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¥ NORMAS LEGALES
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como Jefe del Instituto de Desarrollo de Recursos
Humanos, por las razones expuestas en la parte
considerativa de la presente Resolucion, déndosele las
gracias por los servicios prestados.

ALAN GARCIA PEREZ
Presidente Constitucional de la Republica

Aprueban “Guia Técnica para el
Analisis Microbioldgico de Superficies
en contacto con Alimentos y Bebidas”

RESOLUCION MINISTERIAL
N° 461-2007/MINSA

Lima, 5 de junio del 2007

Visto: el Expediente N° 06-066910-001, que contiene
el Memorandum N° 8358-2006-DG/DIGESA, presentado
por ta Direccién General de Salud Ambiental;

. CONSIDERANDO:

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

Que, el Articulo 2° del Reglamento sobre Vigilancia
y Control Sanitario de Alimentos y Bebidas, aprobado
por Decreto Supremo N° 007-98-SA dispone que todo
alimento y bebida o materia prima debe responder a
sus caracteres organolépticos, composicion quimica y
condiciones microbiolégicas;

Que, mediante Resolucién Ministerial N° 410-
2006/MINSA del 2 de mayo de 2006, dispuso que la
Oiicina General de Comunicaciones publique en el
portal de internet del Ministerio de Salud, hasta por un
periodo de treinta (30) dias naturales, el proyecto de la
Gufa Técnica sobre Criterios y Procedimientos para el
Examen Microbiol6égico de Superficies en relacion con
Alimentos y Bebidas, para recepcionar las sugerencias
o recomendaciones que pudieran contribuir a su
perfeccionamiento; ,

Que, habiendo culminado dicho plazo, el grupo técnico
conformado por representantes de las Direcciones de
Salud, Centro Nacional de Alimentacion y Nutricion del
Instituto Nacional de Salud, Certificaciones dei Peru y
Laboratorios acreditados, han evaluado y consolidado
las sugerencias o recomendaciones presentadas por los
recurrentes;

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

Con la opinién favorable de la Direccion General de
Salud Ambiental;

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

De conformidad con lo previsto en el Articulo 8" literal
1) de la Ley N° 27657, Ley del Ministerio de Saiud;

SE RESUELVE:

Articulo 1°.- Aprobar la “Guia Técnica para el Analisis
Microbioldgico de Superficies en contacto con Alimentos
y Bebidas”, que consta catorce (14) folios y que forma
parte integrante de la presente resolucion.

Articulo 2°.- La Oficina General de Comunicaciones
publicara la mencionada Guia Técnica en el Portal del
Internet del Mmusteno de Salud.

Registrese, comuniquese y publiquese.

CARLOS VALLEJOS SOLOGUREN
Ministro de Salud

69199-1
Aprueban Documento Técnico: Plan
Nacional de Prevencion y Control de

la Transmisién Madre Nifo del VIH y
Sifilis

RESOLUCION MINISTERIAL
N° 463-2007/MINSA

Lima, 5 de junio del 2007
Visto: el Expediente N° 07-043205-DGSP/MINSA;
CONSIDERANDO:
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GUIA TECNICA PARA EL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE SUPERFICIES
EN CONTACTO CON ALIMENTOS Y BEBIDAS

1. Finalidad

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

2. Objetivos

2.1. Uniformizar los procedimientos que se deben aplicar en la seleccién, toma de muestras
y para los analisis microbioldgicos de superficies vivas e inertes.

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

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

3. Ambito de aplicacién

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

4, Procedimientos a estandarizar

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

5. Definiciones Operativas

Andlisis microbioldgico: Procedimiento que se sigue para determinar la presencia,
identificacion, y cantidad de microorganismos patégenos e indicadores de contaminacion en
una muestra.

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

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

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

Hisopo: Instrumento que tiene un extremo recubierto de algodon o de rayén estéril que se
utiliza humedecido con solucién diluyente para facilitar la recuperacion bacteriana, en el
muestreo de superficies.

Manipulador de alimentos: Toda persona que a través de sus manos toma contacto directo
con alimentos envasados 0 no envasados, equipos y utensilios utilizados para su elaboracion y
preparacién o con superficies que estan en contacto con los alimentos.
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Peligro: Agente biolégico, quimico o fisico presente en un alimento o superficie que esta en
contacto con los alimentos y que pueden ocasionar un efecto nocivo para la salud.

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

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

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

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

6. Conceptos Bésicos

6.1. Operaciones en campo

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

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

a. Procedimiento para la seleccion de la muestra.

b. Seleccién del método de muestreo.

c. Procedimiento para la toma de muestra.

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

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

a. Determinacion de los ensayos microbioldgicos.

b. Procedimiento de analisis microbiol6gicos.

c. Calculoy expresién de resultados.

d. Interpretacion de resultados de acuerdo a los limites microbioldgicos.

7. Consideraciones Especificas: Operaciones en Campo

7.1. Procedimiento para la seleccion de la muestra

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

En fabricas de alimentos y bebidas

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

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

En establecimientos de elaboracién y expendio

a)

b)

7.2.

7.3.
7.3.1.

b)

Superficies inertes
Se seleccionaran aquellas superficies que estan en contacto con los alimentos
destinados al consumo directo, como utensilios, vajilla, superficies de corte, menaje,
equipos, entre otros.

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

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

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

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

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

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

Método del
Enjuague

Procedimiento paralatoma de muestra
Método del hisopo

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

Materiales:

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

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

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

0 Guantes descartables de primer uso.

o0 Protector de cabello.
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d)

7.3.2.

b)

c)
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Mascarillas descartables.

Plumoén marcador indeleble (para vidrio).
Caja térmica.

Refrigerantes.

O o0o0oOo

Procedimiento:

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

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

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

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

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

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

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

Conservacion y Transporte de la muestra

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

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

Método de la esponja

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

Materiales:

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

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

Pinzas estériles.

Bolsas de polietileno de primer uso.

Guantes descartables de primer uso.

Protector de cabello.

Mascarillas descartables.

Plumén marcador indeleble (para vidrio).

Caja térmica.

Refrigerantes.

OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO

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

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

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

6. Las tazas, copas 0 vasos se muestrearan 2 a 3 cm alrededor del borde por dentro y
por fuera.

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

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

7.3.3. Método del enjuague

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

b) Materiales:

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

O O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0

c) Procedimiento:

Para manos

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

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

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

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

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

2. Regresar la solucion a su frasco original.

3. Cerrar herméticamente el frasco para su traslado.

Para objetos pequefios (piezas de equipos, otros)

1. Se introduce individualmente cada objeto en el frasco o bolsa con la solucién
estéril y agitar vigorosamente.

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

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

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

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

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

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

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

Staphylococcus aureus (*) —

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

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

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

Procedimiento de analisis microbioldgicos

Sea por métodos rapidos o convencionales, los ensayos microbiolégicos se realizaran
utilizando métodos normalizados por organismos internacionales como la Organizacion
Internacional para la Estandarizacién (ISO: Internacional Organization for
Standardization), Métodos Oficiales de Analisis de la Asociacion Internacional de
Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC: Official Methods of Analysis of the Association of
Official Analytical Chemists International), Administraciéon de Alimentos y Drogas/Manual
Analitico Bacterioldgico (FDA/BAM: Food and Drug Administration/Bacteriological
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b)

c)

8.3.
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Analytical Manual), Comision Internacional de Especificaciones Microbiologicas para
Alimentos (ICMSF: Internacional Comission on Microbiological Specifications for Foods),
Asociacion Americana para la Salud Publica / Compendio de Métodos para el Analisis
Microbiolégico de Alimentos (APHA/CMMEF: American Public Health Association /
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods), entre otros;
utilizando la técnica de recuento en placa.

Célculo y expresién de resultados

Calculo

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

Para superficies irregulares: el nUmero de colonias obtenido (ufc) se multiplicara por el
factor de dilucién y por el volumen de la solucién diluyente usada.

Expresion de resultados

Los resultados se expresaran:

- Para superficies regulares en: ufc / cm*:

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

Interpretacién de resultados de acuerdo a los limites microbiolégicos

SUPERFICIES INERTES

METODO
HISOPO Superficie Regular Superficie Irregular
Limite de Limite Permisible Limite de Limite
ENSAYO Deteccidn *) Deteccion del Permisible
del Método Método *
Coliformes <10 ufc/ <10 ufc/
totales | <0:Lufc/ cm? <1 ufc/cm? superficie superficie
muestreada muestreada
Ausencia / Ausencia / . .
S . Ausencia / Ausencia /
. superficie superficie L -
Patogeno 2 superficie superficie
muestreada | muestreada en cm
en cm? (%) (*) muestreada muestreada

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

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

Procedimiento de andlisis microbiolégico

Sea por métodos rapidos o convencionales, los ensayos microbiolégicos se realizaran
utilizando métodos normalizados por organismos internacionales como la 1SO, AOAC,
FDA/BAM, ICMSF, APHA/CMMEF, entre otros; utilizando la técnica de recuento en
placa.
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Célculo y expresion de resultados

Célculo

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

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

Expresién de resultados

Los resultados se expresaran:

- Para superficies regulares: ufc/ cm?

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

Interpretacién de resultados de acuerdo a los limites microbiol6gicos

SUPERFICIES INERTES

METODO . -
ESPONJA Superficie Regular Superficie Irregular
Limite de Limite Limite de Limite Permisible
ENSAYO Deteccidn Permisible Deteccion del *)
del Método (*) Método
<
Coliformes 2 2 sui)Serl;ifc(::ié <25 ufc_/
<1lufc/cm <1lufc/cm superficie
totales muestreada -
() muestreada (**)
Ausencia / Ausencia / . .
foi fici Ausencia / Ausencia /
Patogeno superficie superficie superficie superficie
muestreada muestreada en muestreada muestreada
en cm? (**¥) cm? (%)

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

Procedimiento para el control microbiolégico con aplicacién del método
del enjuague

Procedimiento de analisis microbioldgico

Sea por métodos rapidos o convencionales, los ensayos microbiolégicos se realizaran
utilizando métodos normalizados por organismos internacionales como la 1SO, AOAC,
FDA/BAM, ICMSF, APHA/CMMEF, entre otros; utilizando la técnica de recuento en
placa.



a)

b)
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Célculo y expresion de resultados

Célculo

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

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

Expresidn de resultados

Los resultados se expresaran:

- Para superficies vivas: ufc/ manos.

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

Interpretacién de resultados de acuerdo a los limites microbiolégicos

SUPERFICIES
METODO Vivas Pequefias o Internas
ENJUAGUE
Limite de Limite Limite de Limite
ENSAYO Deteccidn Permisible (¥) Deteccidn Permisible (¥)
del Método del Método
< 25 ufc/ < 25 ufc/
Coliformes <100 ufc/ <100 ufc/ superficie superficie
totales manos manos muestreada muestreada
(**) (**)
Staphylococcus | < 100 ufc/ <100 ufc/ _ _
aureus manos manos
Ausencia / Ausencia / Ausen(_:ig / Ausen(_:ig /
Patégeno superficie superficie
manos manos
muestreada muestreada

(*) En las operaciones analiticas, estos valores son indicadores de ausencia.
(**) Para 4 utensilios.
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9. ANEXO1

Cuadro Referencial sobre Preparacion de Medios de Cultivo

Los siguientes son los medios de uso mas frecuente. Existen otros medios reconocidos y
validados por organismos internacionales que podran ser utilizados.

NOMBRE:

AGAR BAIRD-PARKER

Descripcién
y Uso:

Para el aislamiento y la diferenciacion de Estafilococos en alimentos y
materiales farmacéuticos, segin Baird-Parker (1962).

Forma de

actuacion

Este medio de cultivo contiene cloruro de litio y telurito para la inhibicion
de la flora acompafante, en tanto que el piruvato y la glicocola actdan
favoreciendo selectivamente el crecimiento de Estafilococos.

Sobre el medio de cultivo, opaco por su contenido en yema de huevo,
las colonias de Estafilococos muestran dos caracteristicas diagnosticas
por lipdlisis y protedlisis, se producen halos y anillos caracteristicos vy,
debido a la reduccién del telurito a teluro, se desarrolla una colonia
negra. La reaccién con la yema de huevo y la reduccién del telurito se
presentan con notable paralelismo con la coagulasa-positiva, y por tanto,
pueden utilizarse como indice de esta Ultima.

Para una demostracion directa de Estafilococos coagulasa-positiva, ha
sido recomendado por Stadhouders y col. (1976) el incorporar al medio
de cultivo plasma sanguineo en lugar de yema de huevo.

Smith y Baird-Parker (1964) recomiendan afiadir sulfametacina para
inhibir el crecimiento de Proteus.

Composicién:
(/L)

Disolver 58 g en 0,95

Peptona de caseina 10,0 litros, esterilizar en
Extracto de carne 5,0 autoclave (15 min. a
Extracto de levadura 1,0 121° C), enfriar a 45-
Piruvato sodico 10,0 50°C, afadir mezclando
Glicina 12,0 50 mL de emulsién de
Cloruro de litio 5,0 yema de huevo telurito
Agar-agar 15,0 y, eventualmente, 50
58,0 mg/litro de
Aditivos: Sulfametacina. Verter en
emulsién de yema de 50,0 | Preparacién: | placas.
huevo telurito (mL); pH: 6,8 +0,2
eventualmente, En tanto que el medio
sulfametacina (g) 0,05 de cultivo basal puede

guardarse de 1 a 2
meses a 4°C, el medio
de cultivo completo,
vertido en placas ha de
ser utilizado dentro de
las 24 horas siguientes a
Su preparacion.

Empleo e
interpretacion:

Diluir convenientemente el material a investigar y extenderlo finamente
sobre la superficie del medio de cultivo.
Incubacién: Desde 24 hasta 48 horas a 37°C.

Las colonias de Staphylococcus aureus se presentan negras, lustrosas,
convexas, de 1 a 5 mm de diametro, con borde estrecho blanquecino,
rodeado por un halo claro de 2 a 5 mm de anchura. Dentro del halo claro
presencia de anillos opacos no visibles antes de las 48 horas de
incubacion.
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NOMBRE:

CALDO DE CEREBRO — CORAZON (Brain Heart Broth)

Descripciény
Uso:

Para el cultivo de diversos microorganismos patégenos exigentes.
Estos medios de cultivo corresponden a las recomendaciones de los
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (1992).

Forma de
actuacion:

Estos medios de cultivo se basan en el principio del Caldo Rosenow
preparado con trozos de cerebro (Rosenow 1919) y son adecuados con
trozos el cultivo de muchas bacterias exigentes, como Estreptococos,
Pneumococos, Meningococos y otros. Para el cultivo Gonococos hay
gue afiadir liquido ascitico.

El Caldo de cerebro-corazén es especialmente adecuado para el cultivo
de Estafilococos destinados al ensayo de plasma coagulasa y para la
realizacion de hemocultivos. El crecimiento de gérmenes anaerobios o
microaerdfilos resulta decisivamente mejorado por la adicion al Caldo de
pequefias cantidades de Agar-agar (aprox. 0,05-0,2%).

Sobre la base del Agar-cerebro-corazén, Queiroz y col. (1987)
desarrollaron un agar selectivo para Campylobacter pylori,
denominandolo Medio Belo Horizonte (MBH).

El Agar-cerebro-corazon, aparte de su aplicacion en el terreno
bacterioldgico, es adecuado también para el cultivo de hongos
patégenos. El crecimiento de la flora bacteriana de acompafiamiento
puede inhibirse notablemente por adicion de 20 Ul de Penicilina y 40 ug
de Estreptomicina por mL de medio de cultivo. Se recomienda la adicion
de Cicloheximida (0,05 ug/mL) y de Cloranfenicol (0,5 ug/mL) para el
aislamiento selectivo de hongos exigentes, especialmente de
Histoplasma capsulatum y Blastomyces, a partir de materiales
policontaminados objeto de investigacion.

Este medio de cultivo es menos adecuado para el estudio de las formas
hemoliticas (tras adicién de sangre), debido a su contenido de glucosa.

Composicién:
(/L)

Disolver 52 g/L (Agar-

Substrato alimenticio 27,5 cerebro-corazén) o bien
(extracto de cerebro, 37 glL (Caldo de
extracto de corazon y Cerebro-Corazén) y
peptona) esterilizar en autoclave
D(+)-glucosa 2,0 (15 minutos a 121°C).
Cloruro sédico 5,0 Preparacion: pH: 7,4+ 0,2
Hidrégenofosfato 2,5 " | Ambos medios de
disddico cultivo son ligeramente
Agar 15,0 parduscos. ElI caldo
52,0 tiene un aspecto claro,

mientras que el agar
puede presentar, a
veces, opalescencia.

Empleo e
interpretacion:

De acuerdo con la correspondiente descripcion y uso.
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NOMBRE:

EMULSION YEMA DE HUEVO TELURITO
(Egg-yolk Tellurite Emulsién)

Descripciény
Uso:

La emulsién yema de huevo-telurito, se emplea como aditivo en el Agar
Baird Parker (base), y posibilita la demostracion de la actividad lecitinasa
y la reduccién del telurito.

Composicién:
(/L)

Yema de huevo 500,00
estéril

Cloruro de sodio 4,25
Telurito potasico 2,10

Agua destilada
hasta 1000 ml

Preparacién:

Agitar el frasco con fuerza
para resuspender el posible
sedimento formado. 50 mL
de la emulsién de yema se
mezclan con 950 mL del
medio de cultivo esterilizado
y enfriado a 45-50 °C.
Verter en placas.

Al tomar la emulsién del
frasco, cuidar de que se
efectlie de forma estéril.

Al contrario que las placas
para cuya preparacion se
afiaden por separado la

emulsion 'y el telurito
potasico, aquellas placas
gue se preparan con
emulsion yema de huevo-
telurito son estables

aproximadamente 2 meses
almacenadas a 4°C.

NOMBRE:

AGAR-PEPTONA DE CASEINA-PEPTONA DE HARINA DE

SOJA (TSA)

Composicién:
(/L)

Peptona de caseina
Peptona de harina de
soya

Cloruro de sodio

Agar

pH : 7,3+ 0,2

15,0
50

Preparacion:

Diluir 40 gramos del
medio de cultivo en
1000 ml de agua
destilada, dejar
reposar por 15
minutos, calentar en
bafio maria  hasta
disolver por completo.
Distribuir en tubitos de
13 x 100 mm a razén
de 3 mL, llevar a
esterilizar en autoclave
a 121°C, de 15 libras
de presién, durante 15
minutos, dejar enfriar.
Los tubos destinados
al cepario no necesitan
inclinacion.
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NOMBRE: ROJO VIOLETA BILIS AGAR (VRBA)
Descripcion Agar selectivo para la demostracion y numeracion de bacterias
y Uso: coliformes, inclusive E. coli, segin DAVIS (1951), en agua, leche,
helados, carnes y otros alimentos.
El violeta cristal y las sales biliares inhiben el crecimiento sobre todo, de
Forma de | la flora gram-positiva acompafiante. La degradacion de la lactosa a acido
actuacion se pone de manifiesto por el viraje a rojo del indicador de pH Rojo neutro
y por una precipitacion de &cidos biliares.
Extracto de levadura 3,0 Disolver 39,5 gliitro y
Peptona 7,0 . .
- esterilizar con cuidado
Sales biliares 15 )
(30 minutos a vapor
Lactosa 10,0
C : fluente).
Composicion: Cloruro de sodio 5,0 T .
. Preparacion: | No  esterilizar en
(g/L) Rojo neutro 0,03
; X autoclave!
Cristal violeta 0,002 . .
El medio de cultivo
Agar _150 |
41532 prgparado es claro y
oH :7,4+0,1 rojizo parduzco.

Empleo
interpretacion

e

Este medio de cultivo se siembra, casi siempre segun el procedimiento
de vertido en placa.
Incubacion: 24 horas a 37 °C.

NOMBRE: SQLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (Solucion
diluyente)
Disolver el fosfato en 500 mL de
agua destilada y ajustar el pH a
7,2 con hidréxido de sodio 1N.
Llevar a wun litro con agua
destilada.
Esterilizar durante 15 minutos a
121°C. Conservar en refrigeracion.
KH,PO, 3449 Transferir 1,25 mL de la solucién a
Agua 1000 mL un matraz aforado, llevar a un litro
destilada con agua destilada, ésta Ultima es

Composicioén:
(9/L)

la solucién de trabajo.
Preparacidn: | Distribuir en frascos con tapa de
rosca en volumenes de 50 ml o las
cantidades que se requieren en
cada método. Esterilizar a 121°C
durante 15 minutos.

Para el andlisis de superficies de
manos. Transferir 1,25 mL de
soluciéon concentrada a un matraz
aforado de un litro, agregar un mL
de octil fenol etoxilato. Llevar a un
litro con agua destilada. Distribuir
en frascos en volimenes de 50
mL. Esterilizar a 121°C durante 15
minutos.
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NOMBRE:

procesamiento)

AGUA PEPTONADA AL 0,1%

(Solucion diluyente para el

Composicién:

(g/L)

pH: 7,0

Preparacion:

Disolver 1 gramo de
peptona en 1000 mL de
Peptona 1g agua destilada.
Agua destilada 1000 mL Distribuir en frascos con

tapa rosca de 250 mL en
voliumenes de 100 mL o
las cantidades que se
requieren en cada método.
Esterilizar  durante 15
minutos a 121°C/ 15 libras
de presion.

NOMBRE:

TIOSULFATO DE SODIO (Neutralizante )

Compaosicion:

(g/L)

Tiosulfato de sodio
Agua destilada

10g
100 mL

Preparacion:

Disolver 10 gramos de
tiosulfato de sodio en 100
mL de agua destilada.

Para 100 mL de solucién
diluyente, colocar 0,1 mL
de una solucién al 10% de
tiosulfato de sodio.

Para neutralizar los
vestigios de cloro e impedir
de esta manera que

continué ejerciendo su
accion bactericida y
disminuya.
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