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Guia Técnica para el Analisis Microbiolégico de Superficies en contacto con Alimentos y
Bebidas

ANEXO - RESOLUCION MINISTERIAL N° 461-2007-MINSA
(La resolucion ministerial en referencia fue publicada el 7 de junio de 2007)

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
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2.1. Uniformizar los procedimientos que se deben aplicar en la seleccién, toma de
muestras y para los analisis microbiolégicos 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, segin 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 analisis microbiolégicos; y establece los limites microbiolégicos para superficies que
estan en contacto o relacion directa con los alimentos.

5. Definiciones Operativas

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

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

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

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

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

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
elaboracion y preparacion o con superficies que estan en contacto con los alimentos.

Peligro: Agente biol6gico, quimico o fisico presente en un alimento o superficie que esta
en contacto con los alimentos y que pueden ocasionar un efecto nocivo para la salud.

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

Superficies inertes: Son todas las partes externas y/o internas de los utensilios que estan
en contacto con los alimentos, por ejemplo equipos, mobiliario, vaijilla, cubiertos, tabla de picar, etc.
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Superficies vivas: Las partes externas del cuerpo humano que entran en contacto con el
equipo, utensilios y alimentos durante su preparacion 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 evaluacién que realiza la
Autoridad Sanitaria sobre las condiciones sanitarias de las superficies que estan en contacto con
los alimentos y bebidas, en proteccién de la salud de los consumidores.

6. Conceptos Basicos

6.1. Operaciones en campo

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

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

a. Procedimiento para la seleccién de la muestra.
b. Seleccioén 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. Determinacién de los ensayos microbiolégicos.

b. Procedimiento de analisis microbiolégicos.

c. Calculo y expresion de resultados.

d. Interpretacion de resultados de acuerdo a los limites microbiol6gicos.

7. Consideraciones Especificas: 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 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.

b) Superficies vivas

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

En establecimientos de elaboracién y expendio

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

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

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

METODO DE SUPERFICIES A MUESTREAR
MUESTREO

Se utiliza superficies inertes regulares e irregulares,
Método del [tales como tabla de picar, bandejas, mesas de trabajo,

Hisopo utensilios, cuchillas de equipos, cortadora de embutidos,
cortadora 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.

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

7.3. Procedimiento para la toma de muestra

7.3.1. Método del hisopo

a) Descripcion:

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

b) Materiales:

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

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

* Plantilla estéril, con un area abierta en el centro de 100 cm2 (10cm x 10cm) o
alternativamente, plantilla estéril, con un area abierta en el centro de 25 cm2 (5 cm x 5 cm).

* Guantes descartables de primer uso.

* Protector de cabello.

* Mascarillas descartables.

* Plumén marcador indeleble (para vidrio).
* Caja térmica.

* Refrigerantes.
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¢) 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 solucion.

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

4. En el caso de utilizar la plantilla de 5cm x Scm, repetir esta operacién 3 veces mas, en
lugares diferentes de la misma superficie, para obtener 100 cm2.

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

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

7. Si no se toman las 4 muestras, se debe anotar en la Ficha de Toma de Muestra.

d) Conservacién 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 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 analisis.

7.3.2. Método de la esponja

a) Descripcion:

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

b) Materiales:

* Esponja estéril de poliuretano o de celulosa, de 5cmx 5 cm.

* Plantilla estéril, con un area en el centro de 100 cm2 (10 cm x 10 cm).

* 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.
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* Protector de cabello.

* Mascarillas descartables.

* Plumén marcador indeleble (para vidrio).
* Caja térmica.

* Refrigerantes.

¢) 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).

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 solucién diluyente o alternativamente
colocar la esponja con la muestra en una bolsa de plastico de primer uso.

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

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

d) Conservacién 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 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
funcion estricta de dicha temperatura, no debiendo exceder las 24 horas y excepcionalmente las 36
horas.

Se debera registrar la temperatura del contenedor al colocar las muestras y a la llegada al
laboratorio con la finalidad de asegurar que las mismas hayan sido transportadas a la temperatura
indicada.

Las temperaturas superiores a 10 °C invalidan la muestra para su analisis.

7.3.3. Método del enjuague

a) Descripcion:

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

b) Materiales:
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* 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.

¢) 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 (1) 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.

Para recipientes (frascos, jarras, otros)

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

2. Regresar la solucién a su frasco original.
3. Cerrar herméticamente el frasco para su traslado.
Para objetos 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 calculo de resultados a fin de evitar reportes inexactos.

d) Conservacién y Transporte de la muestra
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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 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 analisis.

8. Consideraciones Especificas: Operaciones Analiticas

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

ENSAYOS SUPERFICIES VIVAS SUPERFICIES INERTES
Indicadores Coliformes totales Coliformes totales
de Higiene Staphylococcus aureus(*) —_

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

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

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

Procedimiento de analisis microbiolégicos

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 Asociacién Internacional de Quimicos Analiticos Oficiales
(AOAC: Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists International),
Administracién de Alimentos y Drogas/Manual Analitico Bacteriolégico (FDA/BAM: Food and Drug
Administration/Bacteriological Analytical Manual), Comisién Internacional de Especificaciones
Microbiolégicas 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.

Calculo y expresion de resultados

a) 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 cm2).

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

b) Expresién de resultados
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Los resultados se expresaran:
- Para superficies regulares en: ufc /cm2:

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

c) Interpretacién de resultados de acuerdo a los limites microbiolégicos

SUPERFICIES INERTES
METODO
HISOPO Superficie Regular Superficie lIrregular
Limite de Limite Permisible Limite de Limite
ENSAYO Deteccion Deteccion Pemmisible
del Método *) del Método *)
<10 ufc/ <10 ufc/
Coliformes | < 0,1 ufc/cm2 <1 ufc/cm2 superficie superficie
totales muestreada | muestreada
Ausencia / Ausencia / Ausencia / Ausencia /
Patégeno superficie superficie superficie superficie
muestreada muestreada en cm2 | muestreada | muestreada
encm2 (*) )

() En las operaciones analiticas, estos valores son indicadores de ausencia.
(™) Indicar el area muestreada, la cual debe ser mayor o igual a 100 cm2.

8.3. Procedimiento para el control microbiolégico con aplicaciéon del método de la
esponja

Procedimiento de analisis microbiolégico

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

Calculo y expresion de resultados

a) Calculo

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 cm2).

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

b) Expresién de resultados
Los resultados se expresaran:

- Para superficies regulares: ufc/cm2
- Para supefficies irregulares: ufc/superficie muestreada (ej. cuchilla de licuadora, cubierto,
etc).

c) Interpretacién de resultados de acuerdo a los limites microbiolégicos
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SUPERFICIES INERTES
METODO
ESPONJA Superficie Regular Superficie Irregular
Limite de Limite de Limite
ENSAYO Deteccién Limite Permisible Deteccion Permisible
del Método * del Método *)
< 25 ufc/ <25 ufc/
Coliformes superficie superficie
totales <1 ufc/cm?2 <1 ufc/cm?2 muestreada | muestreada
(**) (**)
Ausencia / Ausencia /
superficie superficie Ausencia/ Ausencia /
Patégeno muestreada muestreada en cm2 | superficie superficie
encm2 )} muestreada | muestreada
(***)

() En las operaciones analiticas, estos valores son indicadores de ausencia.
(**) Para 4 utensilios.
() Indicar el area muestreada, la cual debe ser mayor o igual a 100 cm2.

8.4. Procedimiento para el control microbiolégico con aplicacion del método del
enjuague

Procedimiento de analisis microbioldégico Sea por métodos rapidos o convencionales, los
ensayos microbioloégicos se realizaran utilizando métodos normalizados por organismos
internacionales como la ISO, ACAC, FDA/BAM, ICMSF, APHA/CMMEF, entre otros; utilizando la
técnica de recuento en placa.

Calculo y expresion de resultados

a) Calculo
Para superficies vivas: el nUmero 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 nUmero 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 plastico).

b) Expresién de resultados
Los resultados se expresaran:

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

c) Interpretacién de resultados de acuerdo a los limites microbiolégicos

) SUPERFICIES
METODO . "
ENJUAGUE Vivas Pequeiias o Internas
Limite de Limite Limite de Limite
ENSAYO Deteccion Permisible Deteccion Permisible
del Método *) del Método *)

Pagina 77




Sistema Peruano de Informacion Juridica

€ Peruano

< 25 ufc/ < 25 ufc/
Coliformes <100 ufc/ < 100 ufc/ superficie superficie
totales manos manos muestreada muestreada
(**) (**)
Staphylococcus <100 ufc <100ufc | o
aureus /manos /manos
Paté Ausencia / Ausencia / Ausentgg / Auserr1r0|§1 /
geno Manos Manos superficie superficie
muestreada muestreada

() En las operaciones analiticas, estos valores son indicadores de ausencia.

(**) Para 4 utensilios.

9. ANEXO 1

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.

(*) Ver Graficos, publicados en el Diario Oficial “El Peruano” de la fecha.
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