cieinerte. Certi}401cacionesdel Peri�031:S.A. Lima 2014,

presentado por la bachiller Mélody Vera Ramirez, con la que pretende obtener el titulo

profesional de Biologa con Especialidad de Biotecnologia. Acto seguido el Sr, Decano de la

Facultad previa conforrnidad 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 inicio el proceso saludando a los presentes, presentando el trabajo,

dedicatoria, agradecimiento, introduccién, objetivos, marco teérico, metodologia, resultados y

' discusion, conclusiones, recomendaciones y }401nalizandocon los anexos. Concluido esta fase el

Sr. Decano invito a los miembros del jurado a plantear correcciones, aclaraciones y preguntas

' que consideren pertinentes, para que pueda ser defendido por la sustentante y p}402blico

asistente a abandonar ei Auditorio a }401nde que el jurado puedes deliberar Ia cali}401cacion

respectiva, obteniendo Ios 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 Gavilén 17 17 17

Promedio: 18

Concluido la cali}401cacionse obtiene ei promedio de Dieciocho (18) Iuego se invité a la

sustentante y al publico asistente a ingresar al Auditorio con la }401nalidadde dar a conocer ei

resultado y a la vez colocar Ia medalla y toma de la juramentacion respectivo.

Concluido con el acto los miembros del jurado evaluador }401rmamosal pie del presente

documento, dando fe al mismo Finaliza Ia sustentacién siendo siete de la noche.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién se realizé en los laboratories de la empresa

Certi}401cacionesdel Pen], S.A. en el érea de microbiologia, con el objetivo de

realizar la validacién secundaria del método, Lima 2014, para Io cual se trabajé

con microorganismos esténdares sugeridos por el método ISO. Durante todo el

proceso experimental de la validacién secundaria Ios resultados del control

microbiolégico ambiental se encontraron dentro de los limites ma'ximos

_ permisibles ya que el crecimiento microbiano fue S15 UFC/placa, |as

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 de| microorganismo objetivo en agar ALOA y PALCAM, la

selectividad también fue satisfactoria ya que no existe crecimiento de|

microorganismo no objetivo en agar no selectivo (TSA). La tasa de productividad

del agar ALOA fue de 0.76 por lo tanto es satisfacloria ya que la tasa de

productividad esperada es 20.5, selectividad fue satisfacloria porque hubo

inhibicién total del microorganismo no objetivo, La tasa de productividad del agar

PALCAM fue de 0.78 y la selectividad fue satisfactoria porque hubo inhibicién

�031 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 de| microorganismo objetivo. Para los ensayos preliminares

�030 se analizaron dos muestras de cada matriz por duplicado, para la oblencién de la

data participaron 7 analistas donde se obtuvieron 35 datos 5 datos por analista.

Para el caso de super}401ciesregulares se inocularon |as cepas objetivo (Listeria

monocytogenes) y las cepas no objetivo (E. coli) en plantillas de material

espumado y se procedié seg}402nel método de la esponja, para el caso de

super}401ciesinertes irregulares se inocularon a contenedores y se procedié segL'm

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 demostré que el método es especifico porque se veri}401cé,al 95% de

con}401anza,que la proporcién de verdaderos negativos recuperados es 100%,

también se demostré que el método es sensible porque se veri}401céal 95% que la .

proporcién de verdaderos positivos es 100%, se demostré también que el

método es exacto (veraces y precisos). Por Io tanto el método se considera

reproducible generando asi resultados con}401ablesy precisos.

Palabras clave: validacién secundaria, Listeria monocytogenes, super}401cies

inertes.
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I. 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 produclos vitales para la salud.

El anélisis microbiolégico cobra gran importancia al ser un punto élgido en la '

elaboracién y distribucién de los a|imentos. por esta razén el laboratorio

_ encargado del anélisis debe mantener esténdares 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

veri}401caciény validacién de nuevos métodos.

La validacién secundaria en los Iaboratorios de ensayo ha venido tomando gran

importancia, con el }401nde desarrollar sistemas rigurosos de calidad que

proporcionen y aseguren al consumidor un producto de alta calidad que cumpla

con las especi}401caciones.

La validacién secundaria es la aportacién de evidencias objetivas de que el

método cumple con los requerimientos especi}401cadospara el uso previsto.

En la veri}401caciéno validacién secundaria no se necesita una evaluacién

rigurosa de los parémetros"de desempe}401ode| método. El laboratorio solo

necesita conocer |as especi}401cacionesde| método normalizado a partir de los

datos de validacién que se reportan, tener analistas competentes,

instrumentacién calibrada, el medio ambiente e instalaciones apropiadas, y los

materiales de referencia y reactivos necesarios para efectuar el proceso de

veri}401cacién.'

- Las especi}401cacionestomadas en cuenta en la validacién secundaria son: la

1



sensibilidad, especi}401cidad,exactitud y precisién que permitirén observar el

desempe}401ode| método.

Esta validacién de técnicas microbiolégicas, es de suma importancia ya que

ayuda a la regulacién, a la reduccién de costos en el laboratorio y como requisito

para dar cumplimiento a normas tan especi}401cascomo la nonna ISO/I EC 17025,

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

OBJETIVO GENERAL

- Realizar Ia validacién secundaria de| método microbiolégicoz�035ISO 11290

- 121996/Amd 122004 Microbiologia de los alimentos y piensos para la

deteccién y enumeracién de Listeria monocytogenes", en hisopados de

super}401cieinerte que ingresan a la empresa Certi}401cacionesde| Per}402,S.A.

OBJETIVOS ESPECiFlCOS

- Realizar el monitoreo de las condiciones microbiolégicas de| ambiente de

trabajo y veri}401caciénde la calibracién de los equipos.

o Evaluar la productividad y selectividad de los medios de cultivo utilizados '

para Listeria monocytogenes. _

o Detenninar Ia especi}401cidad,sensibilidad y la exactitud relativa del

método.

2



ll. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

La préclica de la veri}401caciénde la calidad se remonta a épocas anteriores al

nacimiento de Cristo. En el a}401o2150 A.C., la calidad en la construccion 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 mala a los ocupantes, el constructor debe ser ejecutado".

_ A principios del siglo XX cuando el concepto de calidad se asocio con lograr

producir lo que se necesitara y que al }401naldel 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 vario hacia la

blisqueda de lograr obtener el objeto deseado en el momento justo y en la

cantidad justa, introduciendo la segunda etapa en la evolucién de la gestién de

calidad, el control estadistico de la calidad. 3

En el periodo de guerras aparecié la }401gurade W. A. Shewharl. En 1931 publica

�034Economiade control de calidad en los productos fabricados", en el cual utiliza el

control estadistico de la calidad como medio péra crear los gré}401cosde 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 gré}401cosde control.�030
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Una vez que en 1945 se terminé 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 Ia demanda de muchos productos que

habian dejado de hacerse debido al desvio de materias primas hacia la

produccién militar. Sin embargo, en Japén se gesté un cambio en esta

mentalidad debido a los aportes de W. Edwards Deming, Joseph 'Juran y otras

personas; enviadas a ayudar en la reconstruccién de| pais oriental después de

su derrota en la guerra. En Ios inicios de la década de 1950, ellos introdujeeron

técnicas y nociones sobre calidad distintas a las que estaban siendo utilizadas

en 'el resto del mundo junto con Iecciones estructuradas sobre los problemas y

enfoques de cémo resolverlos. Esta es la etapa de| aseguramiento de la calidad.

Ellos, junto con la JUSE (Uni6n Japonesa de Cienti}401cose 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 de| mercado, con lo cual diferenciaron esta etapa de la

evolucién de la gestién de calidad, ya que ademés de contar con limites de

aceptacién, buscaban controlar y minimizar el efecto de las causas de esos I

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 espa}401ol(Planuaar,

Hacer, Verificar, Actuar) o Ciclo Deming, debido a que fue él quien lo dio a

conocer a nivel mundial. Ademés desarrollé 14 puntos para mejorar la

administracién de las organizaciones y enuncié |as 7 enfermedades mortales que

atacan a toda empresa. V

En 1962 Ishikawa fue el forrnulador de los circulos de calidad, como método para

la iesolucién de problemas, y creé el Diagrama Causa-Efecto (Diagrama

Ishikawa) para determinar |as fuentes raiz de los problemas.

John Oakland conjunté |as ideas ma's representativas de la calidad, seg}402nlos

diférentes expenos mundiales, en un modelo que Ilamé calidad total en su Iibro

Administracién Total de la Calidad en 1993. Asi, segL'1n la Sociedad para la

Promocién y Reconstruccién Industrial, la calidad total es una conjuncién de

ideas que fonnan �034unsistema de gestién o }401losofiagerencial a través del cual |as

organizaciones satisfacen |as necesidades y expectativas de| usuario, de sus

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

4



_ recursos de los que disponen: personas, materiales, tecnologia, sistemas

productivos, etc." ' -

Sin embargo, esto no he terminado y el éoncepto 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 segun Ios

adelantos tanto teéricos como précticos. 5

2.2. VALIDACIGN «

Es el proceso por el cual se establecen mediante estudios de laboratorio que las

caracteristicas de desempe}401odel método analitico cumplen requerimientos para

la aplicacién analitica propuesta, es decir, para detectar o cuanti}401cargrupos

microbianos especi}401coscomo es el caso, siendo su principal objetivo

con}401nnary documentar Ia con}401abilidadde los resultados obtenidos.°

Consiste en establecer evidencia documentada que proporcione un alto grado de

aseguramiento de que un proceso especi}401coproduciré consistentemente un

producto que cumpla con sus especi}401cacionesy atributos de calidad

V predeterminados. 5

2.3. VALIDACION PRIMARIA

La validacién primaria es un proceso exploratorio que tiene como metas

establecer los limites operacionales y las caracteristicas de desempe}401ode

método nuevo, modi}401cadoo caracterizado en forma inadecuada. Debe dar

origen a especi}401cacionesnuméricas y descriptivas para el desempe}401oe

incluir una descripcién detallada y precisa de| objeto de interés.

Caracteristicamente, la validacién primaria procede mediante el uso de

esquemas de ensayo especialmente dise}401ados.7

2.4. VALIDACION SECUNDARIA

La validacién secundaria tiene Iugar cuando un Iaboratorip precede a

implementar un método desarrollada en otra parte. Esta validacién se centra en

la reunién de evidencia acerca de que el laboratorio esté en la capacidad de

cumplir las especi}401cacionesestablecidas en la validacién primaria. Suele

Ilamarse veri}401cacién;y es la con}401rmacién,mediante el aporte de pruebas

objetivas, que se han cumplido con los requisitos establecidos.�035

5



Es importante para un laboratorio de analisis, validar sus técnicas para asi

optimizar sus procesos, los cual implica reducir sus gastos, el tiempo de

desarrollo de la técnica y generar con}401abilidaden los resultados que se emiten.

Asimismo sirve para dar cumplimiento a las normas Iegales pertinentes 0 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 con}401anzadentro de sus c|ientes.9

2.5. PARAMETROS ANALlTIcOS PARA LA VALIDACION SECUNDARIA IDE

UNA TECNICA o METODO

Son las propiedades, caracteristicas o capacidades de| método

ESPECIFICIDAD. Es la capacidad de| método para diferenciar precisa y

especi}401camenteel compuesto de interés, en presencia de los demés

componentes, que se espera esté presentes en la matriz de la muestra.

Capacidad o habilidad de un test screening de detectar muestras negativas '

cuando realmente son negativas.�035

EXACTITUD. La exactitud, es la cercania de un resultado al valor verdadero por

comparacién 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. Usua|mente., la

exactitud se expresa como porcentaje de recuperacién de los microorganisrnos

mediante el método de validacién."

PRECISION. Se relaciona con la dispersién de la medida alrededor de un valor

medio 0 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 anélisis realizados

repetidamente de mtiltiples muestreos de una muestra homogénea.�034 _
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_ SELECTIVIDAD. La selectividad es el gradb en que un método puede

cuanti}401carel analito con precisién en presencia de interferentes. En muchos

tipos de anélisis, Ia selectividad es esencialmente un estudio cualitativo basado

en la signi}401cacién,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. ISO

ISO (Organizacién Internacional de Normalizacién) es una federacién mundial de

organismos nacionales de normalizacién (organismos miembros de ISO). El

trabajo de preparacién de las Normas lnternacionales 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,

p}401blicasy privadas, en coordinacién con ISO, también participan en el trabajo.

ISO colabora estrechamente con la Comisién Electrotécnica lntemacional (IEC)

K en todas las materias de normalizacién electrotécnica.�035

2.7. SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

La norma ISO 9000 de}401neel sistema de calidad como: �034Conjuntode la

estructura de la organizacién, de responsabilidades, de los procedimientos, de

los procesos y de los recursos que se establecen para llevar a cabo Ia gestién

de la calidad".

Este conjunto consiste en la de}401niciénde un método de trabajo que asegure que

los servicios prestados cumplen con las especi}401cacionespreviamente

establecidas en funcién de las necesidades de| cliente. Un sistema de calidad

identi}401ca,coordina y mantiene |as actividades necesarias para que los

productos/servicios cumplan con los requisites de calidad establecidos sin tener

en cuenta donde estas actividades se producen.�034

2.8. CONTROL DE CALIDAD

El control de calidad es una parte de las Buenas Précticas de Manufactura que

agrupa |as normas acerca de organizacién, documentacién y procesos como

~ muestreo, fabricacién, anélisis y evaluacién de todos los factores que
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intervienen en el proceso productivo, asegurando que cada proceso es Ilevado

a cabo bajo |as condiciones que garantizan que los materiales y productos son

Iiberados para su uso, venta o suministro con un alto nivel de calidad que: ha

sido juzgado como satisfactorio. El control de calidad no esta con}401nadoa

operaciones de laboratorio, debe estar involucrado en todas las decisicnes

concemientes a la calidad de producto.�035

2.9. CALIDAD EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Conjunto de atributos que hacen referencia de una parte a la presentaczién,

composicién y pureza, tratamiento tecnolégico y conservacién que hacen de|

alimento algo mas o menos apetecibie al consumidor y por otra parte al aspecto

' sanitario y valor nutritivo del alimento.

Para la industria agroalimentaria es importante de}401nirlos atributos de calidad

mas valorados por cada grupo de consumidores, su importancia relativa y c<":mo

se evai}402an.Una vez de}401nidos,la principal preocupacién de la empresa es

conseguir la produccién y el suministro continuo de un producto con niveles; de

calidad en continua mejora. Los sistemas de aseguramiento de la calidaci se '

desarrollaron para mantener a lo iargo de| tiempo |as caracteristicas de calidad

}401jadas,de tal manera que el consumidor establezca una asociacién perdurable '

entre la marca 0 el producto y un determinado nivel de calidad. Para conseguir

esa homogeneidad en el producto }401nalse 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) 0 ha

adaptado los modelos desarrollados inicialmente para otros sectores industriales

(nonnas ISO). Los sistemas ISO y APPCC son preventivos y su carécter

documental permite hacer auditorias y homologar Ias industries, facilitandu el

comercio y mejorando Ios esténdares.�035

2.10. CONTAMINACION MICROBIANA EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Una de las causas mas importantes de la presencia de peligros biolégicos en la

industria alimentaria son las contaminaciones cruzadas. Un estudio realizado por

la Organizacién mundial de la Salud, en el émbito europeo, determiné que el

25% son de los brotes de toxiinfeccién.
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_ Por contaminacién cruzada se entiende la transmisién de microorganismos de un

alimento a otro en forma directa o indirecta. Y adquiere su ma'ximo riesgo,

cuando se produce desde alimentos crudos a alimentos elaborados. En este

caso los posibles patogenos se encuentran con muy pocas barreras y pueden

multiplicarse siempre y cuando se den las condiciones adecuadas.

Las super}401ciesson una de las vias de contaminacién de los a|imentos més

frecuentes tanto en la industria alimentaria, en la restauracién colectiva, asi

como en el hogar. Las bacterias que colonizan |as super}401ciespueden actuar

como un reservorio de microorganisrnos alterantes, Pseudomona aeruginosa y/o

patégenos como por ejemplo: S. auerus o L. monocytogenes.

Hoy en dia la vigilancia y control de la contaminacion microbiana de las

super}401ciesesté adquiriendo un interés creciente debido en parte a la noti}401cacién

de brotes alimentarios cuyas vias de contaminacién implicadas han sido

super}401cies,equipos y/o utensilios de contacto con el alimento contaminado."

2.11. ANALISIS MICROBIOLOGICO DE SUPERFICIES

_ El anélisis microbiologico ambiental y de super}401ciesen la industria de los

alimentos se constituye en una herramienta bésica para el control de materias

primas, procesos, productos y manipuladores, ya que permite establecer el

grado de contaminacién biolégica de estos, por esta razén el control

microbiolégico es parte fundamental en todo el proceso.�035

Los principales objetivos de| anélisis 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.

0 Que las materias alimenticias que Ilegan a la fébrica para ser procesadas

cumplan con las normas exigidas y pactadas con el productor.

0 Que se: mantenga el control de| proceso y la higiene de la linea de

fabricacién.�035

Los métodos de examen microbiolégico utilizados para controlar la calidad de|

alimento son en si mismos muy variados y dependientes, en gran parte del

alimento que va a ser analizado.2°
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2.12. Listeria monocytogenes

ORIGEN Y DESCRIPCION V

El género Listeria spp recibe su nombre en honor del cirujano briténico L.ord

Joseph Lister y la especie Listeria monocytogenes por el sindrome de

monocitosis presente en determinados enfermos de listeriosis?�030

La primera descripcién de listeriosis en los humanos fue realizada por Nyfeldt en

1929 el cual aislé esta bacteria a partir de sangre de pacientes que sufrian una

enfermedad parecida a la mononucleosis infecciosa. En 1936, Burn, aisle�031)el

microorganismo de cadéveres de neonatos e implico a la bacteria como causa

de meningitis en adultos. En 1936 se reconocié por primera vez Listeria

monocytogenes como causa deinfeccién humana durante el periodo perinatal

y como responsable de meningitis en adu|tos.22

Las listerias son bacilos de forma regular y con forma de vara cona de

aproximadamente 0,4-0,5 pm de diémetro y 0,5�0242um de Iongitud 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 esté provocada por la

presencia de tres 0 cuatro }402agelosde implantacién periférica. Estos }402agelos

pueden tener longitudes de 6 a 20 pm 0 mas."

Listeria monocytogenes se ha considerado durante muchos a}401osun patégieno

de animales, su papel significativo como patégeno humano transmitido por

alimentos solo se hace evidente a partir de 1980, cuando comienzan a aparecer

en la Iiteratura informes documentados de brotes de Iisteriosis, detectados por

consumo de alimentos contaminados. 2�030

TAXONOMiA

Dominio 2 Bacteria

Filo : Firmicutes

Clase : Bacilli �030

Orden : Bacillales

Familia : Listeriaceae

Género : Listeria

Especie : Listeria monocytogenes
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�030 Listeriosis �024 ~ v - -» L

La Iisteriosis humana forma parte del grupo de enfermedades transmitidas por

alimentos (ETA), esta enfermedad es esporédica y la ocasiona Listeria

monocytogenes.

Este microorganismo se ha convertido en un problema de salud pL'iblica, y

aunque la incidencia esté entre 4 y 8 casos por cada 1.000.000 personas, la tasa

de mortalidad es alta en comparacién con otras ETAs (20 - 30%), (ONU 2000).

Entre |as manifestaciones clinicas asociadas a Iisteriosis se encuentran:

meningitis, encefalitis, septicemias y aborto entre otras.�035

D�031

�035�034�034"m«»mFwe
\ :�030,'.�030?�030.;�034;'..�034..�030.".....u,.......,....;.L I

«~»-~ -~W e L,
 / '�034�030�035�034"�034�034�031°�035

- Pmnm \E�030§%&>I

 mww2 .5,

' $:.�031?.:�030....ae...;. WWW

Figura 1. Representacién esquemética de la infeccién 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 ei gran

ntimero de personas infectadas y por la industrializacién en la produccién de

alimentos que favorece Ia diseminacién de estos paiégenos.

El aislamiento e identificacién 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 Ia multiplicacién de L.

monocytogenes hasta niveles que sean suficientes para poder detectar este

�031 microorganismo.�035
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En la actualidad existen varios métodos convencionales y répidos disponibles

para la deteccién e identi}401caciénde Listeria monocytogenes en muestras de

a|imentos 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 seré }402tilcan >

propésitos reglamentarios. Siguén siendo el �034patrénde oro�035frente a los cuales; se

comparan y validan otros métodos. Normalmente estos métodos son muy

sensibles y no requieren equipamiento so}401sticado0 care.

Algunas desventajas de este grupo de métodos incluyen el periodo de tiempo

relativamente largo que se necesita para }401nalizarIos protocolos, Ia experiencia

préctica que se precisa en varias manipulaciones, la necesidad de productos

quimicos, reactivos y medios muy diferentes, Ia posibilidad de que algunos

microorganismos contaminantes enmascaren la presencia de las bacterias

diana, incluyendo una posible falta de deteccién de variantes atipicas de|

organismo diana y la subjetividad relativa que supone Ia interpretacién de|

crecimiento bacteriano en placas de agar con un medio selectivo y diferencia|.2°

Deteccién de Listeria monocytogenes en super}401ciesinertes. _

Listeria monocytogenes se considera uno de los agentes mas importantes. de

enfermedades de transmisién alimentaria. Las explicaciones posibles de: la

emergencia de la listeriosis humana que es persistente en los alimentos debido

a que crece sobre super}401ciescomo condensadores, paredes, techos y utens}402lios

de limpieza en las plantas procesadoras de a|imentos sean totalmente

involucrados en la contaminacién de dicho patégeno, a partir de dichas fuentes,

transmitida por alimentos como un asunto del maximo interés de Salud P}402bvlica

comprenden los cambios importantes en la produccién, procesamiento y

distribucién de los a|imentos, Ia utiiizacién cada vez mayor de la refrigeracic'>n

como medio de conservacién primaria de los alimentos, los cambios en los

hébitos de comida de la poblacién, par}401cularmenterespecto a la comodidad de

los a|imentos ya preparados y un incremento de| n}401merode 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 conservacién
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prolongado a temperatura de refrigeracién y que se consumen sin tratamiento

Iistericida previo. 25
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Ill. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE ESTUDIO

El presente trabajo se investigacion, se realizé en los laboratorios de

Microbiologia de la Empresa Certificaciones de| Peru S.A., ubicado en la

ciudad de Lima.

J 3.2. TIPO DE INVESTIGACION: Bésico- Descriptivo

3.3. DISENO DE INVESTIGACION: Transversal Descriptivo

3.4. METODOS IMPLICADOS EN EL PROCESO DE LA VALIDACION

SECUNDARIA

Para llevar a cabo Ia validacién secundaria se uso el método:

3.4.1. ISO 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 11290-1:1996IAmd 1:2004 Modi}401cationof 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 tomaré en cuenta Ia 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° 461-2007lMlNSA Guia Técnica para el Anélisis Microbiolégico

de super}401ciesen contacto con Alimentos y Bebidas.

De esta Resolucién ministerial de| MINSA se tomaré en cuenta Ia parte 7.3.1,

7.3.2, 7.3.3 y 8.2, 8.3 y 8.4 (Anexo 4).

3.5. PROCEDIMIENTOS A SEGUIR PARA LA VALIDACION SECUNDARIA

3.5.1. Determinacién de las condiciones de trabajo.

(a) Monitoreo microbiolégico ambiental de trabajo

El monitoreo ambiental se realizé teniendo en cuenta lo siguiente:

- La evaluacién ambiental, se realizé cada semana, de preferencia en las

' primeras horas de la ma}401ana.Antes de iniciar el monitoreo, se veri}401cé|as -

siguientes condiciones ambientales: _

o Sistema de aire acondicionado en funcionamiento.

o Cabina de }402ujolaminar encendida.

o Haber transcurrido media hora antes de culminada |as labores

diarias de limpieza.

Tabla 1. Areas de trabajo de monitoreo ambiental de| laboratorio de .

microbiologia CERPER. Lima 2014.

Ambiente Lugar de ensayo

 

Mesa 2

Mesa 3 "

i Mesa 4 :

Mesa 5 I

L ._ I _ SEW"? �030*5 _ .... __J
Sala de pases Mesa 1

Mesa 2

V§F"¢%�254}401:Hc$FW§}401�2545répE &é"EGIEi\E�024j

de medios de cultivo Almacen de medios de cultivo y reactivos. Q

IFBIDAB luz.-you }401.. 16
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_ �030 - Se prepararon placas de�030agarplate éohnt y agar oxitetraciclina glucosa

extracto de levadura seg}402nlas areas a evaluar. Se seco |as super}401cies

' de las placas antes de utilizar. ' '

0 Se marcé cada juego de placas registrando Iugar de ensayo, iniciales del

medio de cultivo y fecha. ~

o Se expuso |as placas en cada Iugar durante 15 minutos. Un juego de

placas sin exponer se mantendré como control de medios.

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

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

1°C por 5 dias.

- Transcurrido el tiempo de incubacién se efectuo la lectura y registré los

resultados en el formato cédigoz LE-R�024MAN,monitoreo microbiologico

ambiental.

Tabla 2. Limites microbiolégicos permisibles para los ambientes de| laboratorio

de microbiologia de CERPER. Lima 2014.

DETERMINACION LIMITE

Para el caso de cabina de }402ujolaminar fué 0 UFC/placa/15min.

Control de la temperatura y humedad de las areas y los equipos de trabajo.

- El personal designado, realizé tres Iecturas diarias de temperatura y

humedad de su area.

- Luego se registré en la carta control LE-R-CTH �034Cartacontrol

Temperatura y Humedad�035 _

- Fecha

- Temperatura convencionalmente verdadera (TCV)

- Humedad convencionalmente verdadera (HRCV)

- Firma del responsable

o Firma de| supervisor
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Para equipos de temperatura (estufas ba}401osde agua mu}402a,

incubadoras y otros):

- Los datos obtenidos en la tabla de resultados de| informe o certi}401cadode

la calibracién, sirvié para hallar el valor convencionalmente verdadero

para un determinado valor en el tennémetro de| equipo.

o Para cada valor de temperatura de indicacién de| equipo se hallé de

temperatura convencionalmente verdadera (TCV) de la columna de �031

temperaturas promedio de la tabla que es el valor promedio corregida de

cada sensor utilizado en la calibracién. Para obtener Ia TCV se sacé

promedio sélo de los valores de los sensores que cumplen Ia tolerancia

tomando en cuenta la incertidumbre.

- Se registré los datos obtenidos en el fonnato célculo 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 .

' I-'\rea Temperatura promedios de Humedad

trabajo relativa .

Sala de siembra 18°C - 24"C 21 1 3°C Méx 80%

(b) Aseguramiento de calidad de los resultados. �031 -

0 Se realizé un control positivo: Medio de cultivo indicado en el método al

cual se inocu|é la cepa de| microorganismo objetivo.

- Se realizé un control negativo: Medio de cultivo indicado en el método al

cual se inoculé Ia cepa de| microorganismo no objetivo �031

- El ensayo se hizo por duplicadoz Permitié evaluar una muestra

ensayada, a }401nde comprobar que los resultados obtenidos se ajustan a

los esperados.

- Se usé cepas de referencia: Microorganismos de}401nidospor lo menos a

nivel de género y especie catalogados y descritos seg}401ncaracteristicas y

preferibiemente de origen conocido, obtenidos de una coleccién nacional

e intemacional conocida.
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_ 3.3. Determinacién del inéculo de Listeria monocytogenes para el control

de calidad del medio de cultivo TSBYE.

lnéculo de 10 - 100 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 1.1L a partir de la cepa de trabajo en

refrigeracién. �031

- Se inoculé con un asa de 1 pL de| cultivo de 24 horas a un tubo con 9 mL

de agua peptonada al 0,1% (10°) 0 el diluyente a evaluar y se

homogenizé en vortex (10 segundos).

- Se hizo diluciones decimales hasta Ia dilucién 10°.

0 Se tomé de este tubo 0,1 mL y sembré en placa por diseminacién 0 en el

medio de cultivo liquido que se desea evaluar.

lnéculo 100 �024250 UFC: Listeria monocytogenes (ML 03).

_ 0 Se preparé el inéculo 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.

o 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°) 0 el diluyente a evaluar y se '

homogenizé en vortex (10 segundos).

- Se realizé diluciones decimales hasta la 10�035.

o Se tomé de este tubo 0,1 mL y sembré en placa por diseminacién 0 en

el medio de cultivo liquido que se desea evaluar.

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

o Se preparé el inéculo 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 uL de| cultivo de 24 horas a un tubo con 9 mL

de agua peptonada al 0,1% (10°) 0 el diluyente a evaluar y se

homogenizé en vortex (10 segundos).

- Se realizé diluciones decimales hasta 10". �030

- Se inoculé 0,1 mL en el medio de cultivo que se desea evaluar
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lnéculo 10° �02410�030UFC: Escherichia coli (ML 27). A

0 Se preparé el inéculo a partir de un cultivo de 24 horas en caldo TSEIYE

(3mL), sembrado con un asa de 1 pL a partir de la cepa de trabajo en

refrigeracién.

0 Se inoculé con un asa de 1 uL de| cultivo de 24 horas a un tubo con 9 mL

de agua peptonada al O,1% (10°) 0 el diluyente a evaluar y se

homogenizé en vortex (10 segundos).

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

que se desea evaluar.

lnéculo 103 �02410" 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 pL a partir de la cepa de trabajo» en

refrigeracién.

0 Se lnoculé con un asa de 1 pL del cultivo de 24 horas a un tubo con 9 mL �030 .

de agua peptonada al O,1% (10°) 0 el diluyente a evaluar y se

homogenizé en vortex (10 segundos). -

o Se realizé diluciones decimales hasta 10�034.

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

3.5.2. Evaluacién de la productividad y selectividad de los medios de

cultivo utilizados para Listeria monocytogenes.

Medios de cultivos selectivos y no selectivos para aislamiento ylo

enumeraciénz Productividad �024especificidad - selectividad - método

cuantitativo

- Se seleccioné una placa de agar (agar ALOA y agar PALCAM) del

Iote preparado.

0 Se realizé una serie de diluciones a partir de un cultivo de 24 h de

Listeria monocytogenes en caldo TSBYE, para obtener un inéculo

de 100 - 250 UFC.

- Se sembré por diseminacién en la super}401ciecompletamente seca de

los medios de cultivo sélidos en evaluacién y en el medio de cultivo

de referencia (TSA). un inéculo de| cultivo de trabajo.
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~ Tabla 4. Temperaturas y tiempos de incubacién de los medios de cultivo

' selectivo en evaluacién. Lima 2014.

I V Medio de cultivo Medio de Temperatura �034C Tiempo de

referencia lncubacion

Agar PALCAM TSA 37 1 1°C 24-48h

0 Se realizé el conteo de colonias en los medios de cultivo, después de los

tiempos de incubacién.

0 Se calculé la tasa de productividad seg}401n:

Dénde: �030

PR : Tasa de productividad

N5 2 Es el conteo total de colonias obtenido sobre el medio de

�030 cultivo en evaluacién (obtenido de 1 o més placas)

No : Es el conteo total de colonias obtenido sobre el medio de

' cultivo de referencia de 1 o més placas y puede ser 2 100

UFC V

Tablas 5. Valores de la tasa de productividad esperada de los medios de cultivo

selectivo evaluadas. Lima 2014.

Medio de cultivo PR esperado

Agar PALCAM 20,5

Medios de cultivo de aislamiento no selectivo: Productividad - método

cualitalivo .

o Se seleccioné una placa de agar TSAYE de| Iofé preparado.

0 Se realizé una serie de diluciones a partir de un cultivo de 24 h de

' Listeria monocytogenes en caldo no selectivo (TSBYE) a }401nde obtener

. cultivos con 10° �02410�030UFC. .

0 Se sembré Ia cepa por estria a través de Iineas en paralelo con asa de

- 1pL, en éngulo de 20 a 30°, en 4 Iineas con 0.5 cm de intervalo entre
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ellas, de acuerdo a la }401gura1, en los sectores A, B, C y D de la placa de j

cada uno de los medios de cultivo:
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Figura 2. Método correcto de inoculacién.

o Se incubé |as placas de TSAYE a 37°C 11 por18-24h.

�031 - Se realizé las lecturas segL'In el desarrollo en ias placas: 0 corresponde a

cero crecimiento, 1 a Iigero crecimiento y 2 a buen crecimiento

o El microorganismo objetivo: Debe corresponder a un buen desarrollo y

tener apariencia tipica con tama}401oy morfologia de la colonia

caracteristica (puntaje: 2).

Medics de cultivo liquidos de enriquecimiento selectivo: Productividad I

selectividad - método semicuantitativo.

- Se seleccioné tres tubos de cada Iote de cada uno de los medios a

evaluar.

0 Se preparé el cultivo de trabajo para el inéculo a partir de un cultivo de

24h en caldo no seiectivo.

0 Se rotulé un tubo come A y dos como B, para los medios Fraser y Half

fraser.

Evaluacién de Productividad

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

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

microorganismos no objetivos (Escherichia coli), en el mismo tubo y �031

homogenizar.
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Evaluacién de selectividad . ~ ~

0 Al tubo B, se inoculé con un nlimero >1000 UFC de| microorganismo no

objetivo: se realizé Ia inoculacién en tubos separados por c/u de los

microorganismos.

0 Se incubé los tubos A y B segdn el método de ensayo

- Se retiré 10uL de| tubo A al agar ALOA y PALCAM se procedié de la

misma manera para los tubos B pero estriando en agar TSA, e incubé |as

placas a 37°C 1 1°C por 24 1 3 h.

Para realizar las Iecturas:

- La Productividad de| medio liquido (Fraser y Half fraser) es satisfactoria si

al menos 10 colonias del microorganismo objetivo tiene crecimiento en el

agar selectivo. �024

0 La Selectividad de| medio liquido Fraser y Half-fraser es satisfactorio si

no hay crecimiento (o menos de 10 UFC) de microorganismos no objetivo

an agar no selectivo.

Medics de cultivo liquidos de enriquecimiento no selectivo: Productividad -

método cualitativo

o Se seleccioné 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

1u| se inoculé una azada directamente en el medio de cultivo a prueba,

con la cepa Listeria monocytogenes.

- Se incubé a 25 i 1°C por 8-24h.

- Se realizé |as lecturas visualmente y mediante asignacién de

puntuaciones seg}402ncrecimiento: Para tubos y botellas.

0 = cero turbidez

1 = muy Iigera turbidez _

2 = buena turbidez
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3.6 PROCEDIMIENTO PARA LA INOCULACION DE MUESTRAS PARA

ENSAYOS DE SUPERFICIE

3.6.1. Preparacién del inéculo de trabajo.

- Se preparé el inéculo a partir de un cultivo de 24 horas en caldo TSELYE

(3mL) para L; monocytogenes y en caldo BHI para E. coli, sembrado con

un asa de 1 uL a partir de la cepa de trabajo en refrigeracién.

0 Se inoculé 1 mL del cultivo de 24 horas de a un tubo con 9 mL de agua

peptonada al O,1% (10°) 0 el diluyente a evaiuar y se homogenizé en

vortex (10 segundos).

0 Se hizo diluciones decimales hasta la dilucién 10�0307para L. V

monocytogenes y la dilucién 10�0305para E. coli, estas. diluciones se

homogenizan y corresponde el inéculo de trabajo.

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

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

3.6.2. Preparacién de materiales e inoculacién de las muestras �030

Materiales a utilizar segL'1n el tipo de super}401ciea inocularz

o Para super}401ciesinertes regulares, se utilizé léminas estériles de pIa'stico, �030

de tama}401oadecuado, que brinda un area de tama}401oA4.

- Super}401ciesinertes irregulares, se utilizé material de: vasos, cucharas y

tapers descartables.

- Se veri}401céque las super}401ciesestén Iibres de| microorganismo a evaluar,

para Io cual se desinfecté Ia superficie con una solucién de alcohol de 70°

por 10 minutes y exposicién UV por 15 minutos. �030

3.6.3.Tipos de super}401ciea inocular

super}401ciesinertes regulares:

Se inoculé asépticamente Ia super}401cieagregando 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 super}401cie;se extendié el

inéculo con una espatula de Drigalski hasta cubrir la mayor area de 10 x 10cm

aprox. Y dejé secar durante 5 minutos.
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_ Para Ia obtencién de la datade Ia validacién secundaria se inacularon 35

esponjas con 10 mL de diluyente.

Super}401ciesinertes irregulares:

En el caso de utensilios se cubrié el area en contacto con a|imentos o la

boca. Se retiré Ia muestra y dejé secar por cinco minutos.

Para Ios contenedores se seleccionara 4 unidades, colocar dentro del envase

un volumen adecuado de diluyente (100m| o seg}402nel tama}401ode|

contenedor) con el volumen de inéculo adecuado y se homogenizé durante

un minuto cada envase de manera que la paredes del contenedor queden

impregnadas con el inéculo, Iuego se eliminé el liquido y dejé secar por 5

minutos.

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

frascos con 100 mL de diluyente.

_ 3.6.4. Detenninacién de la especi}401cidad,sensibilidad y la exactitud

relativa de los analistas.

_ Ensayos preliminares:

- Se realizé el ensayo por duplicado en muestras inoculadas, con alguna

de las siguientes caracteristicasz

- Se realizé la adicién del microorganismo objetivo y no objetivo: el

microorganismo objetivo fue Ia Listeria monocytogenes con un

recuento de 10 a 100 y de| microorganismo no objetivo un

recuento >10oo UFC.

0 Se usé controles positivos y negativas

- Los resultados preliminares fueron evaluadas 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 pa}402icipenen la obtencién de la data.

Obtencién de la data

L05 7 analistas designados realizaron el ensayo en el mismo dia y para las

pruebas bioquimicas de con}401rmaciénse 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. Anélisis estadistico

Las muestras inoculadas se repartieron a los analistas de manera aleatoria.

Los resultados obtenidos de ambas matrices tanto de las super}401ciesinertes

regulares e irregulares fueron sometidos a la Prueba Binomial.

Sensibilidad. La evaluacién de la sensibilidad fue veri}401cadacon la

proporcién de verdaderos positivos (PVP) mediante la prueba binomial.

PVP �024VP X100
�030PE

PVP = Proporcién de verdaderos positivos

VP = Verdaderos positivos

PE = Positivos esperados

El método es sensible cuando se veri}401queque PVP sea 100%.

Especi}401cidad.La especi}401cidadseré veri}401cadacon la proporcién de

verdaderos negativas (PVN) mediante la prueba binomial. _

PVN �024VN X100
* NE -

PVN = Proporcién de verdaderos negativas

VN = Verdaderos negativas

NE = Negativos esperados

El método es especi}401cocuando se veri}401queque PVN sea 100%.

_ Exactitud relativa. El método seré exacto cuando es veraz, es" �030decir,

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

precisién intermedia, y lo mismo ocurre�030con los resultados esperados de las

muestras no inoculadas.

La exactitud relativa sera veri}401cadacon la proporcién de resultados

concordantes a los esperados mediante Ia prueba binomial.

ER �024-RCVE X100
�031TE

ER= Exaclitud relativa
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_ RCVE = resultados concordantes a los valores esperados

TE = Total de ensayos

' El método es exacto cuando veri}401queque ER sea 100%.

Los anélisis se realizaron con el programa estadistico Minitab 17

considerando un nivel de signi}401canciade u=0.05 (Anexo 11).

�031 Tabla 6. Tabla de contingencia para la evaluacién estadlstica de los para'metros

cualitativos de la super}401cieirregular.

Resultados esperados

L K�031"""(7h'6£:'uIa8b)' M ' "(No ihdcdlédé) '

,f�030_�031f"_""�030?�034.�031i~�031£°°_�030f"�031°�031_. .1 .,,'?:; , ,1 1 _. . ll�035_ ._ __ _ _ �035_'1*�034'2
Negative ( No detectado) N21 N22 N2.+N22

['1"¢3EI�024_"""'""�034""rT+_E E�034'_""�030

' Tabla 7. Tabla de contingencia para la evaluacién estadistica de los parémetros

cualitativos de la super}401cieregular.

Resultados esperados

 

E {;.l"f:5i'{7:�031:�031??.f_'l�030"""'l'l�030l'l°�031"7al"Tl"| 1
Positive ( Detectado ) N11 N12 N,1+N.z

" Négaiivo (�030N6"M" 7MWN;_"__�035" "_"N;" "_ �031""}401;F�254N2?¥

detectado)

�030f_T¢'>t.a<IA�034�034_�034@*TiT "�031""'1Nj�031}401]

3.7. Elaboracién de la documentacién de un instructivo sobre el método

incidiendo en los procesos operativos no especi}401cadoscon }401nesde

acreditacién de la prueba ante INDECOPI.

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

instruclivo, con la finalidad de que al momento de| desarrollo de éste, todos los

analistas Io apliquen de igual manera y no haya desviaciones (Anexo 13).
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IV. RESULTADOS

29



Tabla 8. Promedio de resultados de| control microbiolégico ambiental durante

Ios ensayos realizados. Lima-2014.

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA MICROBIOLOGICO

AMBIENTAL

�0315nTQR"Q'QB'6;AN'. ewe?

AEROBIOS Sala de siembra Mesa 1 4

ESOFILOS V V H M

kgvagums
AEROBIOS Sala de siembra Mesa 2 3

MESOFILOS

AEROBIOS Sala de siembra Mesa 3 4

MESOFILOS

MOH. ,.

AEROBIOS Sala de siembra Mesa 4 5

MESOFILOS

AEROBIOS Sala de siembra Mesa 5 4

H H ESOFILOS

Q�034,9,5

L.E.�031!(AD.&!.B_AS �031
AEROBIOS Cabina de }402ujolaminar 0

MESOFILOS

AEROBIOS Sala de pases Mesa 1 4

MESOFILOS

AEROBIOS Sala de pases Mesa 2 �030m4 �035

« lV_lESOlf_lLOS

AEROBIOS Sala de 3

_ preparacién de V

'5 �035'0S§Y§ medios de

::;:;1::s:é::;ueva U. .==%=* cultivo
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Tabla 10. Evaluacién de la productividad y selectividad de medios de cultivo

Iiquidos de enriquecimiento selectivo (caldo Fraser). Lima-2014

Medio I N�034Lolel TEMPER METOD0 TIEMP CONTROL DE CALIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTNO

Fecha de Lectura �034U�035DE 0  �031TuE�030f

�030C CONTROL 1 contr del microorganismo �030 -C6-Yin», �024-}402aw�030

°' nne confo

1 rme

GE-Waii}401}401�030it�030531�030" "'§o�035?1"i:""'�034"sEriiI�030-'�034"�035�031i£:Tri"]Proauotivi ML 3 Mo: >10 colonias an agar H�030

FL: 13-10-23 cuantitativo dad ALOA�030colonias verde - azules 3

Enrlqueclmiento rodeadas de un halo opaoo.

primario

Agar kL'0'A'," " �031'W'"'3�030I'£1'c . 2446813 ] M.O: >'l0"éoIonia�031§'en'agar' ' ' V�035' ' W �030J

N�030Late: :15 I PALCAM, colonias verde

Agar PALCAM, griséceo o verde oliva con una

N�030Lots: 616 depresién central rodeadas as: H/ 1

FL: 13-10-25 �030 un halo negro. l .

24 2 3 �030s�030£=.'ié�2541'iv'i'd�035"ML 17 1 M.N.O.: lnhihicibn total en TSA """" '�035""*1

Agar TSA, N�030L012: ' II ad /

623 i .

FL: 13-1o-24 ! E

C3}401hT T"§7U$�030Jsemi- |"7s  eE'§g'a'rw"I "�034%�030

587 FL: 13-10-25 cuanlivativa dad ALOA. colonias verde - azules [J

Enriqueclmlemo rodeadas de un halo opaco,

secundaria 3

�030 A'gIr ALOA; 7}401�030T.3E:W\ ' 241817�031! �030 �030MTG:' >i0 izblénias en agar 'V'-�030_J

615 1 J PALCAM. colonias veme

: gviséseo 0 verde aliva con una J

AgarPALcAM. N�030 I depresibn central mdeadas de E L§

Lole: 616 un halo negro. 1

FL: 13-1n-27 V I I L �030�030

Agar TSA, N'Lote: �0302423 "§E1e'ét"M&"" ML�03527"�030M.N.O.: lnhibicion mal en TSA �031"""�035�031�031�034l

623 h an /

FL: 13-10-26

x
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v. DISCUSION

Durante todo el proceso experimental de la validacién 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 meséfilas fueron S15 UFC/placa, lo mismo

. ocurrié en el agar Oxitetraciclina glucosa extracto de levadura, donde el

crecimiento de mohos y levaduras fueron 515 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 con}401ablesdurante el proceso de

validacién.

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 seg}402nlo requieren |as especi}401caciones,métodos y procedimientos

correspondientes, o cuando éstas puedan in}402uiren la calidad de los resultados.

Se debe prestar especial atencién, por ejemplo, a la esterilidad biolégica, el

polvo, la interferencia electromagnética, la radiacién, la humedad, el suministro

eléctrico, la temperatura, y a los niveles de ruido y vitgracién, en funcién a las

actividades técnica en cuestién. Cuando las condiciones ambientales

comprometan los resultados de los ensayos 0 de las calibraciones, éstos se

deben interrumpir.�035

La veri}401caciénde las temperaturas, de las fechas de calibracién 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

�030 temperaturas establecidas en el método y se evidencié que los certificados de

41



calibracién se encontraban vigentes por lo tanto se puede asegurar que los

equipos utilizados funcionan de acuerdo con sus especi}401cacionesoperacionales

establecidas (Tabla 9) (Anexo 6) (Anexo 7).

La veri}401caciénde la calibracién instrumental, es un aspecto importante a realizar

antes de la veri}401caciénsecundaria o validacién. Cada instrumento es calibrado

por personal competente en un laboratorio nacional o metrologia o por personal

especialista de| proveedor o fabricante. En cualquiera de los casos, se extiende

un certificado de calibracién con las especificaciones técnicas

correspondientes.�035

La veri}401caciénde| control y registro de la temperatura y humedad ambiental de

las areas de trabajo se encontraron dentro de los rangos establecidos, por

consiguiente se puede decir que las condiciones ambientales son éptimas

durante el proceso experimental de la validacién secundaria (Anexo 8).

El control de calidad en la preparacién y evaluacién de los medios de cultivo es

considerada como parte esencial de la buenas précticas de laboratorio, el cual

es necesario para mantener el nivel y la ejecucién de cualquier técnica

microbiolégica, siendo este un proceso continuo que se extiende desde |as A

materias primas, hasta el producto final utilizada, el cual es evaluado _

directamente por el laboratorio que emplea en medio de cultivo para su analisis.

Por esta razén, se Ie con}401ereuna gran importancia y esta considerada como uno

de los puntos criticos de control de analisis microbiologico, de| cual depende: de

la seguridad de los resultados que emiten los laboratories de ensayo.�035

La productividad hace referencia a la formulacién basica de medio, de tal forma

que favorezca el crecimiento de microorganismos con las caracteristicas

macroscépicas y microscépicas esperadas. La productividad es una variable de

especial interés cuando se trabaja en el desarrollo de produccion de nuevos

medios, ya que siempre se espera que los aportes nutricionales sean

equilibrados para obtener el crecimiento y la produccién de los metabolitos de

interés, la selectividad hace referencia a la formulacién de| medio con respecto

a su capacidad de eliminar o excluir microorganismos acompa}401antes:e

indeseables que puedan de un modo u otro interferir en el crecimiento de los

microorganismos objeto de anélisis.�034

Se realizé un examen visual a todos los medios de cultivo preparados para

poder descartar cualquier error, se observé el color, consistencia y aspecto _

como indican en la }401chatécnica 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 de| 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, a'cido nadilixico. que

inhiben el crecimiento bacteria GRAM negativa y }402oraacompa}401ante,de cloruro

de litio que inhibe el desarrollo de enterococos y la inclusion de citrato de

amonio férrico (Fraser suplemento) que favorece el desarrollo de Listeria, todas

las especies de listeria hidrolizan la esculina dando Ia formacion de 6,7-

dihidroxicumarina (esculetina) que reacciona con los iones férricos que

detectaran la reaccién formando un complejo marrén oscuro a negro�034.

La tasa de productividad de| 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, Ia

I selectividad fue satisfactoria porque hubo inhibicién total de| microorganismo no

_ objetivo (Tabla 11), es decir que no hubo crecimiento de| 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 cromogénica

que incorpora en su composicién de inhibidores del crecimiento de la mayoria

de microorganismos GRAM positivas y GRAM negativo patégenos asi como

levaduras y hongos, la adicién de dos sustratos realza la potencia , el sustrato

cromogénico detecta la enzima is-glucosidasa, com}401nen todas las especies de

Listeria virando sus colonias a color azu|�024verdes,y el sustrato L-u-

phosphatidylinositol que se a}401adeal medio para detectar Listeria

monocytogenes ya que este microorganismo tiene Ia enzima phosphatidylinositol

phosphoolipase C (Pl-PLC), que es el factor de virulencia de| microorganismo, Ia

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 Iisteriasaz.

La tasa de productividad del agar PALCAM fue de 0.78 por lo tanto es

satisfactoria ya que la tasa de productividad esperada es 205, |as colonias de

I Listeria monocytogenes fueron colonias verde griséceo o verde oliva con una

depresién central rodeadas de un halo negro, Ia selectividad fue satisfactoria

porque hubo inhibicién total de| microorganismo no objetivo (Tabla 12).
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La selectividad del medio es por la presencia inhibidores que suprimen el

�030crecimientode la mayoria d la }402oraacompa}401ante,el agar PALCAM presenta

esculina y manitol, Ia fermentacién de| manitol se demuestra por un cambio de

color de| medio de rojo a amarillo debido a la produccién de écidos, Listeria

hidroliza la esculina formado asi esculetina y reacciona con los iénicos férricos

hasta producir un complejo marrén a negro, de esta manera se identi}401caa las

Listen'as3°.

La Productividad de| agar y del caldo Soya tripticasa + extracto de levadura fue

satisfactoria y la puntuacién asignada fue 2 debido al buen crecimiento del

microorganismo objetivo (Tabla 13).

Para Ia obtencién de la data, primero se realizé Ia detenninacién de

concentracién de| inéculo por tres repeticiones de| microorganismo objetivo

como de| microorganismo no objetivo que es importante conocer Ia

concentracién para contaminar las matrices una detenninada concentracién

(Tabla 14) (Anexo 9), como también se realizé pruebas preliminares para

observar el comportamiento de las matrices y de los medios de cultivo, Ios

analistas participantes realizaron el ensayo el mismo dia y las para las pruebas '

bioquimicas se seleccioné cinco colonias presuntivas.

Se ap|ic6 pruebas estadisticas a los resultados preliminares para las super}401cies

regulares como para las irregulares, en las super}401ciesregulares se analizaron

dos muestras inoculadas (super}401ciesplanas) con Listeria monocytogenes por

duplicado y se compararon Ios resultados esperados con los obtenidos

experimentalmente, el estadistico que se utilizé es la moda; Ios resultados fueron

repetibles y concordantes a los esperados. En las super}401ciesirregulares 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 evaluaron Ios parémetros cualitativos como: Precisién, selectividad,

sensibilidad y veracidad. En la obtencién de la data participaron 7 analistas, para

las super}401ciesinertes regulares e irregulares los 35 resultados obtenidos por

cada matriz (Anexo 11).

La Tabla 15 muestra Ios resultados experimentales y esperados de las muestras

inoculadas de las super}401ciesinertes irregulares, se obtuvieron 35 resultados

donde 23 muestras se inocularon y las 23 muestras dieron como resultado
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_ posilivo y 12 muestras no se inocularon, esas 12 muestras dieron como

resultado negativo por los analistas participantes.

�030 La Tabla 17 muestra los resultados experimentales y esperados de las muestras

inoculadas de las super}401ciesinerte 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

por los analistas participantes.

La Tabla 16 y Tabla 18 muestran los parémetros cualitativos evaluados del

método, la Sensibilidad para superficies inertes irregulares y regulares fue

veri}401cadacon la proporcién de verdaderos positivos, el método es sensible

porque se veri}401céal 95% de con}401anzaque la proporcién de verdaderos positivos

recuperadas es de| 100%, es decir, que el método es capaz de detectar al

microorganismo objetivo cuando la muestra si contiene al microorganismo

objetivo.

La especificidad para super}401ciesinertes irregulares y regulares fue verificada

con la proporcién de verdaderos negativos, el método es especifico porque se

- verificé al 95% de con}401anzaque la proporcién de verdaderos negativos

_ recuperados es del 100%, es decir, que el método tiene la capacidad de dar

como negativo cuando Ia muestra no contiene al microorganismo objetivo.

La exactitud relativa (ER) para super}401ciesinertes irregulares y regulares se

demuestra cuando el método el veraz y preciso, el método es exacto porque se

veri}401céal 95% de con}401anzaque la exactitud relativa es el 100%, es decir el

método es exacto cuando es veraz la veracidad se demostré 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 ocurrir�031)con los resultados

esperados de las muestras no inoculadas.

La obtencién de los resultados de todos estos parémetros garantiza que el

laboratorio haciendo uso de este método emita resultados con}401ablesy de

calidad.
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Vl. CONCLUSIONES

- El método �030�030ISO11290 - 1:1996lAmd 1:2004 Microbiologia de los

alimentos y piensos método horizontal para la deteccién y enumeracién

de Listeria monocytogenes�035,en hisopados de super}401cieinerte que

ingresan a la empresa Certi}401cacionesdel Pen], S.A., Iogré su validacién

- secundaria ya que cumplié con todos los parémetros evaluados.

. - El monitoreo de las condiciones microbiolégicas ambientales de trabajo

se encontraron dentro de los limites microbiolégicos pennisibles, ya que

bacterias aerobias mesé}401lasy mohos y levaduras fueron S15 UFC/placa,

la temperatura y humedad ambiental de trabajo se encontraron dentro de

los limites establecidos, Ia temperatura de las incubadoras se

mantuvieron dentro de lo establecido.

- La efectividad de| caldo Fraser (enriquecimiento primario y

enriquecimiento secundario) es satisfactoria, ya que el crecimiento de|

microorganismo objetivo fue >10 colonias en agar ALOA y PALCAM, Ia

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 de| agar ALOA y PALCAM

también fueron satisfactorias porque hubo inhibicién total de|

microorganismo no objetivo.
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o Los parémetros evaluados para super}401ciesinertes irregulares y regulares

como la sensibilidad, la especi}401cidady la exactitud relativa de| método se

veri}401céal 95% que el método es sensible, especi}401coy exacto.

o Los procesos operativos no especi}401cadosen el método con }401nesde

acreditacién de la prueba ante INDECOPI se detallé en un instructive.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda que al iniciar una validacién secundaria de un método

trabajar de manera adecuada, respetando Ios tiempos de incubacién

de todas las cepas que indica el método.

2. Se recomienda validar este método 11290 - 1:1996/Amd 1:2004 para

' el anaiisis microbiolégico de otras matrices.

3. Hacer uso de métodos validados complementarios como anélisis

' molecular, pennitiendo de esta manera obtener mayor con}401abilidaden

los resultados obtenidos.

4. Se recomienda revisar periédicamente |as actualizaciones de| método,

para verificar los posibles cambios con el tiempo.
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Anexo 1. Método ISO 11290-1:1996 microbiologia de los a|imentos y piensos

método horizontal para la deteccién y enumeracién de Listeria monocytogenes

INTERNATIONAL ISO

STANDARD 1 1290-1

Firsl edmon

I59S»l2~15

Mlcrobiology of food and animal feeding

stuffs �024Horizontal method for the

detection and enumeration of Listeria

monocytogenes�024

Part 1: �031

Detection method

Microbiologiades alimenta �024Mémode horizontalspour la recherche 6! Is

. dénombre/-nan! de Llsxerla monocymgenes �024

Fania 1.' Mélhode do recherche
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.

' Microbiologia de los alimentos y piensos - Método horizontal para la detecclén y enumeracién da

Listeria Monocytogenes.

lntroducclbn

iSO (Organizaciéun lntemacional de Estandarizacién) es una federacion mundial de organisms

nacionales de normalizacibn. El trabajo de preparacion de esténdares internacional normalmente

realizado a través de los comités técnicos Cada organismo miembro interesado en una materia para la

cual se haya establecido un comité técnica, tiene el derecho de estar represenlado en dicho comité.

organizaciones intemacionales. gubemamentales y no gubemamentaies en colaboracibn con también

panicipan en el irabaio colabora estrechamente con la Comisién Electrotécnica lntemacional en todas las

ouestiones de electrolécnica.

Advertencia: a fin de salvaguardar la salud de| personal de laboratorio, se recomienda que las pruebas

de deleccibn de Listeria monocytogenes se Ilevan a cabo en iaboralorios debidamente equipados. bajo el

control de un microbiélogo expeno, y que tiene mucho cuidado en la eliminacién de todos los materiales

incubados. en particular, se recomienda que el personal de embarazadas no manipulan Ios cultivos de L.

monocytogenes,

Alcance

Esta parte la norma ISO 11290 especi}402caun método horizontal para la deteccién de Listeria

monocytogenes

Sujeto a las Iimitaciones a la introduccién esta parte de la ISO 11290 es aplicable a los productos

destinados al consumo humana o ia alimentacién animal

Referencias normalivas

Las siguientes normas oonlienen disposiciunes que, mediante su referencia en este iexto. constituyen

dispasiciones de esta parte de is norma ISO 11290. En el momento de la publicacién, Ias ediciones

indicadas eran vélidas. Todas las normas estén sujetas a revision y los participanles, mediante acuerdo:

basadas en esta pane de la ISO 11290 para lnvestigar Ia posibilidad de apllcar Ias ediciones mas

recientes de los estandares indicados a cominuacion. Los miembros de IEC y ISO mantienen regislros

. de normas inlernacionaies vigentes en el momento actual.

. 3 De}401nicién

A Ios efectos de ssla parte de la norma ISO 11290, se aplican |as siguientes de}401niciones:

3.1 Listeria monocytogenes

Microorganismos que Yunnan colonias (ipicas en medios selectivos sélidos que muestran una de las

caracteristicas rnoriolégicas, }401siobgicasy bioquimicas descritas cuando las pruebas se Ilevan a cabo en

un poco con arreglo a esta pane de la norma ISO 11290

3.2 DETECCION DE Listeria monocytogenes

Determinacion de la presencia o ausencia de estos microorganismos, en una masa o volumen de

producto determinado. cuando las pruebas se llevan a cabo de acuerdo con esta parte de la norma ISO

1 1290

4 PRINCIPIO

Dentro de los limites de esta parte de la ISO 11290, Ia deteccién de L. monocytogenes requiere cuatro

etapas sucesivas (véase el anexo A para un diagmma de }402ujo)

Nola: Listeria spp. Pueden estar presentes en peque}401ascantidades y. a menudo van acompanadas de

mimems considerablemente mas grandes de otros géneros, por lo tanto. es necesario, ei enriquecimiento

seleciivo. También es necesario para delectar Listeria spp da}401ados.Y e! medio de enriquecimiento

primario selectivo, con una reduccién de la conoentracion de| inhibidor, cumpie at menos parte de esta

funcibn.

4.1 Enriqueclmlento primaria en un medio liquido de enriquecimiento selectivo con reducida

concenlracién de agentes selectivos (medio caldo Fraser)

La inoculacibn de un medio de enriquecimiento selectivo primaria que contiene un volumen da cloruro de

iitio y la mirad de un volumen de acriflavina y acido nalidixico (medio caldo Fraser), que también se utiliza

como un liquido de dilucién para ia muestra de ensayo (9.1) -

La incubacién de la muestra de ensayo a 30 " C durante 24 h

42 Enriqueclmienlo secundario con un medio liquido de enriquecimiento selectivo can alta

concentracién de agentes selectivos (caldo Fraser)

La inoculacién con el medio liquido secundario de enriquecimiento repotenciado (caldo Fraser) con un

cultivo obtenida de 4.1

La incubacién de| caldo Fraser a 35 ° C a 37 ' C durante 48 h

4.3 siembra e identi}402caclén

A partir de los cultivos obtenidos en 4.1 y en 42 sembrar en los dos medios sblidcs selectivos:
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3) Oxford agar

b) PALCAM agar

La incubacibn a 30 ' C. 35 �030C o 37 �031C y la abservacién después de 24 b 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 Ias colonias presumivas de L. monocytogenes, sembrar como se describe en 4.3 y la

con}401rrnacibnmediante pmebas morfoibgicas, }401siolbgicasy bioqulmicas adecuadas.

5 medios de cultivo y reacllvos

5.1 Generalldades

Para las préclicas acluales de laboratorio. véase Ia norma ISO 7218.

NOTA 2 Debido a! gran n}402merode medios de cultivo y reactivos, se ha considerada preferible. para

mayor c!aridad del lexlo. para dar su cornposicién y praparacién en el anexo B

5.2 Medio de enriquecimiento primario selectivo: caldo Fraser con una reduccién concentraclén de

agentes selectivos (medio caldo Fraser)

Véase Ia cléusula B1

5.3 medio de enrlquoclmlento secundario selectivo, con alta concentracién de agentes selectivos

(caldo Fraser)

Véase Ia cléusula 5.2

5.4 siembra de medios selectivos sdlidos

5.4.1 primer medio: agar Oxford

Véase Ia cléusula 8.5.

5.4.2 En segundo medloz Agar PALCAM

Véase Ia cléusula 8.4 -

5.5 Medio de cultivo Sélidoz lriplcna de soja agar extracto de levadura (TSYEA)

Véase la clausula 3.5

5.6 Medio de cultivo Liquido: Trlyptone saja caldo de extracto de levadura (TSYEB)

Véase la clausula 3.6 '

5.1 Agar sangre de ovela

Véase la cléusula B.7

5.8 Caldo de utilizacién para Carhuhldratns (ramnosa y la xilosa)

Véase Ia clausula B.8

5.9 Agar de motilidad (opclonal)

Véase Ia clausula 5.9

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

Véase la cléusula B.1D

5.11 solucién do peréxldo de hidrogeno

Véase Ia cléusula BM

8 Aparalos y materiales do vidrio

Equipos microbiolbgicos usuales (Ver ISO 7218) y en particular Io siguiente.

6.1 Aparato para la esterilzacién en seco (homo) o hdmedo (autoclave)

Ver 1S0 7218

6.2 Estufa o lncubadoras. capaz de ser mantenida entre 25�030Cy 50°C 2 1�030C

6.3 lncubadoras, para mantener el medio inoculado. placas y tubos con los siguientes rangos de

temperatures:

a) 25�031C2 re

b) 30'C 2 1°C

c) 35°C t1"C o 31�030Cz1'C

6.4 ba}401osde agua, capaz de ser mantenida entre 47"C 2 TC

6.5 Asas de inoculacidn. de platino o iridio aproximadamente 3mm de diametro.

6.6 pH-metro. capaz de leer mas cerca de 0.01 pH a 25°C.

6.1 Tubos do prueba o frascos, de capacidad apropiada, para esterilizacibn y aimacenamiento 2

incubacibn de medios de cu}402ivosliquidas.

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

0.1mL.

6.10 Placa de Petri. de diémetro 90mm a 100mm.

7 Toma de Muestras
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Es imponanle que el laboratorio reciba una muestra que sea verdaderamenle representaliva y que no ha

sido alterada ni cambiada durante su transporte o almacenamienlo

- El muestreo no es pane de| método especi}401coen esta parte de la norma ISO 11290. Si no existe una

norma intemacional especi}401oafrente a muestreo del producto en cueslion. se recomienda que las panes

interesadas lleguen a un acuerdo sobre este tema

8 Preparaclén de la muestra problema

Preparar la muestra de ensayo en conforrnidad con la norma lntemacional especi}401caadecuada al

producto en cuesllon. Si no existe una norma inlemacional especi}401ca,se recomienda que las panes

interesadas lleguen a un acuerdo en este tema

9 Procedimiento

9.1 Tama}401ode la muestra y suspension inicial

Véase la Norma ISO 6887 y cualquier norma lntemacional especi}401caadecuada al producto en cueslién.

Para la preparacién de la suspension inicial, utilizar oomo fluido de dilucion al medio de enriquecimiento

selec}402voprimario espeoi}401cadoen 52.

En general, para preparar la suspension inicial, a}401adiruna porcién de prueba de x g o x ml de 9): ml de 0

9x g de medio de enriquecimiento seleclivo primario (5.2), para obtener una relacibn de la porcién de

prueba para medio de enriquecimiento primario selectivo de 1/10 (masa a volumen o volumen a volumen)

9.2 Enriquecimiento Primaria

lncubar (6.3b) la suspension inicial. elaborada de acuerdo con 9.1 a 30 ° C por 24h:2h.

Nola 3. Se puede desarrollar una coloracién negro durante la lncubacién

9.3 Enriquecimiento secundario

9.3.1 Después de la incubacién de la suspension inicial (enriquecimiento primario) durante 24h 1 2h (9,2).

lransferir 0.1 mL de| cultivo obienido en la seccion 9.2 (independientemente de su oolor) a un tubo (6.7)

que contiene 10 ml de medio de enriquecimiento secundario (caldo Fraser) (5,3)

' 9.3.2 lncubar el medio inoculado (93.1) durante 48 h 12 h a 35 ° C o 37 ° C

NOTA 4 La temperatura de| medio inoculado debe ser acordado entre las panes afectadas y se registran

en el informe de ensayo.

9.4 siembra e identiflcacién

' 9.4.1 Del cultivo de enriquecimiento primario incubado durante 24h t 2h a 30 ° C (9.2). toma. por medio

de un asa a varilla de vidrio (6.5) una porcion de| cultivo e inocular la super}401ciede| 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) (5.42)

NOTA 5 esta siembra se Ileva a cabo independientemente de| color del medio.

9.4.2 Del medio da enriquecimiento secundario que se incubo durante 48 h 22 horas a 35 ° C o 37 ° C

(93.2) repetir el procedimiento descrito en 9.4.1 con los dos medios selectivos de siembra.

9.4.3 lnvertir las placas obtenidas en 9.4.1 y 9.4.2 y colocarlos en una incubadora (6,3) calibrada a 30 ° C.

35 �034C0 37 �030C.Las placas de agar PALCAM se incuban bien microaerébicamente en una jarra (6.11) que

contiene Ia mezcla de gases (6.12) o aerébicamenie

NOTA 6 La incubacién del agar Oxford a 30 °C es adecuado para productos alimenlicios sélo Iigeramente

contaminados per una }402orasuplementaria. Para los productos vmuy contaminados por una }402ora

suplementaria, es preferible incubar el agar Oxford a 35 �034Co 37 °C. ya que las especies de Listeria

tienden a desarrollar al mismo tiempo que la }402orasuplemenlaria. En lodos los casos. la Temperatura de

incubacién del agar debe ser acordado emre las panes inleresadas en el informe de la prueba

9.4.4 Después de la incubacibn durante 24h y por 18h adicionales a 24h (si el crecimiento es Ieve o si no

se observan colonias después de 2411 de incubacién), examinar las placas (9.4.3) para la presencia de .

colonias presuntivas de Listeria spp.

9.4.4.1 Agar OXFORD: colonias tlpicas de Listeria spp, que se cultivan en agar Oxford durante 24 h son

peque}401ascolonias griséoeas (1 mm) rodeadas por halos de color negro. Después de 48 h, las colonias se

vuelven mas oscuras, con un posible brillo verdoso, alrededor 2 mm de diametro. con halos negros y

oenlros hundidos 2

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 rosada a

pnirpura.

Después de 24 h lisieria spp. crecer como peque}401aso muy peque}401ascolonias verde grisaceo o verde

oliva, 1.5 mm a 2 mm de diémelro, con una depresién central y rodeadas de un halo negro.

9.5 Confirmaclén de Listeria spp. .

9.5.1 Seleccién de colonias para la conflnnacién
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5.5.1.1 Para la confirrnacibn. 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, lome todas las colonias para la conlinnacién

9.5.12 Estriar las colonias seleccionadas en la super}401cieda las placas de pre-secas de lriptona de soja

agar extracto de levadura (TSYEA) (5.5) de una manera que pemiilira desarrollar colonias bien

separadas.

Coloque |as placas en la incubado:-a [6.3c] calibrada a 35°C 0 37°C de 18h a 24h. o hasta que el

creoimienln sea satisfaciario.

NOTA 7 la temperalura de| medio inoculado debe ser acordado entre las panes afectadas y se regislran

en el informe de ensayo.

Colonias lipicas son de 1 mm a 2 mm de diémetro. convexo incoloro y opaca, con un borde enlero. Si las

colonias no estén bien separadas. elige una lisleria spp tipica colonia a otra placa TSYEA. Lleve a cabo

los siguientes exémenes de colonias de un cultivo puro de la TSVEA

Note 8 la pmeba 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 I placa)

9.5.2 Reaccién de catalasa

Tome una colonia aislada oblenida en 9.5.1.2 y suspenderla en una gota de solucién de peréxido de

hidrogeno (5.11) sobre un portaobjetos. La formacibn inmediaia de burbujas de gas indica una reaocién

posiliva_

9.5.3 Coloracién Gram

Realizar Ia caloracién de Gram en una colonia separada en 9.5.1.2. Listeria spp. Se revelan como van'|Ias

conas delgadas de Gram-positivos.

9.5.4 ensayo de movilidad (sl es necesario)

Tome una colonia aislada obtenida en 9.5.1.2 y suspender en un tubo que contiene TSYEB (5.6)

lncubar en la incubadora [6,3 a] ajustado a 25�031Cde 8h a 24 hasta que se observe un medio nublado.

Depositar una gota de| cultivo anterior usando un asa (6.5) an un portaobjelos de microscoplo de vidrio

Iimpio. Coloque un cubreobjetos encima y examinar con el microscopic (6.14). Listeria spp. Aparecen '

como delgados, varillas cortas con disminucién de moiilidad

El crecimiento de cultivos por encima de 25 " C puede no presenlar esta motilldad. Siempre compararlos

con un cullivo conocido. Cocos. grandes varillas o varillas eon rnotilidad raipida para moverse en el cultivo �030

no son Listeria spp.

Como una pmeba aliemaliva de movilidad, el uso de una aguja de inoculacién (6.5), inocular el agar

motilidad (5.9) con un cultivo lomado de una colonia llpica de TSYEA (95.1.2). lncubarlo durante 48 h en

la inoubadora [6,3 a] a 25 °C.

Examine de crecimiento alrededor del pinchazo. Listeria spp. Son méviles. dando un patrbn de

crecimiento parecida a un paraguas lipico. Si el crecimienlo no es su}401eienle,lncubar hasta un méximo de

5 dias y observar el pinchazo de nuevo

9.6 La con}401rmacién(is L. monocytogenes

9.6.1 Prueba de hemblisis

Si |as caracierislicas morfolégicas y }401siolégicasy la reaccién de caialasa son indicativos de Listeria spp..

inacular Ias placas de agar de sangre de oveja (5.7) para determinar la reaccién hemolltica.

secar la super}401ciede agar bien ames 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 negallvos (Linnocua)

Después de la incubacibn a 35 �034Co 37 �030Cdurante 24 h :2 h, se examinan las cepas de prueba y las de

control. L. monocytogenes muesiran. zonas de luz estrechos. claras (beta-hemélisisz), véase la }401gura1).

L. innocua no muestran ninguna zona clara alrededor de lo inoculado. L. seeligeri muestran una zona

débil de hemélisis. L. ivanovii muestran generalmente anchas, zonas claramente dellmiladas de b-

hernélisis. Examinar las placas bajo una luz brillanie para comparar los mltivos de ensayo con los de

control.

NOTA 9 la reaccién hemolilica también puede Ilevarse a cabo utilizando globules rojos. Dispersar la

colonia en 150pL de TSYEB (5,6); ineubara 35 ' C u 37 ° C durante 2 h. A}401adir150pL de ovejas glébulos

roios en un 2% de solucibn de PBS (5.12). lncubar a 35 ° C o 37 ' C de 15 min a 60 min, Iuego refrigerar

por 3 °C¢ 2°C durante aproximadamente 2 h. A conlinuaclén, examinar la presencia o ausencia de

hemélisis. Si la reaocién no es de}401niliva,dejar el cultivo a 3�030C12"Cdurante un maximo de 24 in.

5.6.2 utilizacién de carbohidratos

lnoailar usando un asa (6.5) cada uno de los caldos de uiilizacién de carbohidratos (5.8) con un cultivo de
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TSYEB (9.54). Se incuba a 35"C o 37°C durante Lm méximo de 5 dias. Las reacciones positivas

(fonnacién de acido) se indican con un color amarillo y se producen sobre todo en las 24 h a 48 h.

9.6.3 Ensayo de CAMP

Estriar los cultivos de Staphylococcus aureus y Rhodococcus equi (B.10.-1) en Iineas }401nicasa lo lardo de

la placa de agar de sangre de oveja (5.7 0 8.10.3) y asi los dos cultivos son paraielos y diaméiricamente

opuestos (ver }401gura1). Un inoculo delgado y uniiorme. Esto se puede obtener mediante el uso de un asa

de inocuiacién 0 un cable (6.5) sostenido en angulos rectas al agar.

Esiriar la cepa de| analisis separada en 9.5.12 de| mismo modo en anguics rectas a estos cultivos para

que asl el cultivo de ensayo y los cultivos de S. aureus y R. equi no se toquen, y que estén distanciados

de 1 a 2 mm. Varias cepas de ensayo pueden estriarse en la misma placa.

R 5

i I

: E
:z% f L. Ihalaotyloyenes

5 E
Narrow band of (Hnunalysis 7;�0345 �030-'7�035�031�035�030�034'

1 : '
1

Na haemolysis  ' E " '."�035""

i 2
_ um: hand A! |'|-mscrmlysix -// �030~�024"

- �030 Figura 1 lnocuiacién e inierpretacién del test de CAMP

Notas

1. Inocular |as placas de agar sangre delgadas (5.7 0 8.10.3) como se muestra en el diagrama. Las

iineas veriicales representen rayas de S. aureus (S) y R. equi (R). Las Iineas horizonlales

�030 representan las rayas de los cultivos de ensayo.

2. Areas son-ibreadas indican las ubicaciones de mayor hemélisis.

Simultaneamente, estriar Cultivos de controi de L. monocytogenes, L. innocua y L. ivanovii. Si se utiliza

agar sangre (5,7). lncubar |as placas a 35°C 0 37�034Cde 18h a 24h. si se utilizan placas de doble capa (B.

10.3). se incuba a 35 ' C o 37 ° de 12 h a 18 h.

Una zona mejorada de B-hemélisis en la interseccién de la cepa de prueba con cada uno de los cultivos

de S. aureus yR. equi se considera que es una reaccién positiva.

La reaccién positiva con R. equi es visto como una amplia (5 mm a 10 mm) �030puntade }402echa'de -

heméiisis. La reaccién se considera como negativo si una peque}401azona de hemélisis débil se extiende

sélo aproximadamente 1 mm en la interseocién de la cepa de prueba con la zona de difusién de la cultura

R. equi. Una reaccién positive con S. aureus aparece como una peque}401azona de una mayor hemélisis se

extiende sélo alrededor de 2 mm a partir de la cepa de ensayo y dentro de la zona débiimente hemoiitica

debido al crecimiento de| cultivo de S. aureus. Grandes zonas de hemélisis no se producen en el area de

S. aureus y L. nomocytogenes.

9.7 interpretacién de las propiedades morfoléglcas y fisioiégicas y de las reacciones bioquimicas

Todas las especies de Listeria. Son peque}401asvarilias. Gram-positivas que demostraron motilidad. Son

catalasa positive. L. monocytogenes se distinguen de otras especies por las caraclerislicas enumeradas

en la tabla 1.

9.8 Con}402rmacléndetinitiva

Las cepas que se consideran L. monocytogenes (9.7) pueden ser enviadas a un laboratorio de referencia

para la Iisteria reconocido serolégica 0, posiblemente, tipi}401cacibnlisogénico. El envlo debera ir

acompa}401adade toda la infarmacién relativa a la cepa Posibie (S).
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Table 1 - Reactions lor the identi}401cationat Listerln spp.

Production o1 new CMAP mt

Rhnmnosa Xylose S. amws R. eqm�030

L. monocytogenes + V �024 9 -

L innooun - V - - -

L. I1/anavii 9 �024 + . +

L. soalige}401 .» (4 - 4 (+) �024

L. welshimen�030 - V + - -

1- ymvi amp, arnyi - - ~ -

L. grayisubsp, murrayi - V - - �024

\A vavimte reaction

(+): weak reaction

0: > 90 93 o! positive reactions

-2 no reaction

NOTE �024Thole sxistvava strains at L. nnlrocyloyenesvniwdo not move Hwaunoty}401sota postttle IIa:11ot\ mm CAMP test under tho

oondi}401ons}402atc}401bodinthis panotISD11290.

Nota existen cepas raras de L. monocytogenes que no muestran B-hemblisis o una reaecion positiva a la

prueba CAMP en las condiciones descritas en esta parte de la norma 380 11290

9.9 cultivos de control

Con el }401nde comprobar ta capacidad de los medios de enriquecimiento e Sdentt}401cacionpara apoyar el

crecimiento selectivo de L. monocytogenes. una dilucién del cultivo de referencia de las cepas -

recientemente aisladas do L. monocytogenes y las cepas de control negativo (por ejemplo, barras,

Estreptooooos) debe ser introduoido en un frasco de control del medio de enriquecimiento selectivo

primario (véase el punto 9.2) a}401adirde 10 a 100 céluias de L. monocytogenes o cepas de control negativo _

por matraz.

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

cultura de control posi}401vo

10 Expreslén de los resultados

De acuerdo con la interpretacién de los resultados. reportar la presencia o ausencia de Listeria

monocytogenes en la toma de muestras. especi}401candoIa masa en gramos, 0 el 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 so acuerda entre las partes interesadas

11 Informe de prueba

. El informe de la prueba debe especi}401carel método utilizada. |as temperaturas de incubacién y los

resultados obtenidos. También mencionaré todos los detatles operatives no especi}401cadosen esta parte

de la ISO 11290. 0 oonsiderados como opcionalos, junto con detalles de las incidencias que puedan

haber in}402uidaen los resultados.

El informe del ensayo debe inctuir toda la informacion necesaria para la identi}401oacionoomp|eta de la

simple
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Anexo B

(Normative)

Composicion y prepsraclén del medio de cultivo y reaclivos

31 Media de enriquecimiento primaria selectivo: Half caldo Fraser

3.1.1 Base

8.1.1.1 Composicién

Peptona :19 came (digerida péptico de tejido animal)

5.09

Triplona (digerida péplico de caseina) 5.0g

Extrema de came 5,09

Extracto de levadura 5,0g

Clomm de sodio 20, 0g

Dihidrala de hidnigeno fosfalo disddica 12,09

Dihidrégena faslalo de polasio 1.0g

Aeswlin 1,09

Agua 1 000 mL

B. 1. 1.2 Preparacién '

Disolverlos oomponemes base a la base deshidratada complete en el agua, de ser necesaria

mediante su catenramienlo. �030

_ Ajustar 9! pH, si es necesario, para que asi después de la eslerilizacién, sea 7,2:0,2�035a 25°C.

Dispensarla base en los matraces (Subclausula 6. 7) con capacidades adecuadas, para

obfener porciones apropiadas para el ensayo (Ver Subcléusula 9.1).

Esferilizar par 15 min en la autoclave (subcléusula 6, 1) a 121°C.

_ NOTA 1 1 La solucién de cloruro de /Rio (B. 1.2) y salucién de acido nalidixico (B. 1.3)

- puede agregarse a la base (B.1.1) anles de usar la autoclave.

B. 1.2 Solucién de clomm de Iitio

B. 1.21 Composicibn

' Clamm de Iirio 3g

Agua 10 mL

3) Vera.-uso 7215.

B.1.2.2 Preparacién

Agregar el clamrn de Ii}401oal agua.

Esrerilizar usando }401llracién.

PELIGRO �024Tomar todas las precaucianes necesarias al diso/ver at clomm de Iilio en el agua

como la reaccion es altamente exmérmica. Asimismo, esta soluclén /�030m'!aIas membranas

mucosas.
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B. 1.3 Salucién de sal sédica do éoido nalidixico

B. 1.3.1 Composicién

Sal sddica de acido nalidixico 0,19

Hidmxido do sodio. 0,05 movsolucion 10mL

B. 1.3.2 Praparacién

Disolver la .93! del écido nalidixiw en el hidn}401xidode sot}401o.

Esterilizal usando }402ltracidn. '

B,1.4 Salucion clolhidrala as acri}402avina

B.1.4.1 Compasicidn

Clomidrato de ecri}402avina 0.259

Agua 1ODmL

8.1.4.2 Preparacién

Disolvsr el clamidmto 4.19 acn'IIaw'na en el agua.

Eslerilizar usando }401lmacién.

5.1.5 Sn/uci}401nde citrala do amonio y hierro (III)

8.1.5.1 Camposicidn

Cilrato de amonio y hierro (III) 5.09

Agua 100mL

B. 1. 5.2 Preparation

Disolvar el cilmlo de amonio y hierro (In) an agua.

Esrerilizar usando }401ltracibn.

8.1.6 Med/o completo

B. 1. 5.1 Compasiclbn -

Bass (B.1.1) 100mL

Solucién do cloruro de l}402io{B.1.2) 1.0mL

Sal sédica del Acido nalidixico (B.1.3) 0,1mL .

Clomidralo de acri}402avina(B14) 0,5mL

Cilralo de amonio y hierro (Ill) (B.1.5) 1,0mL

B.1.6.2 Preparacién

lnmediarameme antes de usar, agregar las cuatro soluciones (5.12 a B15) 3 cada parcibn do

100mL :18 la base (B. 1. 1).

3.2 Media de enriquecimiento secundario seleciivoz Caldo Fraser

E2. 1 Base

5.2.1.1 Compasicidn

Peptona de came (digerida péptioo de

leiido animal) 509

Tripfona (digerida péptico de casalna) 5.0g

Extracts de came 5.0g

Extraclo de levadura 5.0g

Cloruro de sodio 20,0g

Dihidrato de hidrogeno Iosfato dkodico 12,09

DihidnigenoIos/ala de pclasio 1,09

Esculina Log

Cloruro de lilia 3,0g

Sal sédica 119 écldo nslidlxioa 0,02g

Agua 1 000 mL'_
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B.2.1.2 Preparacién

Disolver Ios componentes a 9/ media deshidralado compIe1o en el agua, si es necesaria

mediante su calentamienro.

Ajusrar el pH, de ser necesario. para que después de la esrerilizacion sea as 7,210.2 a 25'C.

' Calocar el medio en tubos de ensayo de capacidad adecuada para obtener Ias porciones

apmpiades para el ensayo.

Eslerilizar por 15 min en la autoclave a 121 ' C.

8.22 Solucidn cIorhv'dm1o de ac}401}402avina

Véase am.

5.23 Solucién dc citrate de amonio y hierro (Ill)

Véase 51.5.

B. 2.4 Medio complete

Inmediararnenre antes de usan a cada tuba (10mL de vomrnenes) ds base (E2. 1), agregar

porciones de 0,1mL de las soluciones B.2.2 y 8.2.3. Mezclar suavemenle.

B.3 Primer medio selectivo: Agar Oxford

311 Agar Base

53.3.1 Camposicién

Columbia agar 39,0g

Esculina 1.0g

Citrate amonio férnbo 0.5g

Clomm de mm 159

Agua 1 000 mL

5.3.1.2 Preparacién

Disalver Ios componentes a el media deshidramdo completo en el agua. si es necesario

mediante su calentamiento.

Ajustar el pH, de ser necesaria. para qua después da Ia esterilizacibn sea ds 7,2t0,2 a 25°C.

Esterilizar par 15 min en la autoclave a 121 ' C.

B.3.2 Suplemento para 1000mL de medio

5.3.2.1 Compasicibn

Ciclohexamide 400mg

Sulfalo de oolislina 20mg

Clorhidrsta de acri}402avina 5,0mg

Ce/otefan 2.0mg

Foslamicrn 10mg

Elanol 5.0m!

I Agua 5. Om!

8.3. 2. 2 Praparacién

Disolverlos componenlas a el medio dashidralado completo en una mezcla de agua y alcohol.
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Eslerilizar y }401llrar

8.3.3 Preparacién del media completo

Base fresca {B.3.1) hasta aproximadamente 47' C y adicianar el suplemenln (B. 3.2).

D/psnsa el media en placas estériles una cantidad de 15mL y dejar solidi}401car.

Almacenar al medio lejos de la luz. . V

El Segundo media selec}401vo:Agar PALCAM

B.4. 1 Agar Base

B.4. 1.1 Composicion

' zptona 239

' middn 1g

Clomm de sodio 5g

Iaclo da levadura 3y

I -Glucose 0,59

Imanila! 109

sculina 0.8g

Cilrala amonio férrico 0.5g

ojo fenol 0.08g

Clarulu de I}402io 15g

- at 9g a 169

A gua 960mL

8.4.1.2 Preparacidn

Disoh/er los componentes 0 el medio completo deshidratado en agua hirviendo.

Ajuslarel pH, de ser necesaria. para que después de eslerilizarios sea 7,3102 a 25�030C.

Estetilizar par 15 min en la autoclave a 121'C. �030

B. 4.2 Solucién sulfalo polimixlna B

B. 4. 2.1 Com sicién

Sulfate de polimixina B -

Agua _00mL

8.4.2.2 Preparacidn

Disolver el palimixina 8 en agua. Esterilizar usando }401ltracion.

B.-1.3 Solucién de clarhidrato dc cicloheximida

8.4.3.1 Com sicion

A - ma 10OIrIL

8.4.3.2 Preparacién

Disolver 9! clarhidralo de Ciclaheximids en agua. Eslerilizar usando }401llracién.

5.4.4 Solucidn de cellazidima penlahidratada

3.4.4.1 Com sicién

"�030�031�031°�034 »
B. 4.5. 1 Media completo

B.4.5.1 Composicién

Bass (3.41) �030�035�035"960mL "

Solucidn de pol/'mr'xina B (B.4.2) 10mL

Solucion de clomidrala de acri}402avine(B.4.3) 10mL

Solucidn de ae}402azidimapeniahidratado (81.4) 20mL

5.4.5. 2 Preparacién ._

A la base Iundida (B.4.1) a 470. dicionar Ias soluciones 34.2 a 8.4.4, mezcla! suavemente en

cada adicion.
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B.4.6 Preparacidn de las placas de agar

Colocar Ias placas de manera apropiada y adicionar 15mL de medio preparado y dejar

solidifcar.

3.5 Media de cultivo sdlido: Triplona de soja extracto de levadura (TSA YE)

8.5.1 Comgosicién

' Caldo de Triptona de soja 30g >

E Exrracta de levadura 69 K I

E Agar 9g a 18g 2�031 �030

Agua 1 000 ml.

, �030Tziptana 17,09 3

1 Paptana de sofa 3,09 i

E Cloruro de sodio 5,0g .

: Fosfaxo as diporasio 2.59

1 Fosfato de dhaorasio 2.59 I

I sruoasa 2.59 !
�030r 7�031Degandiendo de la dureza del gel del agar. 5
4 .

8.5.2 Preparacfon

Disolverlos componentes 0 el medio completo deshidratada en agua hirviendo,

Ajustar er pH, de ser necesario, para que después de esle}401lizarlossea 7,3:0,2 a 25°C.

Colocar el medio en tubos de capacidad adecuada para obtener porciones adecuadas para el

ensayo.

Esterilizar par 15 min en la autoclave a 121�030C.

Dejar solidi}401caren posicidn inclirlada.

Para la prepalacidn de las piacas de agar. colocar el media en placas Pam�031estériles en

porciones adecuadas para el ensayo. De/�030arsolidi}401car.

8.6 Media are cultivo liquido: Caldo de Tn'p1ana de soja ds extracto de levadura (TS YEB)

B.6.1. Coggosicidn

I Caldo de t}401ptanade soja ' . 30g 5

t Exrracfa de levadura I 69

_ Agua I 1 000 ml. E .

i Véase B.5.1 1

8.6.2 Prepamcidn

Disolver las componentes a at media deshidralado complete an agua, de ser necesario

mediante su calentamiento.

Ajusrar el pH. si es necesario, para que después de esterilizarlos sea 7,3t0,2 a 25'C.

Colocar 42/ media en matraces o tubos de capacfdad adecuada para obtener porciones para el

ensayo.

Esterilizarpor 15 min en la autoclave a 121°C.

B. 7 Agar de sangre de ovino

B.7,1 Base

B. 7.1.1 Composicién '

Peprona de came | 159 I

. Digestive da higado 2.59 g

E Exiracto de levadura [ 5g

E Cloruro de sodio 59 i

E Agar �0309g a 189"

I Agua 1 0D0mL .

�031De}401ndiendade la dureza del gel del agar. 5 ,

B. 7. 1.2 Preparambn "

Diso/ver Ios componentes can agua hirviendo.

Aiuslarelpl-1, de ser necesario, para que después de la esrerilizacién sea 7.2t0,2 a Z5�031C.

Colocar el medio en matraces de capacidad adecuada para obtener porciones apropiadas para

el ensayo.
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Eslerilizar par 15 min en la autoclave a 121'C.

�030 B. 7.2 Sangns de avina des}401minada

B. 7.3 Base complete

B.7.3.1 Campasicién

Base (81.1) 100mL 3

sangre de ovino des}402brinada 51711. a 7 mL §

8.7.3.2 Preparacién

Agragarla sangre a la base pneviamente enlriada 9 47�034C.Mezclar bien.

Calncar el medio en placas Petri estériles en porciones adecuadas para sl ensayo. Permitir

sofidi}401car.

B.8 Caldo de ul}402izacionde carbohidratos (Iamnasa y xilosa)

B.B,1 Base

B.8.1.1 Ccmposicién

Peplona de pmleasa mg I

Exmacro d9 came 1g ;

Clorum de sodio 59 I

P}401murabromocresol 0. 029 3

A a 1 000rnL E

8.9.1.2 Pneparacidn

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

Ajus1ar9IpH, si es necesankz para que después de eslerilizar sea después 6.82112 .9 25�030C.

Colocar el medio en tubos de capacidad adecuada para obtener porciones apmpladas para el

ensayo. ~

Eslarilizar por 15 min en la autoclave a 121'C.

B.B.2 soluciones de carbohidratos

B,9.2.1 Comosicion .

Carbohidrato 59 V

Aua 100mL

8. 8.2.2 Preparacién

Disolver por separado cada csrbohidrato en 100mL de agua. .

Esterilizar usando }401ltmcion.

8.8.3 Medio completo

Para cada carbohidrato, agregar asépticamenre x mL de solucién del aparlado 8.6.2 a 9x mL

de la base (B.8.1).

» 8.9 Agar de motilidad

B.9.1 Composicién

Pepmna de caselna 20.09 E

Peprona de cams 6.1g 3

A98! 3.59 3
Aua 1 000mL �030

B. 9.2 Preparation

Disolvel las componentes en agua hirviendo.

�024 Ajustar el pH, de ser necesaria. para que después de esle}401lizarsea 7,320.2 a 25�030C.

Colocar el medio en tubos en cantidades de aprux. 5mL.

Esler}402izarpor15 min en la autoclave a 121'C.
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E. 10 Med/o CAMP (Christie, Aikins, Munch�024Fe!eIsan)y cepas da ensayo

Las placas de agar do sangre de wine (8. 7) pueden utilizarss para este ensayo, pero es

prelerible para usarlas placas de doble capa con una capa muy }401nade sangre (8.103).

B.10.1 Base

Véase 5.7.1.

B. 10.2 Media :19 sangre de ovino _

Véase 3.7.3.1.

B.10,3 Medio completo

Colocar la base (B. 10. 1) en placas Pem�030an cantidades de aprox. 10 mL y dejar solidi}401car.

Verter una capa delgada delmedia de sangre (B.10.2) utilizando cemidades no mayores que

3mL por placa.

Deiar sol/�030d/Wear.Si el medio de sangre se Made a las placas que contienen la base que ha»

sido preparadas con anticipacion, puede ser necesario calenlar Ias placas par 20 min

colocéndolas en una incubadora a 376 antes de verler la capa del medio de sangre.

B. 10.4 Cepas da reaccién CAMP

Una cepa de B41emoIitica de 5. aumus (por ejemplo, NCTC 1803 o ATCC 25923) y una cepa

as R. equi (por ejernpfa NCTC 1621 o ATCC 6936) se requieren para realizar Ia prueba de

CAMP, No todas las cepas de S. aureus son disponibles para la prueba de CAMP.

Manrener Ios cultivos stock de S. aureus, R. equi. L. monocytogenes, L. innocua y L. ivanovii

mediante Ia inaculacion de las inclinaciones de TSA YE (B. 5. 2), incubéndnlas a 35-0 o 37'!) par

24h a 28b, :1 hasta que se plsssnle el crecimiento, y almacenéndolas en el rel}401geradora

3-c:z'c. Realizar el sulrcultiva como minimo una vez al mes,

B. 11 sarucion pensxido de niansgeno
Utilizar un 3% (m/rn); es decir, soluci}401nde 10 valflmenes.

B. 12 Tampdn Iasfato saline (PBS)

8.12.1 Compasicién

Dihidralo de hidrbgeno Iosfalo disbdico 8,959 I

Foslala de dihidrdgeno de sodio 2, 719

Cloruro de sodio 8.59

A a 1 000mL

B. 12.2 Pteparacidn

Disolver Ias componentes en agua,

Ajuslar el pH. de ser necesario, para que después de aslenhzar sea 7, 210,2 a 25'C.

Eslarilizar en la autoclave par 15 min a 121 �030C.
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Anexo 2. Método ISO 11290-111996 microbiologia de los a|imentos y piensos

método horizontal para la deteccién y enumeraclén de Llstena monocytogenes

Amd 1:2004 modificacién de los medios de aislamiento.

STANDARD 1 1290-1

First edition

1996-12-15

AMENDMENT 1

2004-10-15

 

Microbiology of food and animal feeding

stuffs �024-Horizontal method for the

detection and enumeration of Listeria

monocytogenes �024--

Part 1:

Detection method

AMENDMENT 1: Modi}401cationof the isolation -

media and the haemolysis test, and inclusion

of precision data

Microbiologia des aliments �024Mélhode horizontalepour la recherche et

le dénombraman! de Listeria monocytogenes �024

Partie 1: Méthode de recherche

AMENDEMENT 1: Modification des milieux d�031lsoIemenl,de la

recherche de I�031/vémolyseat introductionde donnees de }401délité

so 1 1290.1 =1JS§ff(;�031.';'?f1£�0303�03062?�030e*§
<:'�024::*f:><.�030<-,_~f:�031�030;�031i...

0-
@ ISO 2004
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. Microbiologia de los alimentos la alimemacién animal �024Método hcrizontalpara la detecclén y

recuento de Listeria monocytogenes

- MODIFICACION 1: Modi}401caciénde los medios de aislamiento y la prueba de hemélisis, y la

inclusién de los datos de precisién.

Parts 1:

Método de Deteccién

subcléusula 4.3

Reemplazar esta subclausula por la siguiente

4.3 Siembra e identificacién

A par}401rde los cultivos obtenidos en 4.1 y 4.2, sembrar en los dos medios sblidos selecljvos:

~ Agar listeria seg}402nOtlaviani y Agcsti (ALOA) (véase la referencia (1) y B.3)

�024 Cualquier otro medio sélldo selectivo es la eleccién del laboratorio de forma oomplementaria al

Agar Listeria segniln Ottaviani y Agoszi, como Oxford 0 PALCAM.

La incubacibn de la Listeria Agar segun Ottavlanl y Agosti a 37"Ct1�030Cy el examen después de

24h x 3h, y si necesario después de otras 2411 t 3h, para comprobar la presencia de colonias

caracleristicas que se suponen ser L. monocytogenes

La incubacién del segundo medio selectivo realizae el examen apropiada y después de la hora apropiada.

Subcléusula 5.4.1 y 5.4.2 ,

Reernplazar estas subcléusulas por el lexto siguiente

5.4.1 Primer medio: Agar Listeria segfm Ottaviani y Agosti (ALOA) (1 )

Ver 8.3.

5.4.2 Segundo medio

La eleccién del segundo medio se deja a la discrecibn del laboratorio de pruebas. Si se uliliza un medio

comercial, las inslrucciones del fabricante deberén seguirse con precisién en cuanto a su preparacién

para SL1 U50.

1) ALOA es un ejemplo de un medic adecuado disponible comercialmente. Esta informacién se da para la

- comodidad de usuario de esta pane de la ISO 11290 y no constituye un aval por parte de lSO de este

producto. Se permite el uso de otros medios de comunicacién con la misma formulacibn.

Subcléusula 9.4

- Reemplazar esta subclausula 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 porclén de| cultivo e inocular la super}401ciedel primer medio

de siembra selectivo. el agar de Listeria segon Ottaviani Agosli y (52.4.1). por lo que se obtendrén colonias

bien sepavadas .

Proceda de la misma manera con el segundo medio selectivo de siembra (5.42)

Reemplace 9.43 por el siguiente

9.4.3 Invertir Ias placas obtenidas en 9.4.1 y 9.4.2 y colocarlas en una incubadora a 37 " C para Lisleria

Agar segfm Ottaviani y Agosti (5.4.1) y en la Temperatura adecuada para el segundo medio selectivo

(5.42). Si un medio comercial se utiliza para el segundo medio selectivo. siga |as instruccicnes de|

fabricanle.

Eliminar la Note 6.

Reemplaoe 9.4.4 por el siguiente:

9.4.4 Después de la incubacibn durante 24h13h (y 24h 1: 3h adicional si el crecimiento es débil o si no se

observa la colonia después de 24 horas de incubacién) para el agar de Listeria seg}401nOttaviani yAgosli o

durante el tiempo apropiada (segundo agar selectivo), examinar las placas (9.43) en busca de la

presencia de colonias que se presumen Listeria spp

Raemplazar 9.4.4.1 por el texto siguiente:

9.4.4.1 Agar Listeria segén Ottaviani y Agosti: considerar como L. monocytogenes de las colonias verde~

azules rodeadas de un halo opaco (colonias tipicas) Si el crecimiento es Ieve, o si no se observa ninguna

colonia, o si ninguna colonia tipica esta presente a las 24 h:3 I1 de incubacibn, volver a inoubar las placas

durante otras 24ht3h.

Nola 1 Algunas cepas de L. monocytogenes muestran un halo muy débil (incluso sin halo) en casos de

estrés, en particular, el eslrés acido.

Nola 2 Algunos L. monocytogenes se caraclerizan por una actividad lenha del PIPLC (fosfatidil inositol

fosfolipasa C). Tales bacterias se detectan cuando la duracion total de incubacién as mayor, por ejemplo.

a 4 dias. Algunas de estas cepas podrian ser palégenos (véase la referencia (2)

Reemplazar 9.4.4.2 por el siguiente texto:
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9.4.4.2 Segundo medio selectivo: Examinar después de| momento adecuado para compmbar la presencia

de colonias que, de sus caracteristicas, son consideradas oomo presuntivas de Listeria spp. 0

monocytogenes, dependiendo de| tipo de medio ulllizado.

Subclausula 9.6.1 prueba de hemolisis

lnsertar Ios numeros subclausula 9,6.1.1 en el comlenzo del texlo de 9.6.1

Reemplaoe Nola 9 por el siguiente inciso;

9.6.1.2 La reaccién hemolitica también puede Ilevarse a cabo de la siguiente manera �030

utilizando ovejas glébulos rojos,

Dispersar la colonia en 150 ul de TSYEB (B.6): incubar a 37 ' C durante 2 h. A}401adir150 ul de una

suspension de gl}401bulosrajos de oveja (B4 de esta enmienda). lncubar a 37 ' C durante 15 minutes a 60

minutos. Iuego relrigerar a 3 " C y 2 ° C durante aproximadamente 2 horas. Examine para la actividad

hemolitica. Si la reaccion no es de}401nitiva.dejar a 3 �034C- 2�030Cdurante un méximo de 24h-Sh

A}401adirel siguiente apartado después del apartado 10.

11 Frecisién del método

11.1 General

No es Posible expresar la precision de un método cualitativo mediante el uso de los parémetros dia

repetibilidad y reproducibilidad que pueden calcularse }401nicamentepara los métodos cuantitalivos. Asi, las

nuevas caracterlsticas de rendimiento han sido seleccionadas (véase Ia referencia [3]). E5123

caracleristicas son: la precision (sensibilidad de las muestras positivas, especi}401cidadpara muestras

negativas) y concordancia (véase 11.2, 11.3 y 11.4).

Los valores de estas caracieristicas se�030handeterrninado mediante una prueba de interiaboratorio de-I

método organizada en el marco de un proyecto europeo (véase el anexo D). Las caraderlsticas de

rendimiento se determinaron utilizando has tipos de alimentos contaminados en los distintos niveles y de

materiales de referencia. Los valores derivados de la prueba de interlaboralorios pueden no ser aplicables

a rangos de ooncentracion de analitos y matrices diferentes a los que }401guranen el anexo D.

ADVERTENCIA -- el método que se analizé fue sin esta modi}401cacién,es decir, el aislamiento se realizis

en los agares de PALCAM y Oxford. Las datos de precision se dan algunas oriantaciones generales pan)

el usuario en el rendimiento global del método y estos datos de precisibn se aplican. en particular. a esta .

parte de la lS0 11290 junto can esta enmienda cuando el segundo agar de aislamiento es Oxford ()

PALCAM.

11.2 Preclslén -

11.2.1 Definicién

La precision es ei poroentnie de muestras identi}401cadas correctamente.

Para las muestras positivas, la precision se llama sensibilidad y es el porcentaje de muestras

correclamenle identi}401cadascomo positivos. A los efectos de este célculo, se debe suponer que todas las

muestras supuestamenle positivas, de hecho, contienen el organisms.

Para |as muestras negativas. La precision es llamada especi}401cidady es el porcentaje de muestras

correciamante identi}401cadoscomo negativas.

11.2.2 Valores generales

- Como indicacibn general de especi}401cidad(E). el valor siguienle se puede utilizar cuando el analisis do

muestras de a|imentos en general: Sp = 97.4%.

Como indicacién general de especi}401cidad(E), el valor siguiente se puede utilizar cuando el anélisis do

muestras de alimentos en general: Ver = 85.2%

Para materiales de referencia (cépsulas que oon}401enen23 CFU, preparado por RIVM, Paises Bajos pam

el juicio), el siguiente valor se ha obtenida: Se = 39.5%

Estos valores pueden ser interpretados en el senlido de que una muestra que contiene L. monocytog enecs

se reoonocib como positivo cuando se analiza con el método descrito en esta parte de la norma ISO

11290-1 an 85.2% de los casos.

11.3 Confonnidad

11.3.1 Definiciérl

Conformidad es el porcentaje de posibilidades de encontrar el mismo resultado (es decir, tanto positivos)

a partir de dos porciones de ensayo idenli}401calanalizada: en el mismo laboratorio, en wndiciones do

repelibilidad (es decir, un operador usando el mismo aparato y los mismos reactivos en el intervalo de:

tiempo mas breve posible).

Por consiguiente. la oonformidad es el equivalents de la repetibilidad de los métodos cuantitativos.

Para el calculo de acuerdo con los resultados de un ensayo intertaboratorios, la probabilidad de que dos;

muestras dan los mismos resultados se calcula para cada laboralorio participants, a su vez, y esta

probabilidad es entonces promedio overa laboratories ll.
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11.3.2 Valore globales

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

muestras de alimentos en general: Ac = 88.7%

Para materiales de referencia (cépsulas que oonllenen 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 do ensayo idénticas de una

muestra cnrainig L. monocytogenes son analizados por el mismo operador en pooo tiempo y oon las

mismas condiciones de operacion. le es una oportunidad 88.7% de la obtencion de la misma resultado

(presencia de L. monocytogenes) para las dos parles de la prueba.

11.4 concordancia

11.4.1 De}401nlcion

La concordancia es el porcenlaje de posibilidades de enoontrar el mismo resullado para dos muestras

idénlicas analizados en dos laboralorios diferentes.

Por consiguiente. Ia concordancia es el equivalents de la reproducibilidad de los métodos cuantilatlvos.

Para calcular oooordance partir de los resultados de un ensayo interlaboratorios. cada observacion en

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

rnueslra en particular por todos los otros laboratories. La concordancia es el porcentaje de lodos los

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

11.4.2 Valores globales

Como indicacion general de concordancia (Cc). el siguiente valor de mi ulilizarse al probar muestras de

alimentos en general: Cc = 84.4%

Para materiales de referencia (capsules que oontlenen 23 CFU, preparado por RIVM, Paises Bajos, para

el juicio), el valor siguiente ae puede utilizar: Co = 80.8%.

Estos valores pueden ser lnrerpretados en el senlido de que sl dos porciones idénlicas de ensayo de una

' muestra que contiene L. monocytogenes) para las dos partes de la prueba
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Resmplazar Ia cléusula 8.3 can In s4'guien!e:

B.3 Agar para Liste}401ade acuenio can Oilaviani y}401gasa�031(ALO/1)"

B. 3. 1 Media base

3.3.1.1 Composicién

- igestivo enzirrtélioo de tejidos animales 189

igestiva enzimétioo de caselna 6g '

V tracto de levaduras 109

iruvaro de sodia 2g

Glucose 2g

Glioerolosfalo do magnesio 1g

Sulfalo de magnesio (anhidro) 0,59

Cloruru de sodla 5g

Clorum ds Iitia 109

idmgeno fnsfaro de disodio (anhidro) 2. 59

5-Broma 4-cloro 34'ndo/:7 B-D~gIu-capiranosa 0, 05g

gar 12g a 189 '

-.ua 93omL"

' Dependiendo de la dureza del gel del agar.

" 925rnL si la solucidn da anfotericina 8 se u}401lizavar 8.3.5.2

5.3.1.2 Preparacidn

Disolver las componentes deshidratados o la base deshidratada comp/era con agua mediante Ia

ebullicion.

Es1en'Iizar par 15rnln en la autoclave a 121"C.

Ajustar el pH, de ser necesario, para que después ds Ia esterilizacidn sea 7,210.2. ,

8.3.2 Solucion da acido nalidixico

Sal sddica de écido nalidixico 0. 029

Hidn}401xidode sodio 0,05 moVL SInL . _

Disolver Ia sal sédica del écido nalidixico en 5mL de hidréxida de sodio y esle}401lizarusando

}401ltration.

2) ALOA es un ejemplo de un media disponible adewuado oomercialmente, Este inlnrmacionse da para la

convenienciade los usuariasde esta parte de la ISO 11290yno conslituyscoma publicidadpolpane :15 In

ISO do este pmducto. El uso de um: media con la misma fdnnula se permite.

8.3.3 Solucién de cs}402azidima

Ceftazid/�030ma 0,029

Aua 5mL

Disolverla oeftazidima en 5 mL de agua y esle}401lizarusando }401lrracibna través de una membrana

de 0, 45pm. '

B.3.4 Solucidn de Polimixina B .

Sulfate do polimixina B 76 700 U!

A ua 5mL

Disolver el palimixina 8 en 5mL de agua. Eslelilizal usando }401llracidna lravés ds una membrana

de 0,-15pm.

8.3.5 Suplementa antibldrica r.

8.3.5.1 Solucion de cicloheximida

cicloheximida 0,059

Elanol 2,5mL

A ua 2 5mL
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Disolver cicloheximida en 2.5mL de etanol. Iuega agregar 2,5mL de agua. Estenlizar usando

}401ltraciéna través de una membrana de 0.45um.

8.3.5.2 Solucién de anfotericina B como una allemativa a la solucién cicloheximida}

Anlalenbina 5 0,019

HCI (1moVL) 2.5mL

' Dlmetillormamida DM 7,5mL

Dlsolver el anfotericina en la solucion HCVDMF. Esterilizar usando }401llraciona través de una

membrana de 0,-15;Im.

PELIGROSO - La solucion de HCI/DMF es léxioo. manejar can cuidado.

B. 3.5 Suplemenla l

Disotver 29 da L-a-foslatidllincsftol (Sigma P663653�031)an 50mL de agua fria.

Agitar por aprox. 30 min hasta que se obtiene una suspension homogénea,

Usarla autoclave a l21'C par 15min yenfnara 48�030Ca SW6.

3} P 6636 es un nombre camelclal de un producto abaslecido por Sigma. Esta inlo/macidn se b}401ndapara la

conveniencia de las usuanbs de esla pane de la ISO 11290yna cansliluye una publlcidad por lSO da este

producto. Los productos equlvalenrea pueden milizarse si se comprueba que oonllevan 1 los mismos

vasulmdos.

8.3. 7 Media oomplelo

. &3.7.1Comosicl':$n

Medio de cultivo base (B.3.1) 930mL'

Solucidn de écido nalidixico (8.12) 5mL

' Solucidn da cellazidirna (B. 3.3) 5mL

Solucién de polimixina B (8. 3.4) 5mL

Solucién de cicloheximida (B.3.5) 5mL

o Soluclon de anfotericina B (8. 3.5. 2) 10mL

' Sulemenlo 8.3.6 50mL

' 925mL si sa utiliza salucion de anlule}401cina8

8.3.7.2 Prepaiacién

Aglogallas soluciones de la base a aprox. 50'C, mezclando bien entre cada adiclén.

El pH del medio aomplslo dehera' ser 7,210.2�030Ca 25'C.

El medio deberé ser homagéneamenle opaco.

8.3. 7.3 Pnaparacion de las placas de agar

Colocar en cada placa Peln�030de 15 a 20 mL del medio completo recientemente preparado. Iuego,

permitir que se solidi}401que.

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

Para Ias de}401nicionesde selectividad y productividad Iele}401dssa la ISO/TS 11133-2. La Tabla 8.1

brinda detalles de prueba de rendimiento con relaclén al Agar para Listen�030ade acuerdo con

Olraviani y Agosli.

. «msnm ll}401}402llI K

3.5706-�030tiDE HUAMMU

' EHBLIOTEGL
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Table 8.1 - Prueba de rendimiento de Aar era Listeria de acuerdo a Otraviani A asa�030!

Funcion Incubacién E Cepas de comm! Media :19 : Método de Criteria Reacciones

E referencia I control g caractellsti

E 1 cas .

Productividad 37°C por L. monocytogenes 4b TSA 5 Cuaniitativo PR 2 0.5 Colonias

48h Arcc 13932�030y/o�035 ; 5 verde

L. mono: enes 1/23 2 ! azuladas , -. 14°? 1 = .
ATCC 19111 (u otras con halo I

cepas equ/valemes en 1 : opaco

g un Ieooleccién 5

E reconacida ds i

E mic - - anismos . ! =

Espect}401cidad37�034Cpor E L. Ennacua ATCC 33090 : Cualflalivo Colonias

4811 E (u olras cepas 1 verde 1

E equivalenles en one 3 ; azuladas

recoleccion de 2 ; oon halo

3 microo enismos 1 0 am

Selaclividad 37°C por �030IE. coli ATCC 25922 0 Cualftativo Inhibicién -1 _

431: 1 3739�035y/a �030E. Iaecalis a Iota! 3

: ATCC 292120 19433 (11 l

3�030 otras cepas E 2

�030equivalenres en una

1 reoaleccién reconocida }

V 2 do micm anismos 1 5

Cepa a serutilizada par 91 laboratorio usuario (como minimo).

" Ambas 52 s a ser ulilizadas - - los Iabricanles de las medios de cultivo.

8.4 Suspensién de globules mjas de sangre de ovino

Mantenerlos glébulos mics de sangre de avino a 3°C12°C antes de usar. .

Antes de usar, examiner por signos de hemélisis (enrajecimienro) en la capa superior del suero.

De no ocurrir hemblisis. inlroduair 2mL de la capa infa}401arde g/}401bulosrojos en 98mL ds tampén

PBS (B. 12)�030

De presenter hemolisls, Suspender aproximadamente «1mL de Ia capa de globules rqios en 10mL _ _

de tampon PBS y mezcla! suavemenle, Iuego centrifugar. Si 0/ sobrenadante liquida claramente

se vuelve rojo. debido a una signi}401camehemolisis, no utilizar Ia suspensién stock y descamrla. De

otra manera. decanlal el sobrenadante liquido y agregar 2mL de esta solucién de globules rojos a

98mL de Iampén PBS.

Manlener Ia suspensién par 5 dias a 3°Ct2�031C.Descarlana si se presenta Ivemélisis.

�030.

\ . ,

�030.. .
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�030 Anexo 3. Método ISO 1 8593: 2004. Microbiologia de los alimentos 1 piensos

Métodos horizontales para la técnica de muestreo de super}401cieutilizando placas

. de contacto e hisopos.

Mlcroblologia de los alimentosy piensos. Méiodos horizon}401aiespara la técnica de muestreo de super}401cie

utilizandoplacas de contacla e hisapos

s=R6Loeo

ISO (la Organizacidn lntemacional de Eswnda}401zacién)es una federacién mundial de organismos nacionaies de

nonnalizacién (miembros de la 650). E1 trabajo de preparacién de Normas Internadonales es normalmente realizado a

través de los comités técnicos de la ISO. Cada organismo mie:r{bro inleresado en una materia para la cual se haya

eslablecido an camité técnica. tiene el derecho de estar represenlado an dicho comité. Las organizaciones

inlemacionaies. gubernarnenlales y no gubemamentaies en colaboracién can ISO. también participan en el trabajo.

ISO coiabora estrechamente con la Comisibn Elemmtecnica lntemacional (CEI) en todos los lemas re}401erentesa la

normalizaciorn eleclrolécnica.

Las Normas lnternacionales son redacladas de acuerdo con las reglas dadas en las Directrices ISOICEI, Pane 2.

La tarea principal de los camltés técnicos as preparar Ias Nonnas lmemacionales. Los bnnadores de las Normas

Intemacionales adoptadas por los comités técnicos son circuiados alas organizaciones miembros para su votacibn. La

publicacian como una Norma lntemacional requiere apmbacién da al menos el 75% de aceptacibn de las

organizadones miembros.

Llama la alencién a la pwsibilidadque algunos de los elementos de este documento puede ser 9| sujetu de los derechos

de palente. ISO no se haré responsable de la idenli}401caciénde una otodos Ios darechos de dichas patenles.

ISO 18593 fue preparada por el Comite�031Técnica ISO I TO 34. Productos alimenlicias. Subcumilé SC 9, Microbiologia

mmonucclén

�030 Es importante determinar Ia presencia del n}402merode los micmbios viables en las super}401ciesde utensilios de oocina,

super}401ciede trabajo y otros equipos en conlaclo can alimentas para estimar el nivel de contaminacién durante la

produoclén, sobre !a e}401caciade la limpieza ydeslnfeccién de los prolocolos.

�030 Los métodos horizonlales descritas en esla norma incluyen un melodo de zxmtaolo super}401ciecon placa de coniacto y

un método de hisopo. El método de contacm da placa sélo as amicable a super}401ciesplanas, mientras que el método

hisopo se puede utilizar para todos |as tipos de super}401cies,para e! muestreo as grandes super}401cles(100 cm). pueden

' utilizarse pa}401cso espunjas estériles. Este método alternative es mil para la carga microbiana de la super}401cie.Los

resultados se presentan a menudo como base de las puntuaciones pro}401lacticasde den 21 n}401rnerode unidades

formadoms de colonias (UFC) par cenlirnelrocuadrado presente en una super}401ciede prueba.

1. Kmblta de aplicacién

Este Esténdar lntemacional especi}402caIos méiodos horizontales para lécnicas de muestreo uliiizando placas de

contaclo o hisopos en super}401ciesen es! entomo de la industria de alimentos (y las p!anlas de procesamienla de '

a}401mentas).con el }401nde detectar a enurnerarmicroorganismos viabiesa

Nora El término �030medioambiente�035se re}401erea cualquierelemento de conlacta con la fuente de alimanlacién Ploducto

0 reoonlaminadén. por ejemplo. maletial, locales. operadores.

2. Referencias nom1a1i»/as

Los siguientes documentos de refere}401ciason indispensable; para la aplicacibn as esta documento. Para las

referencias sin fecha se aplica la ullirna edicién del documento de referencia (incluyendocualquiermodi}402cacién).

3. Principio

3.1 Debido a que estos métodos no son cuantilativamenlecon}401ableso reproducibles, los resultados sblo se deben

ulilizar en un �030anélisisde tendencies".
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3.2 Una placa de oonlaao (o diprslide) Iiano con un medid de agar adecuado es presionado comm Ia super}401ciea

ensayar. Después de la incubacién. una eslimacién de la oontaminacibn de la super}401ciese obtiene conlando el numero

de colonias desarrolladas.

3.3 utilizando at método de hisopo. un area especi}401cade la super}401ciea ser examinado se marca (par ejemplo,

utilizando una planlilla) y después se Iimpia. Los palillos do hisopo se rompen en un tube 0 bolella que contiene un

Iluido da dilucibn estéril o la ueutraliucibn de liquido y se mezclan eon Ia mano.

En la super}401ciese llmpia con un pa}401oestéril (h}402medo)o una esponja. el dispositivo de muestreo se airnacena en un

volumen conocido de liquida de dilucibn (por ejemplo, 100 ml para 100cm�031)

En el laboratorio. la suspension inicial y si necesario, Ias diluciones decimales se utilizan para determinar ei numero rte

microorganismos utilizando Ios procedimientos descritas en los métodos para la enumeracibn de los (grupos de)

microorganismos que ser Knvestlgado.

NOTA El l}401empode incubacién y temperatura dependen del tipo de microorganismos a detectar.

3.4 Para medias selectivos, las pruebas oon}401rrnaloriasaprupiadas pueden realimr. el numero de unidades farmadorns

de colonias de mlcroarganismos especi}401cosnor cenlimelro cuadrado 0 par hisopo se calcularon los datos del numero

de colonias (oon}402rmado).

3.5 Después del muestreo, la super}401ciese limpia y se desinfeaa. si es necesario, para evitar trazas de nulrientus

resultantes del procedimiento de lama da muestras que quede en la super}401ciemuestreada.

4. Medics de cultlvo y diiuclbn do liquidas

NOTA Para obtener mas informacion. oonsune Ias normas inlemacionales peninenles pan! las microorganismos diaua

a detectar 0 enumeradns.

4.1 Liquido neulralizanle V

En general. la base para la neuualizaclbn de llquido es agua de peptona lamponada, o sal de peplona. o cualquier otm

diluyente adecuado (tal como solucién buffer fosfato a pH 7.5. soluci}401nda peptuna al 1 g I I).

En los casos donde se espera que los residuos de desinfectanles. neutralizadores apmpiados deben anadirse al fluido

de dilucién y de los medios de comunicacion utilizados en las placas da oonlaclo para evitar cualquier afecla inhibidor

da Ios desimectantes sobre el crecimiento de microorganismos.

5. Aparata una crisualaria

Para conocer Ios requisites generales. véase la norma {S0 7218

Aparalo desechable es una aimmaliva aceptable a la cristalerla reutilizable si tiene especi}401cacionessimilares.

Aparatos de Iaboralorio microbiolbgico habilual y, en particular. In siguiente.

5.1. comacto placa, plala de pléslico con 65 mm de diémetm, Ilene de un volumen controlada de medio de agar

(elegido de acuerdo con los micmorganismos diana), hecho especialmente para el muestreo as super}401cies.

Las placas varlan en diamerro 0 area. de acuerdo con el tipo de super}401ciea mueslrear. El agar deberé formar un _

menisco convexo con el plato.

NOTA También as Posible utilizar cualquier otro disposilivo (medio nutritivo en un }402exibleo rigida oontenida), qua

permite el oonlado con la super}401ciea muestrear, Ial como un dipslide. (5,2),
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5.2. Dlpsllde. (7 cm�031a 10 cm�031).una a ambcs lados de los cuales mlén cubiertas con una capa da medio de

crecimiento sblido (sscogido de acuerdo con los microorganismos diana).

NOTA Varies medios de cultivo estén disponibles de acuerdo a los microorganismos buscados.

5.3 Hisopo, palillo rompible con algudén 0 material sintético (tal coma alginato o raybn) hisopo oontenida en un tubo 0

sobre. �030

El hisopo se envolvié y se esleriliza de forma individual. El material utilizada deberé ser dowrnantada Iibre de

sustancias lnhibidoras.

NOTA Para algunos tipos de super}401cie,Ios residuos de algodén puede contaminar Ias panes inlernas de estas

super}401ciesdespués del muestreo.

5.4 patio. material tejido estéril humedo. Iibre de sustancia antimicrobiana, emhalado individualmeme en bolsas de

pléstico, que sa utiliza para el muestreo de grandes super}401cies(2 100cm2).

5.5 Esponja. cuadrado estéril harnedo de esponia plana. Iibre de sustancia antimicrobiana. arnbalado individualmenle

en bolsas de pléslieo. que se uliliza para el muestreo ds grandes super}401cies(2 1D0cm2)l

5,6 reclpientes. lales como batellas. lrasoos. tubos adecuado: para la eslerilizacion y el almacenamiento de medios de

cultivo

5.1 Coolar. aislado, capaz de mantener la sencilla a m bajo lemmperature durante su transporte al laboratorio.

5.8 Pipelas graduadas. que liens aberluras de ancho y una capacidad nominal de 1 ml, graduedes en 0.1 ml

divisionss 0 pipelas automéllcas que enlregan 100 pl y 1000p.

59 Mixer. para rnezclar liquidas en tubos de cultivo.

5.10 homogcnlzador peristéllioo mediante agilacibn horizontal. con las bolsas de pléslico estériles para preparar

suspensiones Inlciales de movimiento perislallicn o movimiento as vibracion (hornogenizador usando agilacién

horizontal)

5.11. Placas do Petri. hechos de pléslico, 65 mm de diamelro.

5.12 Flantllla, hecha da material resistente a la corrosion (por ejemplo, un marco de acero que encierra un érea de

20cm�031a 1000'). que es lécil de Iimpiar y se puede esterillzar.

6. Técnicas do Muestreo

5.1 Generalldades

Esta es importante que el labarallorio reoiba una muestra que es representative de la super}401cieensayada y no ha sido

cambiado durante el tiempo de conlacto de desinleccibn 5 min. Espere a un periodo do conforrnidad con la

especi}402cacléndesinfeclante anles de investigar la super}401cieoon hisopos o placas de gontaclo para evaluar el

rendimiento de la Ilmpleza de un programa de deslnfeocion (0 de otra manera de acuerdo éon la especl}401caciéndel

desinfeclante).

Un neutralizadur apropiada para todas las siluaciones no se puede prescribir. Generalmenle, monoolealo de sorbilén

(30 g I I) y Iecilina (3 g I 1) son aliles para los residuos de neuzralizaoién de desinleclantes absorbldos (por elemplo.

oompueslos de amonio cualemario. amphote}402ddes).El liosullato de sadin (5 g I l) es un buen neutralizanle para

pmduclos a base de halogens. En el casa de los desinledantes a bass da peréxidm catalasa o peroxidasa se pueden

utilizar curno neutralizar. Una unidad de estas enzimas cataliza Ia descomposicién de wmol de peroxide da hidrégeno
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por minulo a 25 ° C ya un pH de 7,0 t 0.2. Un n}402merode nsutralizadoresdesinfazxanles sa recomienda en la norma

EN 1275. EN 1650. EN 13697. ya! }401nal13704.

Los componenlas da un neulralizador que se pueden utilizar en la mayoria de simaciones se dan en la Iabla 1.

Maquillaje en una soluclén de peplona (1 g I I) y una solucién de cloruro de (85 g I I). distribuida en tubos o botellas, y

esterilizaciénpor 15 min 3121 ' C.

Table 1 �024NnmalIurvth|d«un_bouso¢lnmostlnutliou

' &
[El

E3
, Nil

6.2 método dc contlclo do placa

Después de la aliminacibn de los eantanedores de transporte, presiona }402rrnemenley sin ning}402nmovimienlo Iaieral

contra Ia super}401ciedo ensayo Ia super}401ciede agar de la placa de oonlaclo 0 el depslide. De la literatura se sabe que

las resultados optirnos para placas de oonlacio se ab}401anencon un tiempo de conlacto de 10 s y una presién obtenida

con una masa de 500 g. Armario que en contacto con plates 0 laminocuhivos inmedlatamenla después de la

inoculadén y se Ios pusa da vuella en el conlenedorde transporte.

6.3 Risopo 0 pa}401ométodo I esponja

6.3.1 Método Hisopo '

6.3 Hisopo 0 pain método 1 upon]:

Saque un hisopo de la envollura estéril y humedezca Ia puma sumergiéndolo en un tubo qua contiene ltquida de

dilucibn. Ptesions la punla del hisopo cornla Ia pared dei tubo de eliminar el exceso de agua. Coloqua la punla del

hisopo en la super}401ciepara ser invesligado y raya un area esximada de 20 unz a 100an2. mientras que girar el hisopo

entre el pulgar y el dado indice en dos direcciones en énguios rectas entre si.

- Ponga él hisopo en el tuba con liquido de dilucibn y descansa asépticamente 0 covtar el pslo.

6.32 Méiodo esponla I tela

Abra la bolsa de pléstico que contiene 0 el pa}401oo una espnnja.

Relirar de forma aséplica el parte 0 una esponja con una pinza estéril o una mano con guanles estériles. Humedezca el

pa}401oo una esponla con la canlidad su}401cientede diluyente (sin exceso). En el caso de super}401cieshnimedas. eslo no as

necesario.

Devuelva el who 0 esponja a la boisa de plaslioo y oerravia en forma que asegura ninguna ruga.

La Muestra la super}401cieeleglda se oogera Ia muestra en dos direcciones perpendiculares�030cambiando Ia cara de la Cele

o esponja, Coioque el patio 0 una esponja en el recipients estéril, a}402adirel diluyente y se ciarra. A}401adirun volumen

conocida y su}401cientede diluyente. de modo que el pa}402oo esponja esté lodavla h}401medoen el anélisls.

Allemalivamenle, abra la bolsa de pléslico que contiene el pa}401oa una esponja, Agarrando la esponja a lravés de la

bolsa, saque la bolsa invertida mas da la mano. Utilioe Ia esponia para recoger Ia muestra como se ha descrito
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�030 anteriormente y transferir el pa}401ooluna esponja parahunalgolsa de plastica estéril. Guaraar Ia boisa de una manera que

asegura ninguna iuga.

7. Transporte

El transporte de las muestras obtenidas con el método de hisopo, preteriblemente dentro de 4 n, a una caja fria }401jado

en 1 ° C a 4 ' C. Examiner en el laboramrio tan pronto coma sea pusibie y no a mas (ardar 24 horas, tal como se

describe en la clausula 8.

El transporte de las placas y I o Iaminas de cultivos de oontaclo, preferiblemenle dentro de 4 h. de una manera que no

se produzca ninguna oantaminacién.

3. Procedimiento

8.1. Método de oontacto placa

Se incuban Ias placas de conlacto o [aminas de cumvos segon el Iipo de microorganismos que se enumeran (véase la

Nota a la déusula 4).

El método de la placa de contacts no se utiliza para la dekeccién especi}401cade microorganismos palbgenas.

8.2 método Hisopo (incluyendo hela y esponja)

Mezclar bien los hisopos que oonllenen usando un mezclador (5.9) durante 30 5, el ajusle de la veloddad de manera

que la pared de la Tuve se humedece hasta Ia allura de 2 cm a 3 cm por debajo de la parte superior.

' A}402adira las bolsas de plasllcc que contienen pa}401oso esponjas una canlidad de }402uidode dilucién o nemralizantes de

}402uido(4.1) en funcion del tama}401ode la zona investigado (por ejemplo 100 ml de 10tJcm2). Entcynoes el lratamienio de

los oantenidos de las bolsas en un humogeneizador peristanico (5.10) durante 1 mm. 0 un homogeneizador usando

- �030 agitaoién horizontal (5.10) durante 30 s, Esto representa Ia suspensién inicial.

Si se espera que un gran nfxmero de microorganismos, preparar otras diluciones decimales en peplona agua de

dilucién para obtener el numero numemble de colonias (véase la norma ISO 6887-1).

De acuerdo con los métodos de enumeracibn utilizados (ver apropiados Standars lntemacionaies). inocular placas

duplicadas de los medios de czamunicacibn con la suspenslén iniciai. usando 1 ml de inbculo de cuatro placas y verter

0.1 ml de inoculo para las técnicas de propagacibn de placa. Trale cualquier diluciones adicionales de la misma

manera. lnvierta los plains y se Incuban Ias placas durante el tiempo y Temperatura adecuada para cada medio.

Como una allernaliva a la técnica de siembra descrila anteriormente, es posible ul}402izarel método de la incorporacién '

de la placa. A partir de la dilucién mas alta. utilizar pipetas estériles para lransverir alicuotas de 0.05mi de las

suspensiones iniciales (hlsopos. (tapes 0 esponjas) y de las diluciones adicicnales a los seclores apropiados del medio

de cultivo marcado en la pane inferior de la placa de agar (por duplicado. utilizando |as mismas diluciones para

dilerentes piacas de agar). Cada placa de agar pre secado se puede ulilizar para gotas de no mas de seis diluciones

diferentes, Utilice Ia técnica de pipeieo inversa al presionar el émboio completamente en la elaboracién de [:3 parte

alicuata de 0.05 ml. 2 inocular |as placas presionando el émbolo para sélo la primera parada. Mantenga Ias placas de

agar horizontal (superiores tapa) hasta que la super}401cieesté seca.

Si el método de hisopo se utiliza para demostrar la presencia de microorganisrnos especi}401cos(por ejemplo. Listeria

monocytogenes o Salmonella spp.), El area investigada debe ser al menos 100cm�031y preferible sobre 100042117.

Transferir el hisopo, pa}401oa una esponja para el caldo de enriquecimiento apropiada y mezclar bien,

3.3 Conteo y deteccién de colonias

3.3.1. Método de contacts placa
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Oonzar el nnivmevo de colonias tipicas en las placas de contacto o laminas da cultivos directameme después de que el

periodo de inoubacibn indicado y oon}401rmarestos. si as neoesarib, seg}401nIos mioroorganisinbs buscados. '

8.3.2 método Hlsopo (incluyendo pain 0 una esponja) V

Confer |as coloniasen cada plate y confirmar estos. si es necesario, de awerdo con los microorganismos buscados.

8.3.3 método de Inoorporaclén on placa

Conlar el mimero :13 colonies (destino) a las diluciones rendimiento de 5 a 50 colonias.

3.3.4. Procedimientos do enrlqueclmlento

Después de la pre-enriquecimiento, siga Ias instrucciones de acuerdo a los microorganismos buscados.

9. Expreslén de los resultados y célculo

Adverlencia « Desde el método de ta placa de contacto y hisopo método I Iela no suelen dar el mismo resultado, es

necesario se}401alaren el informe que el méiodo se ha utilizada.

9.1. Método do comacto placa

Divida te numero de colonias caracleristicas por el area de super}401ciede la placa. Reports el recuento como el n}402mm:

de unidades formadoras de colonias (UFC) por centimetre cuadrado de super}401cie.

9.2 método Hisopo (incluyonda (ala y esponja)

9.2.1 Calcular el numero de unidades formadoras de colonias (UFC) por millliuo de suspension inicial Como se

describe en la norma inlemacional peninenle.

9.2.2 Calcular el n}402meroae UFC por oemimelto cuadrado ae super}401cieinvestigado. NS. utilizando Ia formula

II�030.$lD A J V
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o in an magmacl lha}402miulmod. ' ,. . .
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}401mi

r uviovaungnmnrugotausb-ni¢(«ounnI:sugnna;hn-mloaramponuuu-g:
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�030 9.2.4 Si el area hisopadernose ha de}401nido.para calcular el mimero de UFC pa! hisopo, Nsw. ulllice la formula

_ Cuando se utilizan métodos semi-cuantitativos. los resultados obtenidos en UFC por centimetre cuadrado de super}401cie

se pueden admlnlslrarcomo los Ilamados puntuaclonesdc higiene. Como estos resultados pueden variar ampliamente

dependiendo de las super}401ciesanalizadas, se recomienda que sen designados y acordados entre las panes

intetesadas.

9.2.5 En el caso de los procedimientos da enriquecimiento, al informe del microorganismo objelivo delectada 0 no

detectada en el éraa hisopada, 0 par hisapo si 21 area no se conoce.
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Anexo 4. RM- N�034461 -2007/MINSA Guia Técnica para el Anélisis Microbiolégico

de super}401ciesen contacto con Alimentos y Bebidas.

5�035�034 �030NORMAS LEGALES ' 346533|.vu.bnn7m�030u\�031n¢m7 W _

coma Jafa de| lns}401tmodc Desarrollo da Recurnos SE RESUELVE: ,

Humana:, por las razonas axvuestas en la pane . . _

oansidevaliva do in piesanle Rasolucién, dandcsela las Arliculo 1�030.-Aprobarla�030GulaTécnica para emrléliscs

gracias pot los sorviclos preslados. ' Mlctobiole}401gicado Supar}401desen comacto can Alirnenlns

y Eebidasi que nonsta catoroe (14) folios y que inrma

pane imegranla de la presenta resoluclbn.

Anleulo 2'.�024La O}401cinaGeneral de Camelinicaclmlus

prubllcara la mencionnda Guia Técnica" an Pana! de|

AU�035GARC�034PQREZ , 4 Internal del Ministerio da Salud. �030
Preslaenta Consliluclanal dc la Rapubhca -

Reglslrese. comunlquosey publlquesa.

�030 CARLOS VALLEJOS SOLOGUREN

Mlnislmde Salud

...._...._.:... 59199.1

Aprucban �030GuiaTécnica para :1

Ammsu mcmbtomgm ac super}401ciesApmeban Documento Técnica: Pin

en conmcta con Allmcatos y Bebidas�035K8010�030-131d3 P1�031¢V¢l1ci5l-�030IY C°B¢|'°| dc
�030 �030 la Transmisién Mndte Nl}401odel VIH y
Resowcsbu MINISTERIAL smug -

N�031461-ZMWIMINSA

_ nEsoLucIbN MINISTERIAL
Llma. 5 dc iuma del 2007 n0 4g3.zao7mmsp.

Vista: el Expodlenla N�03006-066910-001, qua contiene Lima�0305 .39 junig 59] 2001

6| Memorandum N�0318358-2006�024DG/DIGESA.presenlado 1 ,

pol la Dlreacibn General as Saludmnbionlal: E Vesta: el Expedlenle N�03407-043201-DGSPIMINSA;

. CONSIDERANDO.�030 GONSIDERANDO: .

~ Qué, almllculo 92�030«in la Ley N�03026842. Ley General _

de Salud dlsponeque la Aularidad de Salud de nivel

nacional es la encargada del control sanllario do los

alimentos y bebidss: .

Qua. el Arllwlo 2' Gal Reglamenlo sobre Vlgllancla

y Comm! Sanllarla do Allmenlos y Bebidas. aprobado -

por Decreto Supreme N�030007~98~SA dispone qua toda

allmenlp y babida o malaria prlma dubs responder a

sus caracleres organoléplicos. oomgosicien quimica y
eondicionasmlcrobiologlcas:

Que. mediante Resoludén Ministerial N° 410-

ZDOGIMINSA del 2 de mayo de 2006, dispusa que la

Oficina General de Comunicaclones publique en el

portal de internal del Ministerio de Salud. hasta pov un

periodo an lreinla (30) dias nnlurales, el proyecto as In

Gull: Técnica sobre criterios y Procedimientos para cl

Examen Microbiolégice dc Supar}401ciasan relacién con :

Alimanlos y Bebidas. para recepcionar las sugeranclas l

o recornendaclones que pudlsran conlrlbulr a su »

pcrfaccinnamienln; ( _ 3.

Que, habiendo wlmlnadn dlcho plazo. el grupo lécnlco I

confonnado por rapresanlanlas as las Dlrecclanes de

Salud. Centro Nacional de Allmemacion y Nulrldzsn del

lnslimln Nacional de Salud, Certi}401cacionesdel Pen�031:y
Laboralerios acradiladas, han evaluada y canmlidado

las sugerencla: a tecomandacionas presanladas por las

recurrentes; �024

Gus. el cimdo proyecto do Guia Témica. propone
regular un aspecto técnica normative. ulandarizando

y unlformizando lo: procedimientos que�030ae deben

gpllcar en la seleccibn. toma de mueslras y ensayos

rnlcrobiolbgims. eslableciando los llmlxss micrcbiolégioos F

destinados a evaluar las condiciones higiénicas sanllarlas '

da Ias super}401ciesvi»/as e inerlas que enlran en conlaclo i
con los alimentos y bebvdas; 2

Con la apinlon favorable de la Dlvact-Jon General de '.

Salud Ambiental:

Con al visado del Vioaminislru de Salud, la Dlreclora y

General de Salud Ambiental y el Director Genatal de la

Oficina General de Asescrla Jurlalca: V. �030

De cunlormldad con la prevlsloan elAnlcuIo8' literal

I) de la Lay N�03127657, Ley de| Ministerio da Salud;

 ,
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�030 Guia Técnica para el Anélisis Mimhiolégica de super}401ciesen Cantacto con Alimenws y Bebidas

GUiA TECNICA PARA EL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE SUPERFICIES

EN CONTACTO CON ALIMENTOS V BEBIDAS

1. Finalidad

La presente Guia Técnica tiene por }401nalidadcontribuir a asegurar la calidad sanilaria

indispensable en la fabricacién, elaboracién y expendio de alimentos y bebidas destinados al

consumo humano y a la implementacién del sistema de Anélisis de Peligros y de Puntos

Criticos de Control (HACCP: Hazard Analysis and Critical Control Points}.

2. Objetivos

2.1. Uniformizar Ios procedimientos que se deben aplicar en la seleccién, toma de muestras

y para los anélisis microbiolégicos de super}401ciesvivas e inertes�030

2,2. Establecer los Iirnites rnicrobiolégicos para evaluar Ias condiciones higiénicas sanitarias

de las super}401ciesvivas e inertes que enlran en contacto con los alimentos y bebidas.

2.3. Proporcionar a la Autoridad Sanitaria un instrumento para evaluar la efectividad de los

Programas da Higiene y saneamiento (PHS) y de Buenas Practices de Higiene en la

manipulacién de los alimentos.

3. Ambito de aplicacibn

La presente Guia Técnica es de obligatorio cumplimiento en todo el territorio nacional, para

- efectos de vigilancia y control sanitario por parte de la Auioridad Sanitaria, segun el ambito de

su competencia. Asimismo, Ia presente Guia Técnica podra ser utilizada referencialmente por

personas naturales o personas juridicas en las operaciones de control sanitario que realicen.

, �030 4. Procedimientos a estandarizar

La presente Guia Técnica estandariza Ios procedimientos para la seleccién, toma de muestras

y anéiisis microbiolégicos; y esrablece los limites microbiolégicos para super}401ciesque estén en

contacro o relacién directa con los alimentos.

5. Definiciones Operativas

Anélisis microbioléglcoz Procedimiento que se sigue para determinar la presencia,

idenli}401cacion.y cantidad de microorganismos patégenos e indicadores de oontaminacién en

una muestra.

Calidad sanitaria: Es el conjunto de requisites micmbiolégicos, }401sico-quimicosy

organoiépticos que debe cumplir un alimento para ser considerado inocuo y apto para el

consumo humano�030

Limites microbioléglcosz Son Ios valores permisibles de microorganismos presentes en una

muestra, que indican Ia aceptabilidad higiénico sanitaria de una super}401cie.

Gel refrigerante: Producto acumulador de frio, de descongelamiento retardado. no téxico, no

oomestible y reulilizable que se emplea para mantener Ia cadena de frlo.

'- Hisopo: lnstrumento que tiene un extrema recubierio de algodén 0 de raybn estéril que se _

utiliza humedecido con solucién diluyente para facilitar Ia reouperacién bacteriana, en el

muestreo de super}401cies.

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

con alimentos envasados o no envasados. equipos y utensilios utilizados para su elaboracién y

preparacion 0 con super}401ciesque estén en contacto con los a|imentos.

1
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Peligroz Agents biolégioo, quimico o }402sioopresente en un alimento o super}401cieque esta en

oontacto con los a|imentos 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 0 peligros en los alimentos, ocasionado por el

oomacto con super}401ciesvivas (manipulacién) o inertes contaminadas.

super}401ciesinertes: Son todas las panes extemas y/o intemas de los utensilios que estén en

oontacto con los a|imentos, por ejemplo equipos, mobiliario, vajilia, cubienos, tabla de picar.

etc.

super}401ciesvivas: Las panes extemas 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 0 sin guantes del manipulador de a|imentos.

Vigilancia sanitaria: Conjunto de ac}401vidadesde obsewacién y evaluacibn que realiza Ia

Autoridad Sanitaria sobre Ias condiciones sanitarias de las super}401ciesque estén en contacto

con los alimentos y bebidas, en proteccién de la salud de los consumidores.

G. conceptos Béslcos

6.1. operaciones en campo

Las operaciones en campo son aquellas que se realizan en el estableclmiento donde se

procesan, elaboran, almacenan, fraccionan o expenden alimentos y bebidas, sea fabrica,

almacén, servicios da 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. Seleccién de| 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 deslinado y

acondicionado para el control de la calidad sanitaria e inocuidad de los alimentos y bebidas.

Comprende |as siguientes operaciones conseculivas, realizadas por personal capacitado en la

materia:

a. Detenninacibn da Ios ensayos microbiolégicos.

b. Procedimiento de anélisis microbiolégicos.

c. Calculo y expresién de resultados.

d. Interpretacién de resultados de acuerdo a los limites microbiolégicos.

7. consideraciones Especi}401cas:operaciones en Campo

7.1. Procedimiento para la seleccién de la muestra

El procedimiento para seleccionar las muestras. debe estar en funcién de los riesgos sanitarios

relacionados a las diferentes elapas de la cadena alimentaria, sea la de fabricacién. la de

elaboracién y/o expendio.

En fébricas de a|imentos y bebidas

a) super}401ciesInertes '-

Se seleccionarén aquellas que estén o tendran contacts directo con los a|imentos que

no serén sometidos a un proceso térmico posterior u otro que disminuye Ia carga

microbiana.

2
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b) super}401ciesvivas

Se seleccionaran a los manipuladores de a|imentos, con 0 sin guantes, que estén en

ccntacto directo con los alimentos que no serén sometidos a un proceso térmico

posterior u otro tratamiento que diminuya Ia carga microbiana.

En establecimientos de elaboracién y expendio

a) super}401ciesinertes

Se seleccionaran aquellas super}401ciesque estén en contacto con los alimentos

destinados alconsumo directo. como utensilios, vajilla, super}401ciesde cone, menaje,

equipos. entre otros.

b) Superfrcies vlvas

Se seleccionarén Ias manos de los manipuladores, con 0 sin guantes, que estén en

contacto con los a|imentos destinados al consumo directo.

7.2. Seleccién del método de muestreo

La seleccién de| método de muestreo debe estar en funcién de las caracteristicas de la

super}401ciea muestrear.

Mérooo DE l
MUESTREO SUPERFICIES A MUESTREAR i

Se u}401lizapara super}401ciesinertes regulares e irregulares, tales

« Método del écomo tabla de picar. bandejas, masas de trabajo, utensilios}

H50 0 cuchillas de equipos, cortadora de embutidos, cortadora de pan 1

p de molde, fajas transportadoras, tolvas, mezcladoras, pisos,

E paredes y otros.

. �030 E

E

Método de la El método de la esponja se utiliza preferentemente para 5

Esponja muestrear super}401ciesde mayor area. I

3 I
Mé�030do del Se utiliza para super}401ciesvivas (manos) y para objetos �030

Enaa "9 I peque}401os0 para el muestreo de super}401ciesinteriores de i

J 9 envases, botellas, bolsas de pléstico. etc. �030

7.3. Procedimiento para la toma de muestra

7.3.1. Método del hisopo

a) Descripcién:

Consiste en frotar con un hisopo estéri! previamente humedecido en una solucién

diiuyente, el area determinada en el muestreo.

b) Materialesz

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

o Tubo de ensayb con tapa hermética conteniendo 10 mi. de solucién diluyente

estéril. Se agregaré una solucién diluyente con neutralizante como attemativa. (Ver

Anexo 1).

o Piantilla estéril, con un area abierta en el Centro de 100 cm�031(10cm x 210cm) 0

aiternativamente. plantilla estéril. con un area abierta en el centro de 25 cm (5 cm x

5 cm).

s Guantes descar-tables de primer uso.

e Protector de cabello. V

3
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o Mascarillas descartables.

o Plurnén marcador indeleble (para vidrio).

o Caja térmica.

o Refrigerantes.

c) Procedimiento:

1. Colocar Ia plantilla (10cm x 10cm) sobre la super}401ciea muestrear.

2. Humedecer el hisopo en la solucién diluyente y presionar Iigeramente en fa 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 super}401ciedelimitada

por la plantilla. cada una en direccién opuesta a la anterior. Asegurar el hisopado en

toda la super}401cie.

44 En el casa de utiiizar la plantilla de 5cm x 5cm, repetir esta operacién 3 veces mas,

en Iugares diferentes de la misma super}401cie.para obtener100 cm�031.

5. Colocar el hisopo en el tubo con la solucién diluyente, quebrando Ia parte del hisopo

que estuvo en coniacto con los dedos de| muestreador, la cual debe ser eliminada.

6. Para super}401ciesirregulares. en el caso de utensilios, se repetiré la operacién con 3

utensilios mas (total 4 como méximo), con el mismo hisopo, considerando el area

que esta en oontacto con el alimento 0 con la boca.

7. Si no se toman Ias 4 muestras. se debe anotar en la Ficha de Toma de Muestra.

d) Conservacién y Transporte de la muestra

Las muestras se oolocaran en un contenedor isolérmico con geI reirigerante, el cual so

distribuira uniformemente en la base y en los Iaterales, para asegurar que la

temperatura del contenedor no sea mayor de 10°C, a }401nde asegurar la vida om de la

muestra hasta su llegada al laboratorio. El tiempo de uanspone entre la toma de '

muestra y Ia recepcién en el laboratorio estaré en funcion estricta de dicha temperatura.

no debiendo exoeder las 24 horas y excepcionalmente las 36 horas.

Se debera�030registrar Ia temperatura del contenedor al colocar las muestras y a la llegada

al laboratorio con la }401nalidadde asegurar que las mismas hayan sido transponadas a la

temperatura indicada. Las temperatures superiores a 10°C invalidan Ia muestra para su

analisis.

7.3.2. Método de la esponja

a) Descripciénz

Consisle en frotar con una esponja estéril, previamente humedecida en una solucién

diluyente. el area determinada en el muestreo.

b) Materlalesz

o Esponja estéril de poliuretano 0 de celulosa, de 5cm x 5 cm. _

o Plantilla estéril. con un area en el centro de 100 cm�031(10 cm x 10 cm)�030

0 Frascos con tapa rosca de 250 mL de capacidad, can 100 mL de solucién diluyente�030

estéril.

o Pinzas estériles.

o Bolsas de polietileno de primer uso.

o Guanles descartables de primer uso.

o Protector de cabello.

o Mascarillas descanables.

o Plumbn marcador indeleble (para vidrio).

o Caja térmica.

o Refrigeranles.

c) Procedimiento:

1. Retirar la esponja de su envoltura con la pinza estéril o con guantes descartables o

bien usar una bolsa de primer uso, invertida a manera de guante.

2. Humedecer la esponja con la solucién diluyente estéril (aproximadamente 10 mL).

4
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3. En condiciones asépticas frotar vigorosarnente el area a muesirear. En ei caso de

super}401ciesregulares, frolar el area delimitada por la plantilla y en las super}401cies

irregulares (cuchillas, equipos, utensilios, etc), frotar abarcando ia mayor cantidad

de super}401cie.

4. Colocar ia esponja en el frasco oon ei resto de la solucién diluyente o

aiternativamente coiocar ia esponja con la muestra an una bolsa de pléstico de .

primer uso.

5. Para el caso especi}401code utensilios se deberé repetir la operacién con 3 utensilios

més (total 4 como méximo), con la misma esponja, considerando el area que esté

en coniaclo con el alimento 0 con ia boca. �030

6. Las tazas. capas o vasos se muestrearan 2 a 3 cm airededor de| borde por dentro y

por fuera.

d) Conservacién y Transpone de la muestra

Las muestras se colocarén en un contenedor isotérmico con gel refrigerante, el cual se

dlstribuira uniformemente en la base y en los Iaterales. para asegurar que la temperatura

de| contenedor no sea mayor de 10°C. a tin de asegurar la vida mii de la muestra hasta

su liegada al laboratorio. El tiempo de transporie entre la toma de muestra y la recepcién

en el iaboratorio estaré en funcién estricta de dicha temperatura. no debiendo exceder

las 24 horas y excepcionalrnente las 36 horas.

Se deberé registrar la temperatura de| conienedor al colocar Ias muestras y a la Ilegada

al laboratorio con la }401naiidadde asegurar que las mismas hayan sido transportadas a la

temperatura indicada. Las temperaturas superiores a 10 �034Cinvalidan Ia muestra para su

�030 anélisis.

7.3.3. Método de| enjuague

' a) Descripciénz

Dependiendo de la muestra, el método consiste en realizar un enjuague (botellas,

frascos, utensilios, similares) o inmersién (manos, objetos peque}401os)en una solucién

diluyente.

b) Materiaies:

o Frascos con tapa hermética de boca ancha de 250 mL de capacidad, con 100 mL de

solucién diluyente estéril.

o Bolsas de polietileno de primer uso.

o Pinzas estériles.

o Guantes descanabies de primer uso.

o Protector de cabello.

o Mascarilias descartables.

o Plumén marcador indeleble (para vidrio).

o Caja térmica.

o Refrigerantes.

c) Procedimiento:

Para manos

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

- 2. Introducir Ias manos a muestrear hasta Ia altura de la mu}401eca.'

3. solicitar al manipuiador que reaiice un frotado de los dedos y particularmente

alrededor de las u}401asy la paima de la mano, adicionalmente el muesireador

. deberé realizar la misma operacién a través de las paredes de la bolsa, durante un

(01) minute aproximadamente.

4. Luego de retirar Ias manos se regresa el liquido ai frasco 0 se anuda la bolsa y

ésta se coioca en otra bolsa para que esté segura; en este caso, Ia bolsa que se

utilice debe ser estéril.
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Para recipienles (frascos. jarras, otros) '

1. Vaciar en el recipienie a muestrear una parte de la solucibn estéril (frasco can 100

mL) y agitar vigorosamente.

2. Regresar Ia solucion a su frasco original.

3. Cerrar hen-néticamenle el frasco para su traslado.

Para objetos peque}401os(piezas de equipos. otros)

1. Se introduce individualmente cada objelo en el frasco o bolsa con la solucién

estéril y agitar vigorosamente.

2. Luego con una pinza estéril, retirar el objeto peque}401odel frasco o bolsa.

3. Si se muestrea mas de un objeto peque}401ode igual naturaleza, se debe

considerar esta en el célculo de resultados a }401nde evitar reportes inexactos.

d) Conservacién y Transporte de la muestra

Las muestras se colocarén en un contenedor isotérmico con gel refrigerante. el cual se

distribuiré uniformemente en la base y en los laterales, para asegurar que la

temperatura de| conlenedor no sea mayor de 10'C. a }401nde asegurar la vida mil de la

muestra hasta su Ilegada al laboratorio. El tiempo de transporte entre la toma de

muestra y la recepcién en el laboratorio estaré en funcién estricta de dicha temperatura,

no debiendo exceder las 24 horas y excepcionalmenle las 36 horas.

Se debera registrar Ia temperatura del conlenedor al colocar Ias muestras y a la Itegada

al laboratorio con la }401naiidadde asegurar que las mismas hayan sido transportadas a la

- temperatura indicada. Las temperatures superiores a 10°C invalidan la muestra para su

analisis. �030

8. Consideraciones Especi}401cas:Operaciones Analiticas

3.1. Seleccidn de ensayos

Los ensayos a realizar seran segun el tipo de super}401cieque ha sido mueslreada.

ENSAYOS SUPERFICIES VIVAS SUPERFICIES INERTES

indicadores de Collformes totales coliformes totales

Higiene

staphylococcusaureus (t) 

(') En el casa de super}401ciesel S. aureus es considerada un indicador de higiene ya

que la toxina as generada en el alimento.

Se oonsideraré Ia b}401squedade patégenos tales como: Salmonella sp.. Listeria sp..

Vibrio cholerae, en caso signi}401quenun peligro para el proceso. Para Ia deteccibn de

patégenos se deberé tomar una muestra diferente (de la misma super}401cie)a la

muestreada para indicadores de higiene.

8.2. Procedimiento para el control microbioléglco con aplicacién del método

del hisopo

Procedimiento de analisis microbiolégicos

Sea por métodos répidos 0 convencionales, los ensayos rnicrob}401olégioosse raalizarén

utilizando métodos normalizados por organismos internacionales como la Organizacién

lntemacional para la Estandarizacibn (ISO: lntemacional Organiza}401onfor

Standardization), Métodos O}401cialesde Anélisis de la Asociacién lntemacional de

Quimicos Analiticos O}401ciales(AOAC: Of}401cialMethods of Analysis of the Association of

Of}401cialAnalytical Chemists International), Administracién de Alimentos y Drogas/Manual

Anall}401coBameriolbgico (FDAIBAM: Food and Drug AdministrationIBacteriologica|
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Analytical Manual), Comision lntemacional do Especi}401cacionesMicrobiolégicas para

v Alimemos (ICMSF: lntemacional Comission on Microbiological Speci}401cationsfor Foods).

Asociacién Americana para la Salud Publica / Compendio de Métodos para el Anélisis

Microbiolégico de Aiimentos (APHA/CMMEF: American Public Health Association I

Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods), entre otros;

utilizando la técnica de recuento en placa.

Célculo y expresién de resultados

a) Célculo

Para super}401ciesregulares: el n}402merode colonias obtenidas (ufc) se multiplicaré por e!

factor de dilucion y por ei volumen de solucion diluyente utilizada en el muestreo (10 mL)

y se dividiré entre el érea de la super}401ciehisopada o muestreada (100 cm�031).

, Para super}401ciesirreguiares: el niiimero de colonias obtenida (ufc) se multiplicaré por el

factor de dilucion y por ei volumen de la solucion diluyente usada.

b) Expreslén de resultados

Los resultados se expresarén:

- Para super}401ciesregulares en: ufc I cm�031:

- Para super}401ciesirregulares en: ufcl super}401ciemuestreada (ej. cuchilla de Iicuadora,

cuchara, etc�030).Se deberé expresar Ia cantidad de super}401ciesmuesireadas. (ej. ufcl 4

cucharas)�030

c) lnterpretacién de resultados de acuerdo a los limites microbioléglcos

SUPERFICIES INERTES

_ METODO

- HISOPO super}401cieRegular super}401cieIrregular

Limite de . . . . Limite dc Limite

' del Método Método �034

comormes 2 2 < 10 ufcl < 10 ufcl

�030owes< 0.1 ufc/cm < 1 ufc/cm super}401cie super}401cie

muestreada muestreada

g}402z}401}402rifel/;:::::.;';e/ Ausencia_ I Ausencigl

Patégeno muesireada muestreada en cm: Supamme super}401me
en cm; ,, ,, muestreada muestreada

(') En |as operaciones anaiiticas, estos valores son indicadores de ausencia.

("') indicar ei érea muestreada, Ia cual debe ser mayor o igual a 100 cm�031.

8.3. Procedimiento para el control microbiolégico con aplicacién del método de

la esponja

Procedimiento de anélisis microblolégico

Sea por métodos répidos o convencionales, Ios ensayos microbiologicos se realizarén

utilizando métodos normaiizados por organismos inlemacionales como la ISO. AOAC,

FDAIBAM. ICMSF, APHA/CMMEF, entre otros; utilizando la técnica de recuento en

placa.

_ 7
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Célculo y expreslén de resultados

a) Célculo

Para super}401ciesregulares: el ndmero de cofonias obtenidas (ufc) se rnultiplicaré por el

(actor de ditucién y por el volumen de solucién diluyente utilizada en el muestreo (100

mL) y se dividira entre el area de la super}401ciemuestreada (100 cm�031).

Para super}401ciesirregularesfel ndmero de colonias oblenido (ufc) se multiplica por el

factor de di|uci6n y por el volumen de solucién diluyente uliiizado en el muestreo (1 00

mL) y se divide entre |as 4 super}401ciesmuestreadas (ej. cuchillas de Iicuadoras,

utensilios como cucharas, vasos, etc.).

b) Expresién de resultados

Los resultados se expresarén:

- Para super}401ciesregulares: ufcl cm�031

- Para super}401ciesirregulares: ufcl super}401ciemuestreada (ej. cuchilla de licuadora.

cubieno, etc).

c) Interpretacién de resultados de acuerdo a los limites microbiolégicos

SUPERFICIES INERTES

super}401cieRegular super}401cieIrregular

Limite do Limite Limite de .

ENSAYO Deteccién Permisible Deteccién del �034mmMme

del Método ' Método

< 25 ufc I < '
. . 25 ufc I

c°£::';es <1 ufc I cm�031 < 1 ufc/cm�031 5;:-':;':a super}401cie

., muestreada (")

AJJSPZEZBI ::::'}::e�031 Ausencia I Ausencia!

Pmégeuo mueslreada muestreada en nfxggggga l}401sssegzsa

en om�031" cm�031

(�030)En |as operaciones analiticas, estos valores son indicadores de ausencia.

(") Para 4 utensilios.

("') Indicar el area muestreada, Ia cual debe ser mayor o igual a 100 cm�031.

8.4. Procedimiento para el control microbiolégico con aplicacién del método

= del enjuague

Procedlmlenta de anéllsis microbiolégico

Sea por métodos répidos o convencionales. los ensayos rnicrobiolégicos se realizarén

utilizando métodos normalizados por organismos internacionales como la ISO. AOAC.

FDA/BAM. ICMSF. APHAICMMEF, entre otros: utilizando Ia lécnica de recuento en

place�030
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célculo y expreslén de resultados

a) Célculo

Para super}401ciesvivas: el namero 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 peque}401os0 para el muestreo de super}401ciesinteriores de envases.

botellas, bolsas de plés}401co.entre otros. el n}402merode colonias obtenida (ufc) se

multiplica por el factor de dilucién y por el volumen de solucién diluyente utilizada en el

muestreo (100 mL) y se divide entre las 4 super}401ciesmuestreadas (ej. envases, bolsas

de pléstioo). -

b) Expresién de resultados

Los resultados se expresarén:

- Para super}401ciesvivas: ufcl manos.

- Para super}401ciesintemas: ufcl super}401ciemuestreada (ej, envases, bolsas de pléstico.

etc).

a) lncarpretacién de resultados de acuerdo a los limites microbiolégicos

�030 $5223:
Llmite de . Limite de .

Llmrte . . Llmute
ENSAYO Detecclén . . Deteccuon

. . - del Método Permrslble (') dc. Mémdo Permislble (')

<25ufcI <25ufcI

coliformes < 100 ufcl < 100 ufcl super}401cie super}401cie

totales manos manos mueslreada mueslreada
. .. ..

Staphylococcus < 100 ufc I < 100 ufcl _

aureus manos manos

4 . Ausencia I Ausencia I

Patégeno A::::§:' I Al::::::'sa I super}401cie super}401cie

muestreada muestreada

_ (') En Ias operaciones analiticas, estos valores son indicadores de ausencia.

("') Para 4 utensilios.

. 9
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Anexo 5. Registros de monitoreo microbiolégico ambiental.

@cEHPERV _�030...n..=,.,,... ... .... ..

"�031�0343°RAT°R'°°E ""°R°B'°"°°"�030 MONITOREO MICROBIOLOGICO AMBIENTAL
CIALLAO 75; cu-umaons j�030PIURA '_ «

Fecha de inlclo: 9 §~ I0 -04- Fecha de término: 53' 1 0 - g],

Medias usados: PC Lote: 13$�030 OGY Lole: _I_23_ I 2 .

 |cRooRGANIsMo ' SECCION i RESULTADO UFC/15 min I

= . X . 4 �030
AEROBIOS MESOFILOS i Sala de siembra Mesa 1 3 '

- Moo-Ios Y Lawn:-um I �030V I

AEROBIOS MESOFILOS Sala de Siemm I Mesa: 2

MOHOS v LEVADURAS

AEROBIOS MESOFILOS 3
M can 13

MOHOS Y LEVADURAS I I I �034I

AEROBIOSMESOFILOS mun
MOHOSY LEVADURAS �024

H N 3
Mo..ommoua,.s "�030°5 -

' me.�034u �024_ _

�030uA mun O

3�030I -
I .-.ERcs:os MESOFILOS I Sala da pases I Mesa 2 3 I

MORO5 v LEVADURAS I 8', .

AEROBIOS MESOFILOS E I

MOHOS Y LEVADURAS ' I

' AEROSIOS MESOFILOS Sela u pregaricién as man:

MOHOSY LEVADURA5 -3°�034�035"�030"° '
AEROBIOS MESOFILOS I , _

MOHOSY LEVADURAS I I I

_�030I-EROEIOS MESOFILOS |
. . | I - .

I AEROBIOS MESOFILOS ' I

MOHOS YILEVADURAS I I

AEROBIOS MESOFILOS ' ' ' I �030

0Dser.-a-:icnes. _ I

Bacterias zembias mesé}401lasviebles 515 Ur�031-Clplaca/15min;Mohas y 15*/aduras '_<_ 15 jJ.=C/placy15rnin _

A A A �030

�024"'1 �024I_ta: I ' / ,

ZELEE£31

I �030 LE-R-MAM
_ vmsou 02

. 2010-0545
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®cEnPER
N -.....=_.¢..., 54L .... ..

.. .

�035�030B°RAT°R'°DE ""cR°B'°�034°°'A MDNITOREO MICRIC->BIOLOG!CO AMBIENTAL

CALLAO jg cmmaows ;" Hum j_ » .

Fecha da inicia: J ,3 - [ Q -][}-I Fecha de término: \ § . | Q .[2

Medias usados: PC Lots: 150 OGY Late: :53 ' . ,

' MICROORGANISMO > SECCION 1 V RESULTADO UFCI15 min 3

< ' 1 : . . !

 RoB'°sM550�030-[Los �030 Sala de siembra Mesa 1 �030 �031 3

- MOHOS Y LEVADURAS I i !
a x n

�030 AEROBIOS MESOFILOS �030 Sala de siembra A Mesa 2 3

I i A
AEROSIOS MESOFILOS I

- �030 N no 3
MOHOS v LEVADURAS I | I

1 AEROBIOS MESOFILOS i H I �0301-

MOHOSY LEVADURAS �030 Q�03441 N

AEROBIOS MESOFILOS

MOHOSYLEVADURAS

' AEROBIOS MESOFILOS Qua�034£1 4

MOHOS Y LEVADURAS 5 Us :3 mam...n

> . AEROS|O$ MESOFILOS Sala }401epases I Mesa 1 ,

MOHOS v LEVADURAS ' G I

AERCS£OS MESCFVLOS I Sam de pases F Mesa 2 S�030 !

MOHOS Y LEVADURAS i I
! v

AEROBIOS MESOFILOS I �030 I
. . .-

MOHOS Y LEVADURAS I '

' AEROBIOS MESOFILOS Sala de praps}402ciénde medios I 3 �030
da wl}401vc . - - ' *�030

MOHOS v LEVADURAS I 2

AEROBIOS MESOFILOS :

. MOHOS Y LEVADURAS ' ' '

§ ' AEROBIOS MESOHLOS ' 5
f�024�030. 1 1 3

i AEROBIOS MESOFiLOS I ' 5

MOHOS \/LEVADURAS I g �030

1 AEROBIOS MESOFILOS I

. xQbSE?'v'EdCP:3S,

Bacterias aerabias mesé}401lasviables 515 UFClplacd1$min�030,Mohos y levaduras §15]JFC/placa-�03015r.-.in.

,. A
I///I �030 >/

'51! .

�030 LE-R«MAM
Version 02

\ » 201506-14
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@919�030,-'_=�031_.aI:§Is2 -. > a �030

'-A3°R�035°R�031°DE �035'°R°3'°"°G"�030MONITOREO MICROBIOLOGICO AMBIENTAL
CALLAO CHIMBOTE j�030FIURA '_'_ .

Fecha de inicio: �030)3 ~ In _ �030I Fecha de término: '7, - ) 0- I3

Medias usados: PC Late: 2§9 OGY Lola: &Q__ ' . 4

MICROORGANISMO | sEccxoN V RESULTADO urcn 5 min I

'~ . : I

AEROEIOS MESOFILOS Sala de siembra I Mesa 1 �030 ,

�030 MOHOS Y LEVADURAS I I Z I
�030 I

AEROBIOS MESOFILOS Sala de siembra I Mesa 2 3

_ MOHOS v LEVADURAS _ I

AEROBIOS MESOFILOS
H um 2

MOHOS YLEVADURAS I I Q2

I -
I N loo �0301 �030

MOHOSY LEVADURAS 3

AEROBIOSMESOFILOS ~ �030-

�034�030 "MMOHOS Y LEVADURAS .

�031 Gama M -

in �034WM-_ -

s,_..a ¢,, 95*: Mesa ., . .
I , 3 .

I AEROBIOS MESOFILOS I Sala de pases Mesa 2 ' I

' Monosv LEVADURAS I �030/
 .

AEROBIOS MESOFILOS '

MOHOS v LEVADURAS ' �031

�031 AEROBIOS MESOFILOS I Sala de preparation 6: medias
Ge CIJIIIVO « �030I�031

. MOHOS v LEVADURA5 Z

I AEROBIOS MESOFILOS . I

MOHOSYLEVADURAS �030 �030'

g_' Aeaosaos MESOFILOS I I
. _ I _ ,

I AEROBIOS MESOFILOS I I

I MOHOS YILEVADURAS I ' '

AEROBIOS MESOFILOS ' ' '

»O\:ser-raciones. I '4
..

Bacterias aerobias rnesé}401lasviebles 515 UFClp!acaI15min; Mohos y levaduras 5 15 UFC/place/15min _

�030I _ - I .

cw �031 �030-�031/�031�031-
5'57  

._ -' I y '
LE>R-MAM

_ Vsrsién oz
2010-O5-�030.4
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. c. A

�030 ©c1_=.RPEH A�030N ulnv-statue: DELPEIII KA

, .. .

L�034B°R�035°RI°DE M'°R°E'°'�034°G�035�030MONITOREO MICROBIOLOGICO AMBIENTAL
CALLAO CHIMBOTE _; �030mum i_ - .

Fecha de inicio: '3 - IO - 3]. Fecha de término: 1 3 [Q - 35

Medics usados: PC Late: 135 oev Lois: 33-{Q ' . .

 1cRooRGANIsMo I SECCION i RESULTADO UFC/15 min I

~ . I I ; .

I AEROBIOS M550�031-�034'05 Sala de siembra I Mesa 1 �030|�024�0243�024�024~�024I:

' MOI-£08 Y LEVADURAS I I Q» I

I - . -- I . I I I I
A=RO°I0s M:°oF"�030O° Sala de siembra Mesa 2 I

MOHOS v LEVADURA5 I

AEROBIOS MESOFILOS I "I
M IDA I 2�031

MOHOS Y LEVADURAS I I I
I

AEROBIOS MESOFILOS �031~l

MOHOS Y LEVADURAS .

. ~. M
�030W5�031 .

- I cauoa u -
Am nmm

_ » Asnoaxosmssomos Sala meses " _

�030 �024
. . . - .. I I I I,.ERas.os ..IE>OF..CS Sala de pases I Mesa 2 3 ,

_ ' M0!-�030:05Y LEVADURA5 3
I I I .

I AEROBIOS MESOFILOS �030 I

MOHOS Y LEVADURAS ' S

I AEROBIOS MESOFILOS Sala de prepsracién ca medias
}401ecunivo / -~ > ~ �031�034

MOHOSY LEVADURAS Z

AEROBIOS MESOFILOS _

I MOHOS Y LEVADURAS

AEROBIOS MESOFILOS I I

' - I �030 F�031-"""�035
I AEROBIOS MESOFILOS I I 3 I

I MOHOS YILEVADURAS I I I I

I AEROBIOS MESOFILOS ' " I

-Obsemecicnes. I

Bacterias aerobias mesé}401lasviebies 513 UFC/placa/15min; Mohas y levaduras 5 15 _UFC/piacai}401srrsin _

I 41111] " ' I
.12; -15�031-

A ~="" �030

" LE-R�024MAM
_ varsisn 02

. 2010-03-14
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®cERPER-....._..,..... .... .4_ A �030

L"5°R"T°R'° DE �035"°R°3'°"°°�034�030MONITORED MICROBIOLOGICO AMBIENTAL
c:u.u.o �034jcmusors f HURA '; » .

Fecha de inicio: I3 - IQ . 3'3 Fecha de término: I,§- 31- 0]

Memos usados: PC Lole: Q (Q OGY Lots: Q I2. . .

MICROORGANISMO I I SECCION RESULTADO UFC/15 mm I

. S . ; I
AEROBIOS M:5OFlL0S :; Sm de siembra I Mes�034 ' S�030

~ manos Y LEVADURAS I I �030V I
.

I _ I
A:ROBIOS MESOFILOS I Sala de siembra I MW 2 6

MoHosYLEvADuRAs

AEROBIOS MESOFILOS
- M too 3 3

MOHOS v LEVADURAS I

I
I N Uno �030-1 3,

MOHOS Y LEVADURA5

AEROBIOS MESOFILOS ~ 2

MOHOS Y LEVADURAS '2M�035?_
' AEROBIOS MESOFILOS Cnbinq u 0

mm...»�030-

sa,w,,ms Mesa, -1- _
' MOHOS Y LEVADURAS _ . 3 -

AERGBIOS :v.:soF::.os Sala de pases Mesa 2 "I

Mo}401osY L-EVADURP5 I . 1 I '4
I

AEROBIOS MESOFILOS I I I I
I

Monosvtsvmuaas I I :

' AEROBIOS MESOFILOS sag de areparacién de medios
ds cultivo . .. .. » »

MOHOS v LEVADURAS 3

Aaaoaiosmssomos _

I MOHOS v LEVADURAS
_ I .

__ AEROBIOS MESOFILOS I
I . I g -

AEROBIOS MESOFILOS i I >

MOI-I05 YILEVADURAS ' I ' »

AEROBIOS MESOFILOS I �031 ' �030 '

.Obsenicionas. I

Bacterias aerobias rnesé}401lasVIGbI6S 515 UFCIplau2/15min; Mohos y levaduras 5 15_UFC/place}402smin k

..�030..'�024 �030'

-133. _ _/}402_
ANAL '*'  %

A LE�024R»MAM

_ Version 02

' 2010-05-14
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_ Anexo 6. Registros de temperatura de equipos de trabajo. " * �031"

LABORATORIO E°�035"�031°= »- - -
MICROBIOLOGIA W REGISTRO DE cameo DEL eouwo: :2: Q

TEMPERATURA TEMP. PERMISIBLE 303; 3 13¢

LABORATORIO TOXINAS E UBICACION: . _ ' . _ �030

NIDROBIOLOGIA I .

- .

TEMP. 035. = TEMFERATURA OBSERVADA: _

T.C.V. = TEMPERATURA CONVENCIONALMENTE VERDADERA

ESCALADELTERMOMETRO: _______j____j ' '

OODIGO DE TERMOMETROI

TAT

LE-R-TEM

Verswn 03

2008 - OB « 27

- 101 '



LABORATORIO m EQUIPO: �034Sn9 gm ! an

MICROBIOLOGIA REGISTRO DE coonco can. EOUIPO: :2; ,3

TEMPERATURA TEMP. PERMISIBLE 30$ 5 1%

LABORATORIO TOXINAS E UBICACXON: A _ L ~ I .. N. ,, ,

HlDROBlOLOGlA [:1 1

H RA TEMP. OBS. 1'.c.v. HORA TEMP. oas Ic.v.

RESPNSABLE
3'?-K. : . 11'.. E.�030

MT21!!- !}_

-

imEun.fE3Iml$I�024�031£L'�024

new oss. = TEMPERATURA oas}401nvwx

1'.c.v. = TEMPERATIJRA convsucuonumsurs VERDADERA

escnu ma. reemomsmo:

comco as reamomemo;

A

15!

LE»R-TEM
Versi}401n03

2008-08-27
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�030 LABORATORIO 5°�030-""°=�030Snt 
MICROBIOLOGIA W REGISTRO DE cooxeo DEL eouwo: fag 1

TEMPERATURA TEMP. PERMISIBLE 3g 4- \°(

LABORATORIO TOXINAS E UBICACION; saga 3. Ha I Am I n '

HIDROBIOLOGIA E]

MES: (Qc§uL_m

ANO: {«zm.z_

HQRA TEMP. OBS. T.C,V. HORA TEMP. OBS T,C.V.
DIA MANANA (.0) (ac) TARDE (.6) (.c) RESPONSABLE

IHIEEIEII. If}401IQXEIC, �024"�024

rem. oas, = TEMPERATURA oasenvaoa:

r.c,v. = YEMPERATURA CONVENCIONALMENTE VERDADERA

escaux DEL TERMOMETRO:T

coonco cs remomemo:

2&3-

L542-rem

Vevsi}401noz

zoos. as. 27
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LABORATORIO . EOUIPO: ._ M�035,

MICROBIOLOGIA Q REGISTRO DE CODIGO DEL EQUIPO: Fig I

TEMPERATURA TEMP. PERMISIBLE 333 9 gg >

LABORATORIO TOXINAS E UBICACION: _5n;L;Lmm§nLJ4

HIDROBIOLOGIA [:1

MES: Q5�031«Ms, M

AND: _:_Slt!JJ.CLT

KITJIIIEII REC. �024fa.

EIEE."xI�024'¢$�030-gr.

,7»

'

.~'-�030~

   l/k- »

. 2�024:!�024�024

TEMP. oas. = -rewvsnnuna oaseawxox

1'.c.v. = TEMPERATURA CONVENCIONALMENTE VERDADERA

escmx DEL renmomemo:

cameo as TERMOMETRO:

LE-R>TEM

Versién oa
zoos-os.2~r

1 04



LABORATORIO ' E0U|P°= . .. A

MICROBIOLOGIA [3 REGISTRO DE cameo DEL eouwo: gs: L

TEMPERATURA TEMP, PERMISIBLE 25:; » ) x

. LABORATORIO TOXINAS E ualcgcuon; A, �030 _ �031I _ M

H!DROBlOLOGlA [j

ANO: jea}402l}401j_
M

�024

E%!.'-Z§IIf.IBE1_';E_

TEMP. OBS. = TEMPERATURA OBSERVADA:

T.C.V. = TEMFERATURA CONVENCIONALMENTE VERDADERA

ESCALA DEL VERMOMETROI T_______¥___,

cameo oz raamomemo;

j}402.V./-.

LE-R-TEM
Version 03

2005 - oa - 27
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LABORATORIO E°�035"°�030"�030-
MIcRoBl0LOGiA W REGISTRO DE comso DEL EOUIPO: _g}402Q_____

TEMPERATURA TEMP. PERMISIBLE &�024( �030c

LABORATORIO TOXINAS E uaxcmon; ,, , _ . ,. _ . _ _
HIDROBIOLOGIA 2

AND�030. I_�024

£-

m. .3-. r/:3.

-�024�024_ 

TEMP. oas. = rampsrwum oasswvmx ' �031

r.c.v. = TEMPERATURA convemcnomuusure vsaomaaa

ESCALA DEL TERMOMETRO:

CODIGO DE TERMOMETRO:

. .

r.

LE�024R-TEM

Version 03

2008 - 08 - 27
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Anexo 7. Certi}401cadosde ca|ibraci6n�030delos equipos de trabajo. �030

v~ ¢.w cw.
V �030 Q�030'

AA LABORATORIO DE CAUBRACION ACREDITADO POR § E

EL ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION i is
INDECOPI - SNA CON REGISTRO N° LC-001 °�030

§-up

CERTIFICADO DE CALIBRACION N�034T-1978-20 12

CON VADOR OI-�030KCIALSEGWN CEDULA DE NOTIFICACION N�031191.201 1 ISNAJNDECOPI

' exa; 24791
rama: En-:s�030>(m zm24aa.o2 Pag. « oz 5

1. Solicirante 2 CERTIFICACIONES DEL PERI) S.A. �030,_,, ,,,_,,,,.,,,_ ,,, misma ,3, .,,.m

5610136!) 31 obietocafbvzda 1 S9 ref-even 3!

2, Direccion 2 Av Santa Rosa N�030601 ~La Pena-callao momma y ooncI::anes on we so

realizaran Ia: mecfaones y no daben

:. Equipe calibrado : INCUBADORA glam 00:0 =-~�030*-°°¢°6% WWW�030

- Marcnl Fnbricanla : HERAEUS _
Se mxzmumdx :5 usuenc r-':a|=!vv?r 9'

. nae-mncacuen : 1210 { gzunpo a wig»: aaowawaixs mics
520 M�030! I60! G}402}401 En I5

. Madelo : No indica anacrzrisxmos am new reminun. en
» mawiemmuenrn. wvuew}401lbny a! tempo

- 537i! 2 Nolndica icequsoé}402d}40250190 1 Gel Inalrumenln oe

. .a
. proceuencsa ; Alemania '

METROIL SAC no se rzsb}401nsahlin}402u

- venulacién 2 Natural nos oevm-ms we own: nassovur a use

Anxdeunéo II 2813 muiao. II 68 U1!

. Ublcacidn 2 Laboratorio de Microbiologia nnaatrecra inxorpreuaén d: In: Iesultldol

6: la ca}401bfl}401bniqu? dcdnraam

�030VYempe}402mmGe �030mu}402a: 30 -C 5 �030�030C Ene eerllhzdo}402ocalnbraown�030as land! I

, __ �030 _ , ' I | . I

5- I-usar do caivhnc-on : ISnsA!a|acIones de cam}401cacmesda| Peru 3;,�031
. . an el swan: mlemadunav ue unidzoes

~ rsn
s. Fecha ae calibraclén : 201243742 !

�030isle u}402i}401}402}402adevullbtad-an no 001171 ser

7. Método de canmaaian 1 '':'''�030�031.�030�031�030�030�030�030�030'.�031�031°�034'.°""�030°�034"°-""°°�035"°°"
La calibvazzon se realiza por ccmoaracsen direna segun al PC�024018'2�030; ;'�030f§°�030'�031�030°'�030"""' �030�031°'�034°'° " "E °"�034

Ea. 'PIooedumien1c para ia caixbraaén o cavaoxerizaaé-n dz medios [
I E] rnmfurzdo no ulhbliuon nu es vihao HII

isolerrnoscon are some media lermostétioo �035del SNM INDECOPI. ll }401rmadel resoansatzua Iémica as

MEYROIL S A C

a. �030|�031r=z:|:i|idad

Los vesuixados as I: calibracion tienen uazablhaad a los Parmnes

Nacnanales de| SNM - !NDECOP|. Se utilizo e) siguiente insrmmenta

DEEFOW

Tscmameua can eodiau XYA201 can 10 Ievmooares dz oddigus K20101 :1 K20140 0,1; Fa
con Cani}401cadode Cahbraabn N�030mz1s~2o12 de METROIL SAC. ,7 3F2,

.. = ..

9. Cnndlcionesde calibruion / I.k,�030C',\,

Temperatura ambsental . Inics. 21,5 '0 : FIn.: 21.6 �030C

Humedad amhienla! ; :n�030»c..59.0 �030V.I-LR, ; Fins. 54.1 °I. H R. Dig�034?in "°°":�031fy3�035?�035

Volumen Inkevior : 40 as de carga m \

' 5 - �030NC'0

10. Insn-umenxos de medictén del equipo 5 \ ".:«',�030,~',�031'- 1;

| , .»._ 6

- Home = , M M 1,
Y°"�034""""�034�031°-so-c a m�030c 1 �030*0 W �030W5 �034,5m �0301�030.~..$7
Conlrolador " ' - �031 . �030

�031. Tarmac-rlelru

».W TE

=};1= 
METROLOGIA E mssnnsnm uNo sJLc.

Ollclna (Vent-II - Reeepd6a\):Av.Canac1I5V- Ia V-uorh -Lima I3 ' C¢lII1'IIYe|i6vI'c|: (51I)713-905Dl713-$81 NaxIn|:109IM4Il|}9'8a45 RFM 131571)

ubontorim: Av, Un'Iverunari3 um asa: . Coma « Lima 1 - Oevnnlfeworniu: (s11)713J3o7oI7x3-9014 Taluhx canlnl: (511)713-4525
_ E-¢naiI:v:m:s@m~vn1.oonLpeIwau:wamruououovr.pe ;_M_o�034, M�03420�034, Rev�03005
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' > « \,v°"�034"�035'lIo\

AVA .~=' °�030<-E -
LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO FOR < .

E EL ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION 55 !
INDECOPI - SNA CON REGISTRO N�031LC-001 �0304?

. £40

�030

com}401adoat cnlibmdén 94- 1�0241uw2o12
Pb9~Zde5

I1.RQ�030l|I|h}402O¢

CALIBRACION PARA 30 °C

�030I�031lnd.(�030C|(ftnnwlltlm TEMPERATURAENLASFDSICIDNESDE MEDICION �030C Ypvuvn. Yllnx-Tmh

(mm--two Auxman uzveunuw - on jlrrlilnliillilj ('6) (�030CI

to! ~ --.:. �030C�024HjjXZE�024Zj�024IXI, ,
no 29 33 no.2 no.3 -.1 no.1 no.3 no4 no.3 no.4 no.6 no.5 no.3 .
oz 29 no.3 no.0 non no.2 302 no.o non no.5 no.3 no.4 no.5 non on
04 29 no.3 no.1 no.4 no.1 no.0 no.1 no.4 no.5 no.3 no.3 no.5 no.3 o.s
os 23 no.3 no.1 non no.1 no: no.2 no.4 30: no.4 non no.5 no.3 0.5
on 23 no.n no.1 no.2 no.1 no.2 no.1 no.2 no.5 no.4: 30.4 no.5 no.n o.4

I 10 2s nn.n no.1 no.3 non no.2 no.1 no.4 no.5 no.5 no.3 no.5 no.n o.4
x 12 :12 no.3 no.o no.2 no: 293 no.1 no.1 30.6 no.3 non no.5 no.2 . 0.7
} 54 25 30.3 11.0 30.4 300 300 302 303 351.5 30¢ 313.3 30.6 317.5 | 13.6

1 15 29 no.3 no.1: non nox 29.9 no.1 no-.4 nos no.5 no.4 no.3 no.3 0.7
[ 1: 29 30.3 29.: no.3 no.o 22.9 30.1 no.3 no.5 no.4 no.3 no.5 no.2 0.7

2o 29 no.3 noo noz no.2 no.0 no.1 no.2 no.5 no.5 no.3 no.5 no; on
3 22 23 30,3 29.9 302 30.1 30.0 25.9 36.4 30.5 30,4 30.4 30.4 33.2 0.7

24 29 no.3 noz non no.2 no.3 no.3 no.n no.5 no.5 no.3 no.5 no.4 0.4
23 29 no.3 no.1: no.2 no.1 no.2 no.1 no.2 no.5 no.4 no.4 no.5 no.3 o.s
2o 23 no.3 no.3 no.4 no.1 no.2 no.3 no.2 no.3 no.5 no.4 no.4 no.n o.4
no 29 no.3 I25.» no.3 29.: no.1: no: no: no.5 no.4 no.4 no.5 no.3 o.7
an 29 non no.2 no.4 no.1 no.o no.1 no.3 no.3 no.5 no.3 no.4 no.3 11.5

I n4 29 non no.o no.3 no.2 no.o no.0 no.1 no.5 non no.4 no.5 no.2 11.5
:15 29 no.3 no.1 no.2 no.1 no.o no.2 no.3 no.5 no.4 no.4 no.5 no.3 o.o
J! , 29 30.3 30.2 304 30.1 30.2 30.1 30.4 30.3 30.5 30.3 30.4 30.3 0.4

:0 g 29 no.3 no.1 no.4 na.o no.0 no.2 no.3 no.4 no.5 no.5 no.5 no: on
42 29 311.: no no.3 :02 30.0 29.9 no.4 30.: no.4 no.5 no.5 no.n 0.7
44 22 no.3 no.2 no.4 noo no.3 no.3 no.3 no.5 no.3 no.5 no.6 non on
IE 29 30,3 30.0 30.2 30.2 29.9 30.1 30.2 30.G 30.4 30.3 30.6 30.3 0.7

45 . 23 no.3 3o.o no.4 3o.o no.n :vn2 no.3 no.n non no.2 30.6 no.2 o.e '
no I 29 no.3 lnoo no.3 no.1 no.9 no.1 no.4 nos no.4 no.4 non no.3 13.1
52 29 30.3 299 30.3 30.0 299 30.1 30.3 30.5 30.11 30.3 30.5 30.2 D7

2 54 I 25 no.3 [no.0 no.2 no.2 no.1: no.1 30.: no.5 no.3 no.3 no.5 no.2 0.5 1
| 53 I 29 30.3 25.2 30.2 10.2 30.0 29.9 30.4 30.6 30.1 30.4 30.5 30.3 0.7

; so 29 no.n no.2 non non no.n no.1 no.3 no.5 no.4 no.3 no.5 non o.4 1 _
so 29 no.3 no.o no.2 no.1 no.2 no.1 no.2 nos no.5 no.4 no.5 no.3 o.o

. 1.1% 29  

MIN 299 no.2 no.9 29.9 29.9 3111 no.3 non no.3 no.3
T131 0.! 0.3 0. 0,3 .
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TEMPERATURA DE TRABAJO 30°C
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12. Distrihuciéndo termopares en el equipo

T
12.5 cm

_._______ Nivel

.' superior
. O .'

; - . - -�030 31 an
,. . 0 _ .

5 5 I Nivel

2 O -gr---" lnverior

Esta:on9 -�030 a 0 8.50m �030
.- - m I ,-

: 0 _ g

O
. ' �034,' . a .'

Escaxén 20 __, �030-----~�024�0247.-'�024---~ �024--�024-----~--»- ----~�030�024-�024-"

: I mm

60 an .

- Las (errnopares 5 y 10 se: ubicaron sobre el cenira de sus respec}401vosmveles.

- Los semis xermopares se ubicarbn a 13 an uelas paredes laterals-sya 12 cm del condo y -

(mule del equipo.

- Los termopsres del nivel suaerim se ubvcavon a 1,5 cm por encima as Ia anura mas alta que emplea

El USUBHU.

- Los termupares d¢| nivel infenor se uticarun a 15 an por debajn de la parrilla mas baga que smpiea

el usuario.

13. Observacuanes

- Se aajunta una euqueta autaadheswa con la inaimaon 'cALlBRADO'.

- Antes de la calibracuon no se realiza nmgan we as ugusle.

~ La czlibvacion se efectuo 2 heras después que se cent�031:Ia puena y se encenduo el equipo.

o Durante Ia cahbracnbn y bajo Ias condiciones en que esla ha sico hecha, el medio isotermo CUMPLE

A can !as limites espedmzados de Iernperatura.

.s s 4,__�030_- E! cantmlador del equipo se programa en 29 �030Cpara la temperatura de nabaio indicada en el Heme

�030 "/,\- La mcemdumbre expandida as 13 mediada se ha obtenxco multnphcando la moerlidumbre ssténdar de

' \ :a mecicien por el factor as cobenura k = 2 que. para una disvibucion normal oowésponde a una

4 ,5�030 r. probabilidad de cobenura de aoroximadamenle Q5 °/n.

'3.�030, (') La carga estaba consmuida pm 25 placas pan�030y4 matraces as 250 ml

\i- 9 - - El cbdigo del Iermomelro auxiliav es �030I�031-6�035.

Q at

3 NE 3
V�030

c\
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Fotogra}401amoslrando Ia ubicacibn de los sensores de temperatura y de las -

cargas en el medio isolermo
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�030 �034LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR g$ �030E
1 E EL ORGANISMO FERUANO DE AGREDITACION 3,�030§5y�030§

INDECOPI - SNA CON REGISTRO N�031LC-001 �031

W LOG�030

 .%===%

CERTIFICADO DE CALIZBRACION N" TC-0431-2014

CON VAIDR OFICIAL SEG}401'NCEDULA DE NOTIFICACIGN N�030191.2011/SNA-INDECOPI

�030 ax»; new
reauoasmamn: zou-asa: Fig.1 .4. 5

1. Sollcmnu :c5R11n¢gc|oNE5pa_p§mjsA Iwuunmmaeiwwueumvaim

_ isdkoparaeiouiemcaibraooyumiuenal
1 D. kg 1 _ _ mum: y wntidanss an an: s«

race n Av San:aRosaN'601 LaParla canao Imlmm In mm�034Y M �034W

_ u}402llzl}402lcomo $715553 EB wm}402llfll}402}401}4023. Equlpo callbndo . INCUBADORA mmnm , �030 ,

- M-ml rabmzme : HERAEUS 5. V.,,,,,,_..,,,, ,. um mm, ,,

- "°"�034}401==°*°"= 1201 - -3:: 1 =;;.'°°e."i."§§
. �030 Z}402l}402}401iSH BIDS]: lll}402l}401.I

"°�030°'° 'a5°5° mummmungmuzmaauyawnwa
. 5!". 17991!�035 vuaoogltaqvupoyoedvswumunode

- Pmcodancla 2 Noindim Mzmom SAC�030M ya Mk. 6.

_ . ~ Ia: puma�034not wed: ncnorur ct una
Von}402lucion . Natural m}401wum6. me am�034.�030I,69 ml

. cam - ban�030 ineonom mld}401ilE bl nlhdo:

UM " ' L'b°m°}401°°°M W�031. neucainraoauquaoaamaxm

" 7""""�034�035�034""""5°"37�030°*"° Esbmvi}402uuoeealbvaendnetlnnblea

puma Mdanala 0 MUDDGWVIKS. I56

5 Lugardo nallhacion 2 Insmzcaones de Cem}402uadunesdei main mam Ias unidades an Iwetuo

Peni SA am an sismna mlcrnnabnu do unidades

(Sn.
6. F ha :1 H I :he he: brac an 2014-05-06 E". �034G�035am no Wm�034

- 1. muoaaaruu}401aan" �030 " °�030"7�031"'5 """"�030=�030�030
u una.»-aczen sa réa}401znpormapancaen direaa seg}401nel P0015: 2�030E�030?-',"°°"°"'°°°'�035�030°"�035°'"ET�034°'L
Ed. . 'Proeedimientn para la aamazaoior. o cavactennaan a: media:

soterrnos eon aire coma medio termosmico ' de| SNM INDECOPI. El nevtmcaao ae Glizrld}401anu u valiso sin

9! Him! 591 respmsabln tb}401l}402lG9

4- T'=%3".".�0304!¢.. . . .1 . .. -., ., ?�030E"E�030.�031!F.$":°-
Lo�031:mamas me la cénmiaaén uanen uaumaau a los Palronas
Nmonalu del SNM - muecom. s. mam el siguiente ansmmenm
pawn: _ ,_«,.

Yerm5vm¢nmvIe6u�030|_}ol1~|54mvI1oumopae:umgu K154-31al|(1$4-40 .. ..
an Canlnth dc Cahraabn n- won-zou as usnmu. SAC. �030 �030

5. condiciona:dc calibraclon ,

Temperatura ambiental : lnic.: 212 °c : Flu: 21.4 -c ""�034ji,.°:$°"'° "

Humedad ambiemal ; lnic.: 60,�030!%HR, ; Fin; 52,9%H.R. _,.;_~_«.~.¢_.,J

Volumen nnmsor : 40 V. da carga (-)

1o. lrsmnnentos an mediclén del umlpo I ' --v~_5;_ 5,1;

�030  £I " . 1'3:'T::.:',,:,,. um�034um mg, muco A. uonmvocAavM{;}�024/

s«»m-uusvvm-veronica .
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m LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO FOR 55 Q '

EL ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION .17 .
INDECOPI - SNA CON REGlSTRO N�030LC-001 �031

u:-an _
 .

cemncaoa �030...cammson yr room-zou
anza:

11. Msulhdo:

CALIBRACION PARA 37 �034C

»-L - BDEIICION ~c rum-rmn

*1IlIVI-3-,t�024 "("C!�034�030\(TC)
' 4 Au v_�030.�030.v.-.EH§EE!iEEKHfE�030~�031- Hm -

00 37 3,5 ,3 S2 36.5 i. V» 36.9 S1,! 36.! 35 1.5 1,1 I

02 37.! MJ 36,3 3.3 35.4 3.6 36.! 36.9 37.4 361 361 3,5 �030.2

04 37.3 30.2 35.4 5.4 M.�0303.7 302 5.9 57) 38.7 362 36.5 1.1

�031 N 37.8 35.3 15.3 56.4 55.4 $3 15.2 35.9 37.3 56.7 36.2 35,5 {.1

08 37.3 38.! 16,! 36.1 35.5 $5 15.! 37.! 37,5 36.5 36.5 16.6 1)

10 37.3 35.3 364 36.4 39.7 3.8 35.5 37.2 37.5 36.4 36,5 3!} 1.!

12 37.3 36.! 55.1 36.3 35.! 5.9 5.! 31.! 37,! 33.4 35,6 M37 1.3

u :1: as: as: 3:: :5: 3:3 I 36.7 31.2 11* 3%.! 25.5 . :5: , 1.: .
' 79 ' 57,5 ' 562 E4 56.4 $6.7 33,3 36,5 57.2 37,1 56.4 3&5 36.! L5

10 37.3 N.�0313&4 35.4 3.6 3,5 5.6 3'72 37,7 55.3 36.5 $7 1.4

29 37.I_ 1!} 3.4 35,4 36.5 59,3 36.!�03057.2 37,7 56.4 33.5 36.7 1.4

22 37.3 39.3 SE3 36.4 3&6 35.8 36.5 37.1�03037.5�03036.3 35.4 36.8 L3

24 3773 36.4 35,4 36.5" 38.6 36.7 36,5�03137} 37:! 36.4 35.4 56.7 L2

' 29 37.5 38,3 38.4 NA M} 36.0 36.5 37.! 37.7 30.3 55.5 36.7 L4

29 37.3 16.1 5.! 39.4 3.5 35.7 3.4 373 57.6 3&4 36.4 36.! L3

30 37,3 36.5 5.3 36.5 36.0 SJ 5.5 373 37.! MJ 36.4 36.7 1.3

& l7,3 36.3 36.4 5.4 36.5 33.3 36.5 37.1 37,5 36.4 16,4 35.5 1.2

�030M 37.3 30.3 36.4 33,4 3&5 33.3 59.4 57.1 37.5 36.3 30,4 39.8 1.3

33 17.3 36.2 35.4 36.4 39.5 38,7 53.5 37.1 37.! 35.3 36.5 55.3 1.6

3 37.! 3G,! 34,4 36.5 $I,§ 36.! 33.5 37.1 37,5 36.4 - 36,4 35.7 1.3 .

AU 37.3 86.4 15.4 3.5 36.6 35.7 36.5 37,1 37,7 36.3 36.5 16.7 1.4

41 17,3 36.! 16,3 16,4 36.6 549 30.4 37.2 17.6 5.4 56.4 56.6 1.!

44 37.3 36.4 36,4 $5.5 $45 36.5 35,4 372 37.! 5.4 SE5 �034.7 1.1

46 37,3 5.�03035.5 35.6 3.3 30.7 30.5 37.1 31.7 5,4 36.8 38.7 1,!

46 37.! 36.! 36,4 36.5 30.5 35.7 35.5 37.1 37.7 36.4 5.3 39.! 1.4

W 87.3 36.4 35.4 36.4 36.5 36.7 93.5 37.1 37.7 36.4 3.4 38.7 1.3

51 17,3 36.3 36.4 38.5 35,5 16,6 35.4 37,2 37.! 86.3 35.3 35.8 L3

54 37.1 36.5 36.4 3&5 SJ 36,6 36.4 57.2 37.6 36.3 36.) $3.! 1.! .

SC -- 37.1 1�03439,4 «N! 35,5 �030M536.!�03030.9�03017.2 31,5 �030$55.336,2 3l.| 1.3

5! 37,! , 35.! M3 3.5 3.5 56.7. $4 17.1., 17,l. 84.4 .53 36.$ �030.3

�030 _ 59 31.3 35.3 36.3 185 5.5 3&7 M5 37.�030.37,8 56.4 36.3 335 L3

17.3 39.2 35.3 36,2 I54 366 I62 35 �03037.3 363 M2 .3 �034�030" �030�035"�034
IEF1Z§f &

.. . ~. _. .«..,-�024. =---5;�030-..x_�024.:......:. «~- .=-._s.e- * �024n-anncmmn«

.. .. ...»; A

 :
�024 
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�024ET:E-
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TEMPERATURA DE TRAEAJO 37 �030C

. .-~,.V::_.__Z,._._._._.._._,____._.....,.._.�024-1�030 .�030.'...' - _-:-,;::. * --- v

.�031°�030vy . L�031-:

..__n....

...~..u.,.... ......�034
�024-o�024?nnsv»rnm-ano

M
___.-.. ....�030

33.5 . ..

aw i------~--~--~--.»_.....~...-......._....._..,.._,___,_,,,_

5�030?31.5 - I

- M¢»H+MH* 

. * �031�035:,..,.�030..:., «:4»:-.';=*�031-\:/-�034~Q-3*-'<�030v».4,

35.5 �024�024�030-T�024-----�024 .. ____g. . . ,...V:..�030,,H___ _,

00 I0 20 SD 40 50 SD .

�034nui �030V T|e1lIpo(|YI\)

*?:*:*°~-''~''*'-�030�024'~~�024--~-" ~'r?v._.�024__f;;:__�024�024§.::.'::.'
_°_..»...'"'1
~_._..
............
--�024o�024v-una-pnuuuliw.. . . _ um
._............

.., eeé.-. . . A . ..-... . ..,_, ___. .. -,..

35.9 ~'-A---A-vvv�024«-~--�024~<--»--------~----v�024.-..._...-..._,.__,___

Q mi _ �030 /~#*�030�034»«x 

45 W

E M, ' V l _.. . V--#> .... .V.._ . .

15,0 ----�024........�030.....................................,_.,.�030,__,,

35,5. �030.--... .j____ . ___.. t .
00 10 20 3!? �030D SB 60

TiI}402|D0(NN|i ,

__. -_A.. . . .. ->-�024ll--_.. .__... _..___... , ,,?._}401\_;%

.{4�030~"' av 22
2 V �030 A ....yu 4 ~n\r�034.

.

_ 
METROLOGIA E INGENIERIA UNO SAC.

Mlclna (Venhx - iucupcién - EIIIIIQI): NI. Venezuaia Z040 - Um: - Um: CellhlTel; (511) 7135065] 713-9030 Nu:al:109'aM6}401PM:U 999045182 _

conslmn}402omcl:Cum1alT:ll.:113~9070/713-9071}401FM1'481579Ntx}402iiK3Z'3Z34 - E-mali: verx(2s@me1mi|.oom.poIunb:www.mm7I.com.pe

F-M-084 I Mar 2011 I Rev. 05

1 15



. . �030

AVA LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR 5 ' '

EL ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION Q�030
INDECOPI - SNA CON REGISTRO N�030LC-O01 �031

no-o Loom
 

Cerrnsmne H: c-Ihmeian N�030Tc-can-201:

P69, 4 at 5

12. Dismbudon dummopartsan oi uqulpo

T

8.5 an

Nivel

�034�034"�035,�030»Supulol�031 I

: 2 ' ,0 ! 43.5r:n

E 5 O I I ' : | Nivel
' . 9 ,.§<----~-----�024--A-�024v~-<9----;.~1»-----31mmeor

Escllén 6 -0 �030"�034":,7""�030;"?)'""']§""'"""�030�030O I 96�034
_ /, E, �031\ O. . , .. J..

_.v�030.o _l�030'----'"�034�034'-�034"_'�030''0--I:-'�034-**'*~,�024
Bulén 20 �0249,�030 ll . .' 2'

/

/ / 55 an
/

_ /

}401}401

- Lou terrnopams 5 y 10 se ublcaron sobre el centre de sus Ietvecllvosnrveles

- Los dams: Iarmupares se ubiuaron a 12 cm do Inparedes Iaferalesy a. . .10 cu co! fondo y .

Iraq-up Hal equipo. _ . . . .. ,

- Lon lelmopaw-as dnl nivel superior so uhlcavuu u 1.5 cm par encima de in altura mas en: que emplu _
el usuam

o Lox zennopanss del mvcl inieriarse ubicaren a 1.5 an par debcio de la parrilla mis baja qua emplaa

el usuano , 4 _ .

- Losescilomssncruan hposiabndohsv}402w}402lis.--»-» �024 »---» -M» �024 -�024 »�024 I

13. observaciones

0 Se Idllmla IJVII eliqueh autoadhesiva can In indimdén 'CN..IBRADO', '

0 Anhs as In caibrauonno se reahzé nhgllrl tipo di Ilvlle.

0 La calnbmcian so eteclua 2 horas después que yo and In pueda y sc enoendio es equipo.

I Dummy In ulibracion y bajo las condlclones en que 9503 VII sido hectaa. 9| medio 'EM�254l'lI|l1CUMPLE

can ta: Hmilex ospeci}401cadosde xamperalun.

o E! controlador del equipo sq programa an 37.3 �030Cpar: la Inmperamra ae trabajo indhada an el Item 4.

I L: inr.enldumbmaxpandida69 B mediddn se III obnnmo mump}401mnaaIa iM�030em'dLImhrBesl}402nuardn

In mediddrn par el favor dc cobemra k = 2 que. par: una dmnhucidn normal aorvespcnde I unn

prvbabindad :19 eobenura de apraxknadsnsenla95 K

o (') L: carga esuba ounstituldapor 2 gradilla: dc metal conteniendo69 Iubns de ensayo. 3 mdpéentas

dz plasrico y 32 places gem. &_3V,_\;y_~�030.o

. 5.. ..:�030�024�031�024'a'\
_ - ¢�030L................4/£-

_ O l .5 �030R; .

~�024�024�024 ' .. _ �030_.

 .

METROLOGIAE INBENIERIA LING SAC.

Dllchu (Venus v Heclnelén - Elllnul):Av. Venonuela 2040 v Urm - Um! GIIIVIITill: (511) 713-9056! 7!3~9UBDHu1ht iDB�0308846RPM: 5 999048101 _

Clmt}402hThl}402l:Cmlnl TIM 713-91170] 713407! RPM: �030ll|579Nmi; !32�030323A- E-4nnll:vums@m:1mH.:ornu/Ina:Ilvlvllnlvoilumwc

F-M-BM! Mnr 2011 IRIV. 05

1 16



......�024.....- PERU u- ®cEnPEn »

cALcULo DE Los VALORES CONVENCIONALMENTE VERDADEROS

AREA: MICROBIOLOGIA
EDUIPO o INSTRUMENTO: INCUBADORA
comso: 1201
n- CERTIFICADO: TC-D431-2014
FECHA: osmszzou

PARAMETRO: TEMPERATURA ° c [33 HUMEDAD '/. |:|

E}402}401}402}402
E}402ijjjjjj
 jjj

KW _ EH II

W3?-}4023__  

V0! Vilotabtav}402l

VCV-Vuloveonvmdonulmunhvmhdro

V'B° Je ~ de seecién I S0 �030W

LE»R-CVO

VersianM

2014-0527

- 1 17



, - .~*�030�035m''''�030e

VI N�030LABORATORIO DE cAuaxg|gré2g§ggg2gl%:oR §°Q
EL oaemusmo PERU ~ �030~§>_�030j

«L INDECOPI » SNA con REGISTRO N�030Lc-om '5 �034

5&1)!�031Lbd}402.

 �030

CERTEICADO DE CALIBRACION N° TC-0425-2014

CON VALOR. OFICIAL S5663 CEDULA DE NOTIFICACIéN N�030191.2011/SEA-INDECOPI

axe: mu
=ea-me Emulbn: zmtosnz Pig. 1 an 9 �030

I. so}401eiinia zcéwnncnuouss usa. PERO§.A. } ._., ,,,._,,g, M Mr�034,9,, .,,3,.,
sotnpunatampmcauunsoyuemmms

2. Dlrecclén : Av. Santa Rosa N�030601 La Perla - �030K mo-n-mo y aanalams an aun u

�024 cw» 5*-".,..,..:.::;=*.'....,m"=#~°°.:
3. Equlpa callbrndo : mcuaanomx °°" ' °' ° �031°'

. s. mam-emu at usnam mm... cl
- llxcal rum-mm :MMM «me a imam: me:-sans. ms was

Otb}402lSI�031V}401i}401}401wi but I! IS

' - �030demmcecw}401n - 75*�030! °9'�034*�031°"5'°�030|:.°°�030m;; :

- Mod-lo : LSlS- azvncss �034"3�030°�030_'<"I=*° Y �034�034Wm5°

i �0305"�034 �030°°9�030"2 METROIL SAC. no us vapmnblllzl we

- Fmcodrnch : Rspublcu emu �035�031-,,_A,""""°�034�034"__,°,:"'£'°�030a°°�034m}402',§'}402

' V°"�030�035'='°�0343 NW" �030 as xguvwruun Nu! ueamnanm

. Ubkzclén : Laumuxh :2 Mianbiolagia » 5:1: as swan,�0346, ,.,,,,.5¢,.,, "nu, .

| I,�034 GEE IBIIRBI la: 6 55:; 1! $3?... o
4. nmpenmnannmgo Z(25�030C:Zl�030Cy3B�030C):l�030Cf;;_°'�034"'�034"�034'�034"�034�034�034"�035�030�035�030

5. Law an ullbrnolen : Instatadonesde cenx}401uénmsde| Em uannum«luau-nanM: wen ur

Pew ".m..m�034°°.,;:-.:.=*,';*...u.:.°°'°..m;=:
s. mm as ctlibrdnhin : 2914.04-25 5�030~°- _

E| eeatka}402nd Wbrl}402ml Who WI

7. MM.}401'n�030dI'call}401lén_ �031�030 ' �030V ' |I�024HllI_�030HOE M al&||¢°' Be

is calibrzdén se vea}402zbpofcompandlitv diruan seg}402nel PC-018:2�031 ME�031-'"-�034LSAC

as. _ 'Pmeedim£emu pm 1. cannncsen o waciedudan dz medios | v

ismermos con una coma memo umosmrea ' as SNM mnsaom. : . , -

3. 1-azaxssuuad ~ ~ »~ --my»--~r .. . ~ F .�030
Las resumes de la mimdan llenen kazabllidad n los Pamms . ... U�031
Nadouales del sum . mosoom. Se mmzo el slguiama lnsuumemo I -7-73
pllninz . 1_ XE. "�030
Ymnmwumoui}401go}402-154w:1o umpmae ué}401zwKvsm aIKI54-50 E";
mu cmraucaecaaxradaxw rmnzmaae MEIROIL sm. �030«

JUAN c. BARIOLO cuuuuunu
s. condiciones de callbranién M: M �034mum.

Tempexmwa amuieman : um: 22.2-c ; F|xI.: 221: -c
:=-»�030'-'4

Humodld ambiental : Inna: 55.s as H.R ; rm; 65.6 as H :1

Vblumsn Interior : 40 as de care: ('1 5,
5 - :n'-»:;;

10. lrrstmmantos de medlclln deioqu}402po  ---�030";;:_v

Terrnémetm , .ln1AR¢0A.MDNTALVO CABREJ

E . �035�030s»~«»«exs«~«=-mu.»»:a.u»

 =
- METROLOGIA E Iueememuno SAC. -

}402lldna(mun: - necmm - mum): Av. vumaxa 2040 - Lina - Um: cumme; (511) 713-90661 713-mu Naml: 109-8846 RPM: 9 99904315:
consulta 1'6:ul:1:Oem11 TerY.;�030l13�024907DI713-9071am; -491579 Mextet aaz-3234 « E-mill: vcnus@mmnwm.pe/wan: vIww�030ma'm!I.oom.pe

F-M-084 I Mar 2011 lRev.1)5



_. . , 9�030�031'3 �030 V

V ' 9 5. ' '�030�030LABORATORIO as CALIBRACION ACREDITADO POR 57
E I | EL ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION ~._�0305 �030

INDECOPI - SNA CON REGISTRO N�034LC-O01 V �031

l}402lliutf|%l

 

- Ce}402i}401u}401vdeCa}402brlaenN�03075402252014

P13. 2 Ge 9

: 11. Rnsulmsos:

CALIBRACION PARA 25 �034C _

WEE?-.<2_A Lo g-'13.;-»r..;;.y'.,....�030-
.-VIM-) .« ' }402lVELSUPUR."�254'E':'.'. " 1'3�031..'-�034v�034Iz:cT-;Z

....-.... .7 .E.:'.ri:::zEEaEnm:n- �024 �034Y:"'i�034"'"
00 H! 25.4 2 .5 25.4 25.4 15.4 25.4 .5 25,4 25,3 .3 254 D2

D2 22,6 25.4 25.5 25.! 25.4 25,4 25,4 §.5 25.4 25,3 75.3 25,4 02

(14 15,5 5,4 25.4 25.4 25.4 25.4 253 25.5 25.4 25.3 25.2 25.1 0.2

06 23,6 25.4 25,4 25.4 25.3 25,4 25,3 15.4 25.5 25.2 252 25.4 0.1 �030

08 25,0�030, 25,4 25,5 255 55.4 25.5 15.4 255 ZL4 25,! 25,5 25.4 0.2

ID 23.5 25.5 25.5 15,4 25.4 25,4 7-5.3 5.4 73.3 252 252 25.4 0.3

12 23.5 25.4 A5 25,4 51 25,4 25.4 25.4 25.3 25 3 25.2 , 75.1 9.1�030

14 �030 15.5 ' 25.1 295 25.4 25,4 23,5 25.3 15.5 25.4 25.2 5.3 5.4 - 0.3 '

15 23,6 _ 25.5 25,! ?5.5 255 25.4 25,3 25.5 25,4 25,3 25.3 25.4 0,3

ll 23.5 25.4 25.5 25.4 25.4 25,4 25,4 25.4 25,4 25.3 252 25,4 }402,3

20 DB 25.4 25.8 25.4 25_! 25.4 25.4 254 25.4 25.1 15.2 25.4 0.4

2. ~-2s,s- -29.4-15.0 ---25:4 2s.:- 25.: 25.: "25:: "7s;:�031�0342s.:�03425.:25.1" 0.3
24 23.5 25.4 255 25.4 25.4 25.4 5.3 155 25,3 35.2 252 25.4 D}

25 3.6 5.5 25.5 25.4 25.5 25.4 '}402.425.4 25,4 25.3 25.2 25.4 0.3

�030fl 2&3 25.4 25.5 3.5 25.4 5.5 25.5 25.4 25.4 25.! 25.3 25,4 0.2

30 23.6 25.5 25,6 25) 25,5 25,5 3,5 25.5 25,2 25.2 25.3 5.4 0.4

52 23.6 25.4 25.5 25.5 25.4 25,4 25.3 25.4 25.3 25,3 25,3 25.4 02

. 34 3.! 25.4 25.5 25.5 25,4 15,4 25.3 25.5 25.3 25.3 25.3 25.4 0.2

35 23.6 15.5 25.5 25,4 25.5 2.5.4 25,4 255 75,4 25.2 25,! 25.4 0.4

I! 236 25.4 25.8 25,4 25.5 25.4 254 25,5 25,4 15.2 35.5 25.4 0.4

40 23,7 25.4 25.5 25.5 15,5 25.4 25.5 25.5 25.3 25.2 25.3 25.4 (1.4

. 42 21,8 25,5 25.5 254 25,4 254 5,4 25.5 15.4 25,3 25.4 25,4 0.3

44 23.8 3.4 25,8 25,4 25,4 25.5 255 25.5 75.4 25.5 25,3 25.4 9.3

46 23.7 25.4 15,5 254 5.4 15,4 25.0 25.5 25.8 25.2 25.3 25.4 0.3

4! 3.9 25.5 25.6 25.5 }401.525.4 25.4 25.5 25.4 252 25.3 25.4 0.4

50 23.6 25.5 2.5.5 5.5 25.5 5.4 25.4 25.6 25.4 25,4 25,3 25.5 0.3

52 23.6 25,4 25.5 25.4 25.4 25.4 25.3 25.6 25.4 25,4 25.3 25.4 0.3

64 333 _ J_§_4 25.5.. 25.1 ZS.4___25.3 75.4 251 254 255- 25,4. 25.1 9.?

ss za.a 2.5.5 255 25.: 25.4 15,5 25.4 25,5 _2s,: 2.�031-5__7s.s_ .25_,4__ oz
53 23.5�030 15,1 25.5�03425.5 :55 �030'''2s::'zs3�0342s.'r2374 15.1 :5. 2.5.4 11,:
00 Z » 25.5 25.5 25 5 25.5 25 5 25.5 15.5 25.4 25.4 154 25 5 0.2 '

_ 23! 25,4 25- Z5) 25! 25.3I}401}402�030-°"° �030"�030�030*5�030�030�031

jatjjsj
jmjjmj
jajjsxj
j 

u.. . aaumema 51

7. mm: Prumedlo a: Iatempevéturl en um noddén ue medidbn durum: eusempo £2 n}401bvud}401n.
Y prom Promedio dc B5 Iempeahnus an |as diez pcsldenesae mec}401donpal! vrl ins}402nm526:.

1'. MAX: Temwamm mhiml

_ T. MIN! Tempeunm mmirnz

DH: Dosmdén de Tempeflmrl en :4 Tempo. .

Pam dds posl}401}401nH: medida! Eu �030demdlcléndo lnmperuun In elunmpo�030D7Tesl3 636: nor Iadnevenda In!!! L!
it}402frmlyla minima temperatura reqlwidls en (}402u!posldbn.

Erma }402u!wsldmes do r.-uddbn su "delvIacl61I I:Mlrlptfmurl cn¢l¢spl:lo"stI dadnpov ll vitarenua 2017! Ios ,.-._;\'lc,O _

mmecrcs ae Ivrnpawhzraslegklncas en ambas mamas. N? »,,__\

5 *'>= :1: /.-'-1

I/�0312�030 "ma , *7"
�030 E? an -

�030 �030X.*

 

. . - - Nmd: lB9'BM6 RPM: 0 999043131O}402}402na(Vums-Rnupd6n- EnhauI).Av. vmmeua zma-uma Una 0zmnlT2}402_(5Il)713-90561713mo _
�031. ~ 21 am: '48l519Nuxtet832"3234 - E�024mx}402:vanhs@msw1l.cumnelIn.b:wvM:r\srrol.cnm.pe

ConsnmYé:nlu.CuII1aJTe}!.713�024907}402l713»9|) �034M�035m__ W4 mm H�030



' �030 *7�030 °�030�031Gkumsonxromo oz CALIBRACION ACREDITADO pos
EL oaemusmo rsnumo oz AOREDITACION i_§9
INDECOPI-SNA con REGISTRO N°LC-001 �031v-

9-%0lPl01lII

cmsucuooacamnuonN�030'rc.o4:s2m4

P°v.5ae9

TEMPEATURADETRABAJO 2$�030C

�024~�024W. �024.-_ w_....-___._. _ _.._.._�030.i__ i .

.3-*5-"?
_x-E...

27|1�024  �030

25.5 '

8 =55 7
E2�035 ,. . , «A»-2'

23,5

2:» �024---v�024.�024�024_._.�024_._______.__.:___________

no no 20 :0 4a Sn 5.;

. .........___._..____.__ _._Tb;.._'°f"*¢ ___..._._....____. . -

*�030j"�024 __* .

1::

. :�030.':-:::-7--- -

27,, . .7�034:-.~,.-:2.-I�030...

29} .

§ j:

g 24.5,

2:5

23.41 » A-�024�024«_.LT _____ ____�030>___

00 m an nmwgf}402) m 5, 5,,

«}401e ~..;£}401�030*:-

vs�034 �034via_ cg--' '

_

0lidua(Vmt2:-Ruccpci}402n-Euhn9I):AmVtnu.mh20¢0»Uma-lhmC¢lm1lYIll.: (S11) 713-90651713-S}402}401}402}402ual:I09'8M6RPM:l99904B1BI

ConsultYénlu: Omnl Talk: 71380701713-9071 RPM: �030£81579"mi 53Z�0303234- E-mall:  mm.M/mm vrmtmatm-}402.wIILp1

F-M-004 I Mar2M1 I Rtv. 05

120



V ' .»*�034'�035""�031°«.'-
> �034~msonnromo DE CALIBRACION ACREDITADO FOR 5 é§ �030E

E EL ORGANISMO PERUANO us ACREDITACION ,,
INDECOPI - SNA con REGISTRO N�031LC-001 �0313

- uno: ,

Cmilimdn }402uCi}401hndénN�0307004252014

PHI�0318 Ge 5

- 17. msenaunksn domnnopans an al aqurpo

. 12 cm

'�024Niwlwvednr
{:0 ; c

.' : S . usan

~ me E .9

-'-'-'-----�034:#111111112�030.-.-.1111:22:11::.:.y-.......1.. .,,.,,,-__.,_..,.

Excal6n 2 E1 0 �030O 5 an

; no o
an �030- -xx 6 D (»l,L-�024»---~----�024»--»-3-O-n-:_,u-------- 7.,

M , __7, _ ______ . _.

/

l�035~"~""IJ;_'""''""

v LOS lermopams 5 y �030O5: ubicarcn SOMEEI uemvo }401esus vespedfvos niveles. �030

I Los dzmés tennoyavesso uhiumn8 6 an 68 I35 pavedes lile}401hiY I 5 an ac! fondo y

frame .2» equipo.

- glximpoagrg de(n|y_e_1 superior se u_b_Ica1on u__1_,5 on par endrnn as la arm més am: cue emplea

- Lds Ian�034-�030|5D5¢�030%:$ei'}402W¢IE:iI'E.'iarr Se }401fwan5 T.5 C-�030-V90.�030d�031e1:'a?:':de 1§'p�030:1m�030II�030r:�030.ésha}: qua ernglea

91 USUBHO.

I Las «salons; indican la posicién de las panl}402as.

18. Obsmwnciomts-�024~-~ ~ v - ~- A ~ -~

�030 �034"�030�034n"'SF3}401u J(§®E§h3H9iE i5F&7i®�035CF '_"_""�031-�031" ' ' �031�030' ' ' ' ' '

0 Anlzsde la mlibridblv no 53 ree}401zbmnaon T00 68 ijusw.

- La tz}401braciénse efedub no minutes después que 2 was In puena y se encenaio el equipo.
�030Durante la mixbndén Y MIO Ias communes Ell QUE ESIE hi sidu hecha. 81 media T}401olemlaCUMFLE

eon ins limites esged}401aadasda las mmperarulss.

. an commiador de| equipo use program an 23,5 '0; 26.: °c y 2�035°c yara las lelnperamras oe uanaju
Vrldiradas an cl Ilem 1.

- La incertidumbre expandlda de la medidén Se ha oifenido muitiplicamio la incenidumbre asléndarde

Ia por el factor de aobertun k = 2 que. pals una dishihuddn nurmd CDHESPWWG I U13

probabilidnd 6: cnhenura da aploxirnadameme 95 %.

- (') La carga estaba cuns}401midipar 3 013:: p}402ti. "C

- -�030<1, _

�034r.._._�024c ~{" . »}402£:

5 ya. - r_.-.;

 

METROLOGIAE INGENIEWA UNO SAC.

O}401nhumm: - }402otapti}402n- El|11lnI]ZR\L Venexucla 2040 < Lima - Lima Cur}402nlTel¢:(511)11:!�024§D66/733-9080N_oxtsl:1B9'aaA5 RPM,�0316 99?0481BI

Consult: Técnica: Dermal mt: 713-90701711-9071 RPM: �034B1579NIXIBII &32�0303234- E-null: v!\'ms@m:11nIl.com.y5/ nah: vnIw.metmxLcarrLpe

' _ F-M-o34IIIlar2011 IRW. D5



I ®cERPEn ..=..-........ ......

cALcuLo DE Los VALORES CONVENCIONALMENTE VERDADEROS

» AREA: MICROBIOLOGIA
souwo o msmumemo: INCUBADORA
cameo: Z516 .
N�030CERTIFICADO: �030rc.o425-2014
FECHA: 2504/2014

PARAMETRO: TEMPERATURA °c [:| HUMEDAD -/. |:[

XEl}402�024X5I}402I
I}401ijjjjjj
jjjjjj

SEEK . II
.-.2.§~.§. 39:1 ....,__._ -.. VAI44 ......�034

._._..22-_7_- _.2._§;2. ___...- _, W. ,__._�030..

vo.- Vuor noun-no ' �030

VCV xvnkwauwuvdomhnnnn«madam

v*a' Jefe - : seccién I Suervisar '

LE-R-CVO

Version 02

2014-05-27

1 22_



Anexo 8. Cada de control de temperatura y humedad ambiental.
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Anexo 9. Resultados de la concentraclon de| IHOCUIO del microorganismo objetivo

(Listeria monocytogenes) y del microorganismo no objetivo (Escherichia coli).
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Anexo 10. Pruebas estad isticas de los resultados prelim inares de-la validacion

secundaria.
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I. PRUEBAS ESTADISTICAS APLICADAS A LOS RESULTADOS

Méloda:

uso usuzmmvu-Ayn-an-u.3.1-. :11 11. us. In-tI�030lM-.zm�030II|IlSA�031nmt4.|$0uznomsssuu-uuonn.
|b&dqvd§dlduhiIh6mn}401�024P¢uhan£rrmut&ImUhcbm~\�024imu¢hxs$qaua}401m-inns.

GabIub�024auuI&bIuu-dpmmiw-v&mmumm\d}402~noyhhdn.Hunhwyd0oarvumlhcagnn�024

Huurvdnnndhrv-�0301&:u'}402u|iuv'Iiu\alLhbv1lmaseerb9¢¢-lmI.DuV-also»-and.una¢v-rulzwllodeatond

.........................._......-...

DnnnwlnlolbnzUl}401iamonocyvng-nu

Pmouno : Supo}402lelnlnuquirus

Annllzh 1: I}402lucyvtrn

ausamsznzumuaasa

' RESULTADOS '
SB Inllhuwl 3 muulna mom}402aéascon Listeria moo-aa}402oounenpot dun1lcadn.y sa usmpnmn

|as Ian}402ldusaportan: :00 lo: omnnidos euoari}402wnhlvviullt.

L1 must: 1 (Cuahlrn)

Fun: auogo

E22!
IX

1111
Imus

w}401Fresencxa 1 \>):Ausenc:1

PRUEBA DE NORMAIJDAD

N0 APLICA POE SEN CUAUVATKVO. �030

SEUT|LlZALAMODA.LA§MODASSON5Gl1AL$.

CONCLIJSWON

E. ANAUSTA REPDRTA RESULYADOS REPETIBLES Y CONCORDANTES A LOS ES$ERAOOS.

 )

Fedu: I$10-09 �031

11
j
IE

FRUEBA DE NORIAALIDAD

NO APUCA PQR SER CUALITATNO.

SE UTILIZA LA MODA. LAS MODA5 SON IGUALES.

com:LusIcm

El. ANALISYA REPDRTA RESULTADOS REPETIBLES V CONCORDANTES A LOS ESPEHADOS.

3AM 
Fecha: I3.10-O9

::jj

jjI

-mm

PRUEIA DE NORMALIDAD

NO APLICA PDR SER CUALITATNO.

SE l.'fIL|lA LA MODA. LAS MODAS SON VGUALES.

CONCLUSION

EL ANALISTA REPORTA RESULTADOS REPETIBLES Y CONCORUANTES A LOS ESPEPAD05.

FOR LO YANTO. LOS RESULTADOS DE LOS ENSAYOS PRELIMINARES REPORTADOS

. POR EL ANALISTA SON SATISFACTORIOS. _

' 1 Ha I
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I. PRUEBAS ESTADISTICAS APLICADAS A LOS RESULTADOS

V Meme:

so «can 2904. Paul yvcu:m1.I.uI. us. av. nu. ma» pr 46I»ZlI1MlN$A rm 1.: .450 u29M:v9sarAnu12nn«.
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1. RESULTADOS

so Inalharon2 muaslns inoculadascan Listeria monocyuaoensspoi dupllcaao. y :9 cm-npavan

los nsuhadus espavadoceorllosobienidusexptmnenlalmesm.

}401}402}402t}402uul.
Fecha: 1340-09 '

-

XI

2 ~ j

(ilk Presenda ; (-)2 Ausencia

Z. PRUEBA DE NDRMALIDAD -

N0 APLCCA POR SER CUALITATNO.

SE UTILIZA U MODA. LAS MODA8 SON IGUALE8�030

coNcLusaoM '
EL ANAUSYA REPORTA RESULYADOS REPETIBLES Y CONCORDANTES A L05 ESPERADOS�030

l 
Fecha: 1340-O9

�031

:�024

jE
IE3

2. PRUEBA DE NORMAUDAD

NO APLICA FOR SER CUAUTATNO,

SE UTILIZA LA MODA. LAS MODAS SON IGUALES.

CONCLUSION

El. ANNJSTA REPORTA RESULTADOS REPEl'|BLE$ Y CONOORDANTES A LOS ESFERADOS.

POR L0 TANTO. LOS RESULTADOS DE LOS ENSAYOS PREUMINARES REPORTADOS

POR EL ANALISTA SON SATISFACTORIDS.

1 do 1

LE-R-PER
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. Anexo 11. Pruebas estadisticas aplicadas a los resultados de_ la yvalidacién

secundaria.

®Z<.;t=:.4ztzt.E.I3

IMPLEMENTACICIN DE Mérobo

I. PRUEEAS Es'rADis�030rlcAsAFLICADAS A Los RESULTADOS

Método a imptementar: CERPER- CALLAO

Listeria monocylogenes

ISO ISO 185932004. Parte 8 y 9 excepto 8.1. 8.3.1. 8.3.3. 9.1. 9.2.3. RM- N�034461-2007lMlNSA

Pane 8.4 .ISO 1 1290421996 Microbiology of food and animal feeding stuffs Horizontal methods for

- sampling techniques from surface using oonlacl plates and swabs- Horizontal method for dmemjon

and enumeralion of Listeria monocytogenes �024Part 1: Detection method. ISO 1�030l250«1:1996IAmd

1:2004 Modification of me isolation media and the haemolysis test, and inclusion of presicion data.

Producta 1 super}401ciesirregulares

Fecha : D8/11/2013

' Anallsta 1: Diana Com)

Anallsta 2: Jane! Laura

Analista 3: MélodyVera

Analiska 4: Yanira All

Analista 5: Karol Nlshizaka
Anallsla 6: Roger Seville

. Anallsta 7: Irma Cuba

1. RESULTADOS
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IMPLEMENTACION DE METODO

I. ?RUEBAS ESTADISTICAS APLICADAS A LOS RESULTADOS

Método a implementar: CERPER~ CALLAO

Listeria monocytogenes '

ISO ISO 185932004. Parte 8 y 9 excepto 8.1. 8.3.1, 8.3.3, 9.1, 9.2.3, RM- N�030461-2OD7IMlNSA

Pane 8.4 .lSO 11290-111996 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 11290-1:1996IAmd

1:2004 Modi}401cationof the isolation media and the haemolysis test. and inclusion of presicion data.

Producto : super}401ciesirregulares �030

Fecha: 0311112013

Analista 1: Diana cono

Analista 2: Janet Laura

Analista 3: Mélody Vera

Analista 4: Yanira Ali

Analista S: Karol Nishizaka

Analista 6: Roger Sevilla '

Anallsta 1: Irma Cuba ~

' 2. RESUMEN DE RESULTADOS EXPERIMENTALES DEL LABORATORIO

El anéllsis esladistioa so realiza con la: resultados obtenidos oon los analistas tanto dc las mueslras inoculadas y

muestras no inoculadas.

2.1 ESQUEMA: TABLA n: CONTINGENCIA

�031

"�034""�030"' "�035""'�034 
Il£s.hv;!"''7�031"' "'�035"�034"""  j

2.2. RESULYADOS EXPERIMENTALES

-

j§.�024�024':as

anan�024.n
m:jun:an

3. PARAMETROS DE DESEMPENO A EVALUAR

3.1 SENSIBILIDAD .

U:
�034

�031

La sensibilidadser: verilirzda con la proporcion de verdaderos positivos (PVP) mediante Ia prueba binomial.

crilerlo dc decision: El mundo as nnslblucuando so verl}402qlnnun PVP an 100%.

Prueba do hlpétesls: '.

Ho: PVP = 1
Ha: PVP < 1

' v2.".I.a cl i;I¥$}.J'm".43na;.. �030 V �031 ' V

E Tesr of PVP = 1.0000 vs PVP < 1.0000 §

�031 55% g

5 Upper Exact

Sample x N Samplep Bound P-Value ,

. 1 23 23_ 1.ooqooo_ f 1.000 _ , , 3

Conclusion:

Como el p-value (1.000) as mayor que el nivel do signi}401cancia(0,05), entonces se concluye, al 95% do con}401anza.que

el método es sensible.

1 38
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MPLEMENTACION as METODO

l. PRUEBAS EsTAnIs'ncAs AFLICADAS A Los RESULTADOS

Método I implomantarz CERPER» CALLAO

Listeria monom/togenes

ISO ISO 18593:2004. Pane B y 9 excepto 8.1. 8.3.1. 8.3.3, 9.1, 9.2.3. RM- N�030461-ZOOTIMINSA

Pana 8.4 JSO 1129(H:1996 Microbiology of loud and animal leading stu}401sHoriznntal methods tor

sampling lechnlques from surface using contact plates and swabs» Horizontal method for detection

and enumeration ol Listeria monocytogenes �024 Part 1: Detection method. ISO 11290�0241:1996IAmd

1:2004 Modification oi the isolation media and the haemolysis test. and inclusionof presicion data.

Pvoducto 2 super}401ciesirregulares

Fecha : D811 1/2013

Analista 1: Diana cono

Analista 2: Janet Laura

' Analisla 3: Mélody Vera

Anallsta 4: Yanira All

Analista S: Karol Nishizaka

Analista 8: Roger Sevilla

Analisu 7: Irma Cuba

3.2 ESPECIFICIDAD

13

La eweci}401adadscra vevlncaaa con la pmporcion de verdaderos negativas (PVN) mediante la prueba binomial.
Criteria do daemon: El «mode as arspuci}401coculnda so mmqun qua mm In 100%.

Puma: an nlpemlsz
Ho: PVN = 1
Ha: PVN < 1

§+.;:.}a'ao..o..Lm..naan' '7 " W" W ' ' ' �031 '

Teslolp-1.0D00vsn<I.WW
: ssss
- Upper Exact
1 Sample x N Sample a Bound P-Value .
f 1 1212 1.000000 ' moo '

canuuxlon:
Como at a~\«alue (1.000) as mayov qua at nivel as slgnlllcamlo (0.05), onioncu an concluye, can un rival do oaminmn
del 9511.�030we at mmoau es asnacmoo.

3.3 EXACTITUD RELATIVA

El memo as exacto ammo as ma; as decir, demuestra Im ano gram do uunwruancia mn |as resultadas esperados: y cuanda
ea piedso. es decir, dzmueslm que los resmladas esperados para las mnostlas inoculadas noinci}402enentvo si. en uomiuom
as rapetzbilldad y proclsien lmemlodua, y lo mismo ocum nun Ins msuluaos ospemdos da Ias muestras no inoeaxaaas.

Rnuumos momrdantas a los valores agenda: 01,. ~ N�034) n

E-«slim -tam «ER» = (Nu 1 Na)! N

La nacmud many: um veri}401cadacon la aropuruén an ruaallados aonwrumu a los esperados madianta
In prueba binumiat.
crnma do declnlbo: El mltodo as ant.-to ctmmo no mmquo que an n: moss.

Prueba dc nlpomm

Ho: ER - 1 ,

Ha: ER < 1 , �030

5 Vest and 1:1 for one Proportion Vt

' Test at Ell-1.0000 vs sn<1.oooo E

95% �030

, Uuper mm ;
: Sample x N Sarnnle n Bound lwalue :
- .1 3.5.35 1.D0t)0<l0 " 1.000 �031 �030__ > W W;

Conclusién�031: ' A z ' ' ' H _ �031 �031 W 7 >

fflnmu cl pa/alue (1.000) as maynt que el nivel de signi}401cancia(0.05), entonces se concluye, con un nivel de

icon}401anzadel 35% us los resultados del mé ode son exaclos veraces ecisos .
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IMPLEMENTACION DE METODO

I. PRUEBAS ESTANSTIOAS APLICADAS A LOS RESULTADOS

Método a implementar: CERPER- CALLAO

' Listeria monocytogenes

ISO ISO 18593:2004. Pane 5 y 9 excepto 8.1. 8.3.1, 8.3.3, 9.1, 92.3. RM- N�034461-2007lM|NSA

Pane 8.4 .ISO 11290-121996 Microbiology of food and animal feeding stuffs Horizontal methods for

sampling techniques from surface using contact plates and swabs�024Horizontal method for detection

and enumeration of Listeria monocytogenes - Part 1: Detection method. ISO 11290-1:1996IAmd

1:2004 Modi}401cationoi the isolation media and the haemolysis test, and inclusion of presicion data.

Producto : super}401ciesregulares _

Fecha: 11I11l2013

Analistn 1: Diana Corro

Anaiista 2: Janet Laura

Analista 3: Mélody Vera

Analista 4: Yanira All

Analista 5: Karol Nishizaka

Anallsta 6: Roger Sevilla

Anallsta 7: Irma Cuba

1. RESULTADOS

. 4; 2 �024» �25499?-a%I:e.« r .» A 3 -'=;»r «L.
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IMPLEMENTACION DE METOD0

I. PRUEBAS ESTADISYICAS APLICADAS A LOS RESULTADOS

Método a implementar: CERPER- CALLAO

Listeria monocytogenes

ISO ISO 1859312004�030Parte 8 y 9 excepto 8.1, 8.3.1. 8.3.3. SA. 9.2.3, RM- N�030461-2007/M|NSA

Pana 8.4 .ISO 1129iH:1996 Microbiology of food and animal leeding stuffs Horizontal methods for '

sampling techniques fmrn surface using contact plates and swabs�024Horizontal method lor detection

and enumeiation of Listeria monocytogenes - Part 1: Detection method. ISO 11290-111996/Amd

1:2004 Modi}401cationoi the isolation media and the haemolysistest. and inclusionoi presicion data.

Producto : super}401ciesregulares

Fecha : 11/11/2013

Analista 1: Diana Coiro

Analista 2: Janet Laura

Arialista 3: Mélody Vera

Analista 4: Yaniia All

Analista 5: Karol Nishizaka

Arialista 5: Roger Seviila

Analista 7: Irina Cuba

2. RESUMEN DE RESULTADOS EXFERIMENTALES DEL LABORATORIO

E1 anélisis esladlstiw se realiza con los resulladas obteriidos can los analistas ianin de las muestras inacuiadas y

MUESUBS D0 inoculadas�030

2.1 ESQUEWW TABLA DE CONTINGENCM

23%
3131

u
:1-

2.2. RESULTADOS EXPERIMENTALES

31%
�034mm

�034mm

 a�034�035

3. PARAMETROS DE DESEMPENO A EVALUAR

3.1 SENSIBILIDAD '

�030-

m

�030E:

La sensibilidad seis veri}401cadaum ia pmnuiclan ae verdaderos positivas (PVP) mediante Ia prueba binomial.

Criteria dc decision: El moiuao as sensible cuando so veriliquc quo PVP in 1007-.

Pmain }402uhipotesis: . .

Ho: PVP = 1 '

Ha; PVP < i

r37...1;;';;.""..;�034�034.i*"'"'"�030"�030�034"""""�030�034""""�034�034

Test of PVP = [.0000 vs PVP < 1.0000

95%

Upper Exact

Sample X N Samptep Bound Pvvaiue

,1_..._.1,1.Z,1,_1,-9_°,99°9;_..3:°°°.__.._ ._.._.__..

Colicluslbni

Como el p-value (L000) es mayor que el nivel da sigrvliicannia(i1.05). enianees se i'/anciuyei al 95% as euniianza. que

ei método es sensible.
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lMPl.EMEN'rAcléN DE Mérooo

I I. PRUEBAS E5TADlSTlCA3 APUCADLS A LOS RESULTADOS

Método a Implementar: CERPER- CALLAO

Listeria monocytogenes

_ ISO lS0 185932004. Parts 8 y 9 exoepio 8.1, 8.3.1, 81313. 9.1. 9.2.3, RM~ N�030461-2007/MINSA

Parts 8.4 �030ISO11290-111996 Mlcrobiology of food and animal feeding slu}401sHorizontal methods 1or

sampling techniques from surface using contact plates and swabs�024Horizontal method for detec}401on

and enumeration of Listeria monocytogenes - Part 1: Delection melhod. ISO 11290~1:1996IAmd

1:2004 Modiflcalian cf the isolation media and the haemolysis test, and inclusion 01 presicion dala.

Producto : Super}401clesregulares

Fecha: 11/1112013

Analista 1: Diana Corro

Analista 2: Janet Laura

Analisll 3: Mélody Vera

Analisla 4: Yanira All

Anallsla 5: Karol Nishizaka

Arlalista 6: Roger Seville

Anallsta 7: Irma Cuba

3.2 ESPECIFICIDAD

n
__

Pmvordbnéevemdervs r=sm�030~°s(VVNl=NnIN-

La espec}402lddadset: veri}401cadacan In ptnpcnionde verdaderos negativas (FVN) rrledlavlle Ia prueba binomial.

crllerlo do }402aclslbnzEl método ul uplclllco cuando n verlllquo que PVN sn loo-/..

Pruaba an lllpamlsz

Ho: PVN : I

Ha: PVN < l

T Testrandt-iIV1ar0neProp:m1arl V » - I I x:

resl of PVN -= moco»: rvn < mono i
= 9594 '

g Uppev Exact ' '

I Sample X N sample n Bound P-Value D

1 14 14 1.000000 �0301.000 ;

Concluxkbnz

Como sl pwalue (1.000) es mayur qua al nivel de signi}401cancia(0.06). enlorlces sa concluye. ion In nivel do cnnllanza

del 95%. ue 5| mundo es es ;i1'll:o.

3.3 EXACTITUD RELATIVA

El memo ea enao cuando es veraz, as decir. demuestra an alln grado de cancoldanda con los resultados esperados; y ulandu

es precise. as decir. demueslra que los resultadosesperados para las muewas inoculadascoincidenerltra si. on oortdidnrves

de Iepelibilidady precision intermedia, y lo mismo owns con los rumlados espemdos de las muestras no Inoouladas.

Resultadas ooncoldanies a los valores ospmaos (N., o M2,) �034

�030_

Exaailw relativa 1ER)= (Nu » Nz2)lN

La exac}401ludrelativa sera veriflmda con la proporcion de rtwllados concordantes a los esparadus mediante

�031 la pmaba binomial,
crllorla dc doelnlbnz El método as vxncto cuando we veri}402qunque ER no 100%.

Fnleha do lltpélnls:

No: EN = 1

Na: ER < 1

�031 Test and cl lav One Prnporlinn

Elaszolzn-:.oooavssn<1.ooou �030
,5 95% 1

Upper Exart
5 Sample x N sample p Bound P-Value -
l__W_ 1% a§_3§_1.oooooo �0311.000 �031

'éonc'Iuui$n:
Coma vi wuluv (3.009) as mayo: que (-1 nivel do slgnmeane-a (0.175). vmonces ne collclllyo, curl an rliwl do

I ' ll l do s I
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Anexo 12. Fonnato de los resultados de| método ISO 11290-121996

/AMENDMENT 1:2004.

gxggge

_ 13..�034Q3 . A �030 �034�030

 : man can can

n ma5mE}402wm

}402 EEEE§§nxnaE�034%====

3-�030~T massages Egg?-'5E==-=
v �030°�030 }402EISE§3EKH§g.5-_=2

'.- -.u as EREYIEZEEXISKHIEKSE K35 -XIX

 EH..-

*="�024-'"mg==..._x.r,,,,,,_." gg=s*='=a....-='-====
E!S.l9v_ ": m.

.>....,,.,,., .. _
rzauunrausuug B an n�024==�024

AL. , 1.

1�030-='-=~* "~='-'- ===-"'
�024_�024�030-�024---�030

IVEII-.nmj-.-�024

Elijijijjjjn

§ |'($JLTA® RIJRI-: Vi}402}401Iukujvlij AK Minn-til

021$

�030 ¢.;u.o:u~uu-zap-uccnm wnauna-tux ll.AILmm;aoa¢l$v-IA1u:n111
' H Al. nan-anaaavman II1.8%'RHmnannn Mmlwzl

K6415! Y}401}402u

- ::;:::7.�254°:.m..,,

yonnsuunuaucmuann-uaoup~u¢:nu¢o>ae¢wu-uuiunuyum-xanaan-n

lr}402mwi}401}402h}401xlncudt}402mdukd}402n}401oluv}401czhutv-Iiulibvr-t-jh}402u&Cb'$Invd&L

£r%l}401§tj&:Il}402IlS!!DI'I|n4v}402KI!!rA}402I&

SEES:

nammnlvs '

mm 1:: 1::

«me /|::

um: mm/1:1

U________ ..,.....,.,...,............................,,........_..........__........,............a...
..,.................,..............................,,........m.........1=...,..;.;........,..,...,...�034...
hénlli}402a-I!fuIilW}402$II!bn$n}402Pll%11 �030

Vll&'|}4021 V

2¢1$¢9~1G
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Anexo 13. Instructivo de los procesos operativos no especi}401cadosen el método

ISO 11290-1:1996/AMENDMENT 1:2004.

MANUALDElNS7RUOCiONES

LA.BORATORIOD£ENSAYO

Ve¢s¢'6n01/2013

DETECCION DE Listeria  MEm%ISO ()0

1. OBJETIVO. .

,  dwmwwemwpmmwucwnww%mmmmmmwMo

2. ALCAM2.

Esmhswax�030dnssap£eoaeaIodosIosptoducaosin-}401cadosentamarrizdovasogumtnisncads

< lacalidedpamalpmsantomémdo. _

as 8. & 

3.1 Ejofadaucdénybaqmvis}401rasroapanabbdolahmbmenmcimysogum}401sabdo

E 12 Eana§s1nasiwIado.asIas>onsabbdasuapb'¢:ao'6a.

Q 4. TERKINOSYDEMOON3 .

�030�031Naqp}401ca

E s. ossnmouo

0 Bméfodo Dofedion menbod. ISO 11290-�030M996indica en la ssoa}401n9.3.2 lnwberel

Imdbwidofnsurmpocancbdiz poI48hz2:a35o37�030C.

}4024» Blaboratoria inazbadelceiabfrassrtspatenciadoaunuunpauaamde 37:112.

2 0 Eméfodo Datowhn momod. ISO 11290-1.1996/Alnd 1:2004 on is soecidn 5.4.2 indica

Q Quota doaiondalssgmdomododecdivasebc}401vosadajaa}402aadazdel

G lBbc!al'on�030o.

Q - E!aba3:o}402ausaIaconnsagundonn&osaIadimagarPALCAMysohz4bar&a37:

Q 1'ConeoIobias£sdmanto48hx3la.

\

E . BteboIa!on�030ohcubar§elA§arALOApor48h:3h.

Q 0 B método Dofoclionmethod. ISO 11290-1:1998india on In seeaidn: 9.51.2iowbarlas

W ptacasdeT$AYEamamrpeva1'wadn as-co:crc..:

z Q o £1Iabcm!oriaina.rba1aIaspIaasdoT$AYEn37t1�030C.

0 E1m9(odoDoGodbnmathodl$O11290-1:199�254m¢}401¢menlaNo¢u&lapmebede

}401ln}401rxoabrrdabbnrypandesetmalkada.siosnocusa1o(..).

- Elaborawriono}402ovnmacsboestapmoba.
i .

�031 0 Patahma}401zsdMcbla(9cd6ndeGRAMdIabastwiousu#unoqwboveohdonGRAM

Fecha�030 Fed2a:2013- Féoha:20!3~
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MANUAL DEINSTRUCCIONES

LABORATORIO DE ENSAYO

Versién o1/2012 P ina 2 do 2

- Elmélodo Delowan molhod.IsO1129o-1:1996 India an Item 9.54 que la prueba do

mo}402idadnoes necesaria on todoslas casos

o Elabommriomanrambhanbaaltsma}401vadamoalidad.

o E método Dsiedion me}402rod.ISO 11290-1:1996 int}401caan Item 9.62 que los aznwles

�030, x5osayIamnosasehcubaréna35�031Ca37�030c

~ c ElaboraIadoinwbar§Iosaz0camsxiIosayramnossa37:1'c.

a Enlétodobolaation meihod. ISO11290-1:1996indim en ellfslrr 9.6.3quaIasplscasdo

agarsangro as incuban a 35'C.o 37�030Cnot 18!: 9 24h.

Q�030 - Ellaborsloriaineubaralasplacasdoagarsangm a3721'C1aha24h.

D G. REGISTROS

E Hoia do ensayo HE�024MI-H

[L HojadeensayoHE-MI�024LM �030*�030

E 3 REFERENCIA

ISO11290-1:1996 mcmblologyofloodand animalfaec}402ngsfu}402s�024Horizontalmelhod for }401le

to denec}401onandenumeration o!L:'sf9n�030amonocytogenes.

[U ISO 11290-1:1996/Amd 1:2004 Modi}401cationof the isolation media and the haemolysis test,

2 and inclusion ofprsoision data.

(Q)

E)
\

�030E
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Anexo 14. Protocolo deI proceso de detecciéh de Listeria monocytogenes ISO

11290-121996/AMENDMENT 1:2004

 
+ Enriquecimiento prixario (half fraser)

»m~.~;-.;:1r 3110;

10 mL de caldo Fraser , , A3,, pA|_cAM

enriquecimiento 0'1 ml�030de cumvo Inocular en {
_  AgarALoA

secundano

Incubara 37 1- 1°C x 48:2h

Inocular en

C U seguir el

Agar PALCAM Agar ALOA procedimiento

lncubara 37: 1°C x 481-2h

& Seleccionir S

cntonias presuntivas,

eslriar

ABEFTEVE E nNcIéN GRAM

% PRUEBA CATNASA embra puncién profunda

lncubar a 37 i 1°C x 18-24h W, 35, M13

Q TEST DE Mo11unA Q

Incubara 25 2 1°C x 48-511.

iembra de cepas en

Confirmacién Q Test de CAMP Agars?re

lncubar 71 1°C x 18-24h

caldo TSBYE

. is _ 1�030c8-24h
unuzacvouoscmowoknros mubar 3 I �030X

Rhamnosa Xilosa

lncubar a !7 2 1'C x 5 dias
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Anexo 15. Procedimiento de la determinacién de inéculo de| microorganisrno

objetivo (Listeria monocytogenes) y microorganismo no objetivo (Escherichia

coli).

A _ w�030e",. �030 1�031-

3 ¢ ,,..:.I.,.�030 1. >? ;_

. ~~ , V » �030sfv3 5-.1, $.93: av

:1 % l}401}402ea*- 1" »�034 wig. A~ 11 1 % PP }401g�030�030. { -�024« .. ' .~ V -; ?§,,"_.�030T_§_:�030.'1_=}.%g\\

«a}401,.___._�0301~ . ,,'_- N V �030.'_�031,!,"1;,"___�030;:vn�030"�030£

, _ �031 V ,.-�030(#41 § $2 4 I 5. \ , �030. .

"f " ~~ ? *9�030--a,, L �030 , \ I _. g ,

~ I .,~ _. �030V» �024»--�030L7�031�030bu�030» �030:;'~:.'*~(�030:-ran:

4 t-�030�024:.= ' - -nia-L�031
- »_i, _ u - ..

* �030) 1 - IV
I �030 ., �024 g

I 1;,�0354;�035...». .3.» \\7;?~. M ; �030 : ; «3-

"§_ K--1:; �030-11-�031,§%_,. _�030�030-1.....45, �030~,lj;�030-I".�030Li

�030 " ..-.;,: . ' BE-7'.�034�030?r�031_ _.�024.__.4--__. _'.�030;-31
9 ,2?" �034 2 �030' �035�031

. .8�031 .

, _..,,,._,§, . . n ,_ -1. 4\.._.\. e -

nah . �034V�035"W" "�034" ,

0 v

. 1,

av --"; * miA, �030*4 �030ix MN; / r \

s'-' o . �030
; ,

. r »

" " . :, 2 ,1

« . �030/ .. �030
v*�030 ' . 8 1L .

a) Cepas de trabajo rutinario en refrigeracién, b) cepa de trabajo en microvial, c) diluciones sucesivas a

partir de un cultivo de 24h, d) siembra del inéculo por duplicado. e) incubacién de las placas inoculas. f)

recuento del microorganisrno no objetivo , g) recuento de| microorganisrno 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.

.. . ' "" ? yxgm 1

I It-3 / .~ _ \

�031 '- V» U I c \- �034
.' �030IK�030V .,�030' U I �031�030 E�030

-on ' �024 .' «...:~-�034 �030v �030,
am ._|I.3._- 5,�030!' . 1 . Aw

�030 ' I�030 . V .' E5 1)

'. . �030 z;
. jrr ~ I
. ,... M. �030,5

�030 5%, _, r ."
~ .. -rag?�034" . �024-

»; \�030 �031- - ~ 9 d
3 L C v

a * b I _

�030 V /- . ' �030T\ '

)1�030?. 3�030 �030 "- 43," �034L.�034:.�031\j
u I _\ l - . m v�030

-1 at .. "L 4 ~. �031 �024�030.�030.�030:*�030�034"*'='-*
-. �030 «. I1, �030 �030.; . �030»:>ll§i5!~';,' E;

I. . I xv �034I K E�030)".... .�030_",_':, "$34 > Q�030

J 1: . »' 7 O�024 .; *4. I
.V\ n

�030 - Q n I. V _ _~ '1' I

- aim -�031 �030 I '_ 3-" . I I I

�030 �030 ./.«-�030xi �030 " �024. �030*
; A�031 �030 8 \\ 1 f �030 3', �034W' E

Nk}401 '
I

_ .

. \ :_.?�031.5 s. _ -
I �030 �034;..*;_~..'4.-'a.:3-~_-...�034_.;'

' . § _:;f) ->_._ �030;;_;~_�030?...

: �035 �024�030' �030. X X ,1 \

I . �034�031 �024 '2 �024 ,3. : V
, ./ \ .�031. " I _

a) Caldo Fraser con cepa E. coli, b) caldo Fraser con cepa de L. monocytogenes, c) Agar ALOA con cepa L.

monocytogenes. d) Agar ALOA con cepa L. inocua. e) Agar ALOA con cepa L. ivanovii. f) Agar PALCAM can

cepa L. monocytogenes, g) Agar TSAYE con cepa L. monocytogenes. h) Agar ALOA Y PALCAM con cepa E.

coli, h) Caldo TSBYE con cepa L. monocytogenes.
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Anexo 17. Inoculacién de| microorganismo objetivo (Listeria monocytogenes) y

no objetivo (Escherichia coli) en superficies inertes irregulares y regulares.

�030., �024--L_ _. -1- :."'f:)�030;H :_:«.;.i-:5, -.v

,,- I 5 V T
v 1 -. V. i

I . _ .1�030; �024�030 �030 1�030 -_

n_ ' - > > �031 _ V 1�030.

' \ Hg �030 1

' - " �030on�031�030 |
�031 I�030 �030 " I 1 Lil.-

_ ' , _ )9 *
V - I. , -9

- _\ : �030I5:�030 �030\,-�030._-

' ' ~* �030- at �035�030~
1" Q: Q -I �030, �030''.�030f..4'' �030»

.» __ �031 ,\ �034__I___ 5 ,-�024_.
\ H: I. 1 E. A

_ }402u /. i

 W �031"~ - 5*.§�030 _j?.._ _'r_

.. v V �030 ' e .

. /�031 ,; if gs�030 �034�031x
31,, .�030 ' .�030

L�031 ~ « �024 ". \.�031

£5 . �030. .' i K: �030 _

« I r - } Ii

 t» /I �030 A.�031 . ,�030.

- ' \

a) Inoculacién de super}401ciesirregulares (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 recogida

de cada matriz, c) esponja estéril. d) cuadrante estéril. e) hidratacién de la esponja con 10 mL de diluyente, f)

recojo de la muestra. g) corte de la zona donde se tubo contacto con la mano, h) inoorporacibn de 90mL de

caldo fraser enriquecimiento primario.
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Anexo 18. Bioquimica de Listeria monocytogenes segun el método ISO 11290-

121996/AMENDMENT 1:2004.

, ' �030.�031- \'

"33 .\ Q: ., <7 : ' , �034.�030=3~\|
�031 1- . I ~...�030. " "kc: //�031_,

' 414.2--. �030 . �030 '

2 �030 ~ g :
,, I�030;

wt: �030 .

v .\ .- A I

,- I

/

. H :5: �031 L�030�034II.,

, 5 I I > - . 9'» . V�030�030

�030 �030» /I �030"\�024�030_41

' . ..:,\ '» --fa-71 j
\ ._ ;_,,,.!.. E

' up --=

a) Crecimiento de Listeria monocytogenes en agar ALOA y agar PALCAM, b) Listeria monocytogenes

an agar TSAYE, c) Tincién GRAM de L. monocytogenes, d) Prueba de catalasa, e) prueba de CAMP,

f) fermentacién de az}401oares.g) prueba de motilidad.
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