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El Consorcio de Exportadores de Carnes Argentinas (Consorcio ABC) es una entidad civil
sin fines de lucro que nuclea a las empresas frigorificas del sector, con los mas altos estanda-
res de calidad y que representan mas del 80% de las exportaciones de carnes vacunas de la
Argentina. Su principal objetivo es impulsar un compromiso mayor con la actividad del sector,
apuntando a construir una industria vigorosa bajo normas de calidad con los mas altos estan-
dares de exigencias, compromiso con el bienestar animal, respeto por el medio ambiente y
generadora de riqueza para toda la cadena bovina, desde el productor hasta el consumidor.
Las empresas integrantes del Consorcio ABC entienden que la cooperacion entre ellas, con
otras entidades del sector y con las autoridades gubernamentales es el camino para ejecutar
eficazmente un programa de crecimiento que genere inversiones, valor agregado, divisas y
empleo calificado a nivel nacional. En este contexto, se asume que la promocién de la forma-
lidad del complejo agroindustrial de las carnes bovinas contribuye al desarrollo econdmico y
productivo de la Nacién.

Las 22 empresas asociadas al Consorcio ABC, que operan cerca de 30 establecimientos
industriales en siete provincias argentinas, son responsables de uno de cada tres animales
procesados por la industria frigorifica en el pais. Son las fabricas mas modernas del sector en
nuestro pais, y cumplen con los exigentes requisitos sanitarios requeridos para el acceso a
mercados como la Unién Europea, Estados Unidos, Israel, China y Chile, entre otros.

El Consorcio ABC, junto con otras entidades de la cadena de las carnes bovinas, inter-
viene en el disefo y desarrollo de estrategias dirigidas a mejorar la competitividad, condicién
necesaria para expandir las exportaciones y alcanzar metas de crecimiento sostenido de la
cadena de valor. Para ello, es necesario garantizar el cumplimiento de los estandares mas
exigentes en materia de sanidad e inocuidad, aspectos centrales para ofrecer un producto
Unico a nivel mundial. Las plantas pertenecientes al Consorcio ABC poseen atributos de ca-
lidad certificados tales como BRCGS, ISO (9.001, 14.001, 22.000), IFS, FSSC 22000, IRAM
(HACCP, BPM), North American Meat Institute, Angus, Sello Alimentos Argentinos, HQB,
Kosher, Halal, SMETA, entre otras.

Los laboratorios en plantas frigorificas cobraron una especial relevancia para la verifica-
cion de los procesos y cumplir con los mas altos estandares de calidad, tanto en Argentina
como en el mundo. Desde el Consorcio ABC nos propusimos recopilar y sistematizar normas,
metodologias y técnicas para instalar o adecuar un laboratorio de microbiologia al servicio
de una planta frigorifica bovina. Consideramos necesario disponer de una guia para unificar
la aplicacion de buenas practicas de laboratorio en todas las plantas, asi como reconocer y
utilizar adecuadamente equipos, instrumentos, materiales y métodos rapidos disponibles en
Argentina; expresar e interpretar los resultados segun criterios microbioldgicos por destino
de productos y subproductos carnicos; comparar la equivalencia de los diferentes métodos
microbioldgicos tradicionales y métodos rapidos destinados al analisis microbioldgico de pro-
ductos y subproductos cérnicos bovinos. Ademas, disponer de elementos para seleccionar
proveedores analiticos, considerando requisitos de calidad ademas del precio.



Este manual pretende ser una guia para la adecuacion de los objetivos de cada laboratorio
y de cada planta frigorifica. Consta de 10 capitulos, redactados por analistas, directore técni-
cos, responsables de desarrollo y referentes de laboratorios acreditados bajo la Norma ISO
17025 y autorizados por el Senasa, investigadores del CONICET, profesionales de la Direccion
General de Laboratorios y Control Técnico del Senasa y de la Agencia de Control Guberna-
mental de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires.

Se trata de un manual especialmente dedicado a los laboratorios de plantas frigorificas
bovinas, para consolidar las herramientas de verificacion de procesos.

El Manual para Laboratorios de Plantas Frigorificas Bovinas es el primero de su tipo y el
primero en ser editado por el Consorcio de Exportadores de Carnes Argentinas.
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La microbiologia de los alimentos vy,
especificamente de la carne, es un campo
fundamental para la inocuidad alimentaria.
La verificacion de los procesos de produc-
cion mediante analisis microbioldgicos es
un paso obligado para la liberacién de pro-
ductos destinados al consumo humano y
animal. La informacién generada respecto
de la ausencia/presencia de microorganis-
mos patdgenos o la evolucion de microor-
ganismos indicadores permite evaluar el
riesgo de contaminacién microbiana, im-
plementar métodos para controlar su de-
sarrollo y prevenir la propagacion de enfer-
medades.

Segun el Cdédigo Alimentario Argen-
tino (CAA), se define a la carne como “la
parte comestible de los musculos de los
bovinos, ovinos, porcinos y caprinos decla-
rados aptos para la alimentacion humana
por la inspeccion veterinaria oficial antes y
después de la faena. La carne comprende
a todos los tejidos blandos que rodean al
esqueleto, incluyendo su cobertura grasa,
tendones, vasos, nervios, aponeurosis y
todos aquellos tejidos no separados du-
rante la operacion de la faena”.

Sus componentes mayoritarios, va-
riables segun la especie de origen, son
agua (65-80%), proteina (16-22%) y grasa
(1 a 15%). También se encuentran peque-
nas cantidades de sustancias nitrogenadas
no proteicas (aminoacidos libres, péptidos,
nucledtidos), minerales de elevada biodis-
ponibilidad, (hierro y zinc), vitaminas (B6,
B12, retinol y tiamina), e hidratos de carbo-
no. Aproximadamente el 40% de los ami-
noacidos que componen las proteinas de
la carne son esenciales, o que hace que
este producto sea considerado como un
alimento de elevado valor bioldgico. Estas
caracteristicas proporcionan un ambiente
ideal para el desarrollo bacteriano. Previo
a la faena, los tejidos comestibles de un
animal sano se pueden considerar estéri-
les, ya que se encuentran protegidos de la
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contaminacién bacteriana por el cuero, que
funciona como una cubierta casi perfecta.
Sin embargo, durante la faena los microor-
ganismos presentes en el ambiente, en ma-
nos y utensilios, o en tejidos y otras super-
ficies no estériles, pueden contaminarlos.

Los microorganismos de importancia
en productos carnicos pueden clasificarse
en tres grupos: alteradores, indicadores y
patdgenos.

- Microorganismos alteradores: no cau-
san enfermedades en los humanos, pero,
como su nombre lo indica, alteran las ca-
racteristicas sensoriales de los alimentos,
acortando su vida util. Estos, se pueden
clasificar en funcién de las condiciones
de almacenamiento. En atmdsferas con
oxigeno, los principales responsables de
la pérdida de calidad sensorial son los mi-
croorganismos aerobios, principalmente,
bacterias del género Pseudomonas spp.
Las alteraciones consisten, fundamental-
mente, en el desarrollo de olores y sabores
desagradables del tipo putrefactivo y la for-
macion de limo superficial. En atmdsferas
sin oxigeno, los principales microorganis-
mos alteradores son los anaerobios, funda-
mentalmente, bacterias acido-lacticas. Las
alteraciones que causan consisten en for-
macioén de exudados y el desarrollo de sa-
bores y olores desagradables. Estos sabo-
res y olores no deseados pueden ocurrir si
no se respetaron ciertas condiciones como
un adecuado pH de la carne al momento
del envasado al vacio o temperaturas ele-
vadas de almacenamiento durante la vida
util de las carnes refrigeradas.

- Microorganismos indicadores: su im-
portancia radica en que se utilizan para
conocer la calidad higiénico-sanitaria de la
carne. Entre ellos, el recuento de microor-
ganismos aerdbios mesdfilos es utilizado
para estimar de forma general la carga mi-
crobiana, ya que proporciona informacién
con respecto a la existencia de practicas
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incorrectas. En cuanto al recuento de psi-
crotrofos se utiliza para predecir la vida Util
de la carne en refrigeracién. A su vez, los
coliformes totales son un grupo de bac-
terias que se encuentran en el medio am-
biente, incluyendo el tracto intestinal de los
animales. El recuento de estas ultimas se
utiliza para evaluar la eficacia de los proce-
sos operativos estandarizados de sanea-
miento (POES) y la posible contaminacion
pos-proceso. En este grupo de bacterias
se encuentran los coliformes fecales y
Escherichia coli, indicadores de contami-
nacion fecal.

- Microorganismos patogenos: son aque-
llos capaces de causar enfermedades en
humanos. Entre los microrganismos patoge-
nos de relevancia en carne bovina se incluye
a Escherichia coli productor de toxina Shiga,
Salmonella spp, Listeria monocytogenes y
Staphylococcus aureus coagulasa positivo.

En la actualidad, se aplican méto-
dos de conservaciéon y aseguramiento de
la inocuidad de la carne, los cuales se ba-
san en el conocimiento de los factores que
condicionan el desarrollo y la supervivencia
de los microorganismos en la carne. Estos
factores se clasifican en cuatro grupos.

- Factores intrinsecos, inherentes a la
composicion del alimento, como el pH, la
actividad de agua y el potencial de O6xi-
do-reduccion.

- Factores extrinsecos, relacionados con
las condiciones del ambiente en el que se
almacena la carne, incluyen la temperatu-
ra, el oxigeno y la humedad.

- Factores implicitos, inherentes al mi-
croorganismo, como su estado fisioldgico
y sus interacciones con otros microorga-
nismos.

- Factores de procesamiento, los que son
aplicados durante el procesamiento de la
carne, como el calor, la irradiacion y altas
presiones hidrostéticas, entre otros.
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Los laboratorios en plantas frigorificas

El Decreto 4238/68 en el punto 7.2
del capitulo VIl establece que “Los esta-
blecimientos con Inspeccién Veterinaria
Nacional deberan contar con un laborato-
rio capacitado para efectuar los examenes
quimicos, fisicos y bacterioldégicos que se
exigen en este Reglamento y los que el
Senasa juzgue necesarios para garantizar
la sanidad de los productos.” Si bien este
capitulo es del afio 1983 y esta desactuali-
zado a los requerimientos técnicos actua-
les, plantea la necesidad de la existencia
de los laboratorios en las plantas.

Contar con un laboratorio en planta
frigorifica permite la verificacién analitica
del plan de Analisis de Peligros y Puntos
Criticos de Control (APPCC) en las diferen-
tes areas operativas:

+ Andlisis de medias reses.

+ Andlisis de productos semielaborados.

+ Andlisis de productos terminados.

« Analisis de aditivos y suministros.

+ Desarrollo de productos.

* Intervenciones especiales por fallas de
fabricacion, devoluciones, investigacio-
nes microbioldgicas, etc.

*  Procedimientos POES del Estableci-
miento.

* Monitoreo ambiental.

Ademas, contar con un laboratorio en
planta frigorifica permite:

+ Reducir costos analiticos asociados al
envio de muestras a un laboratorio ex-
terno.

* Procesar las muestras inmediatamente
después de su recoleccion.

+  Optimizar los tiempos de obtencién de
resultados y liberacién de lotes de pro-
duccion.

« Disponer de una mejor verificacion de
los procesos.

«  Emitir Certificados de Andlisis (COA) de
acuerdo con los diferentes requerimien-
tos de cada cliente.
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Calidad en los resultados

En un laboratorio de planta frigorifica
siempre se deben otorgar garantias res-
pecto de la calidad de los resultados. Un
laboratorio de planta frigorifica puede tra-
bajar bajo la Norma ISO 17025 y buenas
practicas de laboratorio sin estar acredi-
tado. De este modo los resultados seran
confiables para la verificacion de los pro-
cesos de productos elaborados, liberacion
de lotes, inspecciones, desvios y garantias
ante clientes, entre otros requisitos. Esto
no quita que si la empresa frigorifica decide
acreditar el laboratorio bajo esta norma lo
pueda hacer. En el capitulo |l de este ma-
nual se abordan aspectos normativos para
asegurar la calidad de los resultados anali-
ticos e instituciones para la acreditacién de
laboratorios.

Diseno y capacidad analitica en un labo-
ratorio en una planta frigorifica

Para disefar un laboratorio es nece-
sario establecer claramente los alcances
de este e identificar una edificacion inde-
pendiente de las areas productivas. Las
instalaciones deben ofrecer flexibilidad
para adaptarse a nuevas tecnologias que
requieran espacios diferentes.

El laboratorio puede establecerse
para realizar andlisis microbiolégicos (re-
cuento de indicadores, deteccion de bac-
terias patégenas, determinacion de vida
util, analisis de agua, monitoreo ambiental,
entre otros), analisis fisicoquimicos e in-
clusive analisis de residuos veterinarios de
productos y subproductos.

De estos objetivos dependera el dise-
o del laboratorio, los equipos y materiales
que se necesitan. En el capitulo Ill de este
manual se analizan las premisas a consi-
derar para el disefio de un laboratorio y en
el capitulo IV se presentan los principa-
les equipos a utilizar en un laboratorio de
planta frigorifica. La preparacion de mate-
rial para la recoleccion de muestras es de

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

extrema importancia, como también lo es
el disefio del muestreo, la recoleccion de
muestras, su acondicionamiento y analisis
o bien su remision a laboratorios externos.
En el capitulo V se aborda esta tematica,
con especial énfasis en analisis microbio-
l6gico. Sin embargo, en el laboratorio de
planta frigorifica también se prepara el ma-
terial, se organiza el muestreo y se acondi-
cionan las muestras para analisis oficiales
de residuos veterinarios, fisico-quimicos y
agua. Si bien este manual esta dirigido a
microbiologia, se incluyé un capitulo sobre
normativa y requisitos comparados para
andlisis de agua segun los principales des-
tinos de productos y subproductos carni-
cos (capitulo X).

Habitualmente en un laboratorio de
planta frigorifica se requieren recuentos
de indicadores y deteccion de patdgenos
para una pronta liberacién de lotes de pro-
duccion. Es recomendable utilizar méto-
dos rapidos y evitar la implementacion de
metodologias tradicionales, ya que estas
ultimas requieren tiempo, formacion cali-
ficada, registros, insumos y reactivos es-
pecificos, entre otros. En el capitulo VI, se
presentan y analizan los métodos rapidos
utilizados en laboratorios de plantas frigo-
rificas bovinas.

En el capitulo VIl se abordan las me-
todologias y recomendaciones para reali-
zar recuentos bacterianos de los principa-
les indicadores sobre productos céarnicos
bovinos y en el capitulo IX la utilizacion de
recuentos en el monitoreo ambiental.

En el capitulo VIII se describen las
principales metodologias para deteccion
de patdgenos. En este caso, el principal ob-
jetivo de un laboratorio de planta es identi-
ficar rapidamente las muestras negativas a
los patdgenos definidos en el plan APPCC,
para ello se utilizan técnicas de screening o
tamizaje. Cuando un resultado es positivo
al screening, queda a criterio de la empre-
sa confirmar el resultado o tomar una deci-
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sién sobre el lote asumiendo ese resultado
como positivo confirmado. En caso de de-
cidir realizar una confirmacion microbiologi-
ca mediante aislamiento bacteriano, puede
ser recomendable enviar una muestra de
ese lote a un laboratorio externo, tal como
se describe en el capitulo V.

Personal destinado a un laboratorio de
planta frigorifica

El personal de laboratorio debe estar
a cargo de un profesional experto (Direc-
tor Técnico) que lidere todas las operacio-
nes analiticas y que sea capaz de proveer
los recursos necesarios para asegurar la
calidad requerida por las operaciones que
se desarrollen.

Ademas, es recomendable contar
con los siguientes roles en el personal de
un laboratorio de planta frigorifica:

v' Supervisor de laboratorio: capaz de re-
emplazar el responsable del laboratorio
€n su ausencia.

v Analistas técnicos: capaces de realizar
las determinaciones analiticas y que
puedan llevar el control de insumos del
laboratorio.

v' Analistas idoneos: para realizar mues-
treos de productos, preparar y esterili-
zar los materiales necesarios

v' Personal auxiliar para asistir en tareas
de limpieza de materiales y del labora-
torio.

El entrenamiento y actualizacion per-
manente de todo el personal es vital para
la confiabilidad de los resultados que sumi-
nistra el laboratorio.

Interpretacion de resultados

Para una adecuada interpretaciéon de
resultados es necesario conocer la norma-
tiva nacional e internacional vigente, espe-
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cialmente de los destinos donde se expor-
tan productos y subproductos elaborados
en la planta frigorifica. En los capitulos VII
y VIl se incluyen tablas comparativas para
facilitar la adecuada interpretacién de re-
sultados.

Es recomendable evitar la acumula-
cion de resultados sin interpretacion, ya
que los resultados analiticos deben ser
analizados con celeridad y conducir a una
decisidn, consecuencia o intervencion so-
bre el proceso, el ambiente y/o el producto

Es conveniente mantener una rutina
semanal, mensual, estacional y/o anual de
andlisis estadistico de los resultados obte-
nidos para poder interpretar tendencias.

Laboratorios externos

Las muestras que deben ser deriva-
das a laboratorios externos son:

- Muestras oficiales.

- Muestras de rutina recolectadas en
plantas que no tienen laboratorio.

- Muestras que el cliente requiere que los
analisis sean realizados por un labora-
torio acreditado.

- Andlisis especiales que solo realizan la-
boratorios especificos.

Las muestras que pueden ser derivadas a
laboratorios externos son:

- Muestras para confirmar resultados po-
sitivos a screening de patdgenos.

- Muestras confirmadas de patdgenos
que requieran un ulterior analisis.

Para seleccionar un laboratorio exter-
no al cual enviar muestras se recomienda
considerar las siguientes condiciones:

Acreditacién bajo la Norma ISO 17025.

Alcance para la metodologia requerida.
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- Autorizacioén del Senasa para el analisis
requerido.

- Celeridad para la entrega de los resul-
tados.

- Informacién respecto de las metodo-
logias, procedimientos y técnicas que
utilizara para realizar los analisis solici-
tados.

- Plan de prevencion del fraude (BRCGS
vs9).

- Precio de los andlisis.

En el capitulo Il se presentan los la-
boratorios externos acreditados bajo 1SO
17025 y autorizados por el Senasa para
realizar analisis microbioldgicos, fisicoqui-
micos y residuos para la industria frigorifica
bovina.

basado en una evaluacion de riesgos.

NOTA DEL EDITOR: premisas sobre el analisis microbioldgico

+ Esnecesario establecer claramente lafinalidad y el alcance del analisis microbiolégico.
« El andlisis microbiolégico no es de caracter preventivo.

« El andlisis microbiolégico no aumenta la calidad microbiolégica del producto.

« El andlisis microbioldgico no otorga garantias absolutas sobre el lote de produccion.
« El andlisis microbioldgico se aplica para verificacién del proceso.

« El disefio y la aplicacion de un muestreo para analisis microbioldgico debe estar
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CAPITULO II

MARCO NORMATIVO Y
LABORATORIOS EXTERNOS

Nicolas Marchionni y Silvana Segtino

Centro de Investigacion y Asistencia Técnica
a la Industria (CIATI), Villa Regina, Rio Negro, Argentina




Una norma o estandar es un docu-
mento en el que se describen las condicio-
nes minimas que debe reunir un producto,
proceso o servicio. El proceso de normali-
zacion es la actividad que tiene por objeto,
crear estos documentos, y se lleva a cabo
a través de comisiones o comités de estu-
dio especificos para cada norma.

Las naciones tienen su propio orga-
nismo nacional de normalizacion, que ge-
nera sus normas. En Argentina este orga-
nismo es el IRAM (Instituto Argentino de
Normalizacion y Certificacion), fundado en
1935 por representantes del gobierno, la
economia, e instituciones cientifico-técni-
cas. Fue el primer organismo de normali-
zacion creado en América Latina y el Poder
Ejecutivo Nacional lo reconocié como tal
en 1994,

A nivel internacional existen varias
organizaciones de normalizacién. La mas
conocida es ISO (International Organiza-
tion for Standardization), que fue creada en
1947 y redne a los institutos de normaliza-
cion nacionales de 164 paises, incluido el
IRAM.

Una de las normas creadas por ISO
es la norma ISO/IEC 17025, en la cual que
se establecen requisitos para los laborato-
rios de ensayo y calibracion.

En Argentina se adopté esta normati-
va como IRAM-ISO IEC 17025, y su version
vigente es la numero 1 emitida en el afo
2017.

Si bien los laboratorios pueden fun-
cionar sin aplicarla, la implementacién
obligatoria responde a las exigencias del
mercado al que esté destinado el produc-
to, proceso o servicio, y sus organismos
reguladores intervinientes (nacionales y/o
internacionales). El uso de la norma I1SO/
IEC 17025 por parte de los laboratorios
puede ser voluntario u obligatorio (campo
regulado).

En este capitulo analizaremos los siguientes componentes:

A. Norma ISO/IEC 17025.

B. Instituciones de acreditacion.
C. RedLab Senasa.

D. Laboratorios externos.
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A. NORMA ISO/IEC 17025. Requi-
sitos generales para la competen-
cia de los laboratorios de ensayo y
calibracion.

La Norma ISO/IEC 17025, contempla
lineamientos para los procesos internos de
gestién y para los procesos técnicos, con
el fin de garantizar la fiabilidad de sus re-
sultados y competencia técnica. El comité
responsable de emitir esta norma la revisa
cada 5 afos. La Ultima version es la nume-
ro 3 y fue emitida en 2017.

A continuacién, se presenta un resu-
men de las consideraciones basicas que
contempla la norma en cada requisito de
gestidon como técnico.

1. REQUISITOS GENERALES

Cubre dos requisitos principales (im-
parcialidad y confidencialidad). El labora-
torio debe garantizar que todo su personal
mantenga la confidencialidad, y sea impar-
cial a la hora de informar resultados de en-
sayo. Aqui la imparcialidad hace referencia
al hecho de que no existan conflictos de in-
terés en las actividades del laboratorio, y la
confidencialidad se refiere al tratamiento de
la informacion relacionada a las actividades
del laboratorio, incluyendo cualquier perso-
na que pueda intervenir y conocer la misma.

2. REQUISITOS RELATIVOS A LA ES-
TRUCTURA

Describe como debe ser la estructu-
ra organizativa basica del laboratorio y sus
procesos. Para su cumplimiento, el labo-
ratorio debe contar con la infraestructura
o instalaciones convenientes garantizando
asi el adecuado desarrollo de la actividad.

3. REQUISITOS RELATIVOS A LOS RE-
CURSOS

En este apartado, se especifican los
cinco componentes necesarios con los
que debe contar un laboratorio para su fun-
cionamiento.
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- Personal. Se establecen requisitos ne-
cesarios en cuanto a la competencia del
personal para realizar las actividades del
laboratorio, la comunicacion de sus tareas
y responsabilidades, y también indica que
se debe contar con procedimientos rela-
cionados para determinar los requisitos de
competencia, seleccion, formacion, super-
visién, autorizacioén, y evaluacion del per-
sonal.

- Instalaciones y condiciones ambien-
tales. Es necesario que el laboratorio dis-
ponga de instalaciones que brinden las
condiciones ambientales adecuadas para
proceder con sus actividades, asi como
establecer medidas para su mantenimiento
y conservacion, para evitar imprevistos.

- Equipamiento. En este inciso se esta-
blece la necesidad de disponer o sub-
contratar los equipos necesarios que se
requieran, o que pueden influir en los re-
sultados, para asegurar el correcto des-
empefo de las actividades de laboratorio,
ademas de disponer de medios adecua-
dos para la conservacién y mantenimiento
de aquellos equipos cuyo deterioro tendria
consecuencias negativas en la calidad del
servicio.

- Trazabilidad metroldgica. Este apartado
establece que el laboratorio precisa contar
con un procedimiento y un programa de
calibracién de equipos y patrones de refe-
rencia, ya sean equipos propios o subcon-
tratados.

- Productos y servicios suministrados
externamente. Aqui se indica que, a los
proveedores y subcontratistas de produc-
tos y servicios que afectan a las activida-
des del laboratorio, se los debe seleccio-
nar, evaluar y realizar un seguimiento de
su desempefio mediante un procedimien-
to. Estos resultados deben quedar regis-
trados.
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4. REQUISITOS DEL PROCESO

- Revision de solicitudes, ofertas y con-
tratos.

Referido a los acuerdos con los clien-
tes, se establece que el laboratorio debe
contar con un procedimiento para la revi-
sién de solicitudes, ofertas y contratos.

Mediante éste el laboratorio debe ve-
rificar que cuenta con la capacidad y los
recursos para cumplir con lo solicitado por
el cliente, y seleccionar los métodos o pro-
cedimientos adecuados. Cualquier diferen-
cia entre la solicitud o la oferta y el contrato
se debe resolver antes de que comiencen
las actividades de laboratorio. Cada con-
trato debe ser aceptable tanto para el labo-
ratorio como para el cliente. Si un contrato
es modificado después de que el trabajo
comenzod, se debe realizar la revision del
contrato y cualquier modificacion se debe
comunicar a todo el personal afectado. Es-
tas revisiones deben quedar registradas.

- Seleccion, verificacion y validacion de
métodos.

En relacion con la seleccion y verifi-
cacién de métodos, se establece que se
deben usar métodos y procedimientos
apropiados para todas las actividades de
laboratorio y, cuando sea apropiado, para
la evaluacién de la incertidumbre de me-
dicién, asi como también las técnicas es-
tadisticas para el analisis de datos. Esta
documentacion se debe mantener actua-
lizada, facilmente disponibles para el per-
sonal. Ademas, el laboratorio debe verificar
que puede llevar a cabo apropiadamente
los métodos antes de utilizarlos.

Respecto a la validacion de méto-
dos, se establece que el laboratorio debe
validar los métodos no normalizados, los
métodos desarrollados por el laboratorio y
los métodos normalizados utilizados fuera
de su alcance previsto o modificados de
otra forma. También se indica que, cuando
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se hacen cambios a un método validado,
se debe determinar la influencia de estos
cambios, y cuando se encuentre que éstos
afectan la validacién inicial, se debe reali-
zar una nueva validacién del método. Los
registros utilizados para la validacion de
métodos deben ser conservados.

- Muestreo.

En caso de que el laboratorio lleve a
cabo el muestreo, se indica que el mismo
debe tener un plan y un método para ase-
gurar la validez de los resultados. El plan'y
el método de muestreo deben estar dispo-
nibles en el sitio donde se lleva a cabo el
muestreo. Siempre que sea razonable, los
planes de muestreo deben basarse en mé-
todos estadisticos apropiados. Ademas, el
laboratorio debe conservar los registros de
los datos de muestreo.

En caso de que se reciban muestras
en el laboratorio, se debe tener en cuenta
lo indicado en la manipulaciéon de los items
de ensayo o calibracion.

- Manipulacion de los items de ensayo o
calibracion.

En este punto se menciona que el
laboratorio debe contar con un procedi-
miento para el transporte, recepcién, ma-
nipulacion, proteccion, almacenamiento,
conservacion y disposicion o devolucién
de los items de ensayo o calibracion, in-
cluidas todas las disposiciones necesa-
rias para proteger la integridad del item de
ensayo o calibracién, y para proteger los
intereses del laboratorio y del cliente. Se
deben sequir las instrucciones de manipu-
lacién suministradas con el item.

También, se debe contar con un sis-
tema para identificar sin ambigledades los
items de ensayo o de calibracién. La iden-
tificacion se debe conservar mientras el
item esté bajo la responsabilidad del labo-
ratorio, asegurando que no se confundan
fisicamente ni tampoco cuando se haga
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referencia a ellos en registros o en otros
documentos.

Si al recibir el item de calibracion o
ensayo, se evidencian desviaciones de las
condiciones especificadas, estas deben
quedar registradas.

- Registros técnicos.

En referencia a los registros técnicos
(resultados, informe, factores que afectan
al resultado, incertidumbre, fecha, identi-
dad del personal responsable, observacio-
nes), se establece la necesidad de asegu-
rar que los mismos contengan informacién
suficiente para facilitar la repeticion de la
actividad del laboratorio en condiciones lo
mas cercanas posibles a las originales. Los
datos y los calculos originales se deben re-
gistrar en el momento en que se hacen y
deben identificarse con la tarea especifica.

En caso de realizar modificaciones a
los registros, las mismas deben ser traza-
bles a las versiones anteriores o a las ob-
servaciones originales, indicando fecha de
modificacion, aspecto corregido y respon-
sable.

- Evaluacion de la incertidumbre de me-
dicion.
En este punto se establece que el la-

boratorio debe identificar las contribucio-
nes a la incertidumbre de medicion.

Para laboratorios de calibraciones
(incluidas las de sus propios equipos), se
debe evaluar la incertidumbre de medicién
para todas las calibraciones.

Para laboratorios de ensayos se debe
evaluar la incertidumbre de medicién, o
en caso de que el método de ensayo no
lo permita, se debe realizar una estimacion
basada en la comprensién de los principios
tedricos o la experiencia practica de la rea-
lizacion del método.
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- Aseguramiento de la validez de los re-
sultados.

El laboratorio debe contar con un pro-
cedimiento que incluya revisién de tenden-
cias y técnicas estadisticas para la revisiéon
de los resultados, para hacer el seguimien-
to de la validez de los resultados.

Se menciona también, que el labora-
torio debe hacer seguimiento de su des-
empefio mediante comparacién con los
resultados de otros laboratorios, mediante
la participacién en ensayos de aptitud, o la
participacién en comparaciones interlabo-
ratorios diferentes de ensayos de aptitud.

Los datos obtenidos de las activida-
des de seguimiento se deben analizar, y
utilizar para controlar y mejorar las activi-
dades del laboratorio. Si se detectan resul-
tados fuera de los criterios predefinidos, se
deben tomar las acciones apropiadas para
evitar que se informen resultados incorrec-
tos.

- Informe de resultados.

Aqui se establece que los resultados
se deben revisar y autorizar antes de su
liberacion. Los resultados se deben sumi-
nistrar de manera exacta, clara, inequivoca
y objetiva, y deben incluir toda la informa-
cion acordada con el cliente, la necesaria
para la interpretacion de los resultados y
toda la informacion exigida en el método
utilizado. Todos los informes emitidos se
deben conservar como registros técnicos.

Cada informe debe incluir, al me-
nos, la siguiente informacién (a menos que
el laboratorio tenga razones validas para
no hacerlo):

a. un titulo: “Informe de ensayo”, “Cer-
tificado de calibracion” o “Informe de

muestreo”;

b. el nombre y la direccién del laboratorio;

Pag/is



c. ellugar en que se realizan las actividades
de laboratorio, incluso cuando se reali-
zan en las instalaciones del cliente o en
sitios alejados de las instalaciones per-
manentes del laboratorio, o en instalacio-
nes temporales o moviles asociadas;

d. una identificacién Unica de que todos
SUs componentes se reconocen como
una parte de un informe completo y una
clara identificacion del final;

e. el nombre y la informacién de contacto
del cliente;

f. la identificacion del método utilizado;

g. una descripciéon, una identificaciéon in-
equivoca y, cuando sea necesario, la
condicion del item;

h. la fecha de recepcion de los items de
calibracién o ensayo, y la fecha del
muestreo, cuando esto sea critico para
la validez y aplicacién de los resultados;

i. las fechas de ejecucion de la actividad
del laboratorio;

j. lafecha de emision del informe;

k. la referencia al plan y método de mues-
treo usados por el laboratorio u otros
organismos, cuando sean pertinentes
para la validez o aplicacion de los re-
sultados;

|. una declaracién acerca de que los re-
sultados se relacionan solamente con
los items sometidos a ensayo, calibra-
cién o muestreo;

m. los resultados con las unidades de me-
dicién, cuando sea apropiado;

n. las adiciones, desviaciones o exclusio-
nes del método;
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o. la identificacion de las personas que
autorizan el informe;

p. una identificacién clara cuando los re-
sultados provengan de proveedores ex-
ternos.

Los datos suministrados por el
cliente deben ser claramente identifica-
dos, se debe incluir un descargo de res-
ponsabilidad cuando la informacion sea
proporcionada por el cliente y la misma
pueda afectar la validez de los resultados.
Ademas, cuando el laboratorio no fue res-
ponsable de la etapa de muestreo, se debe
indicar que los resultados se aplican a la
muestra cdmo se recibid.

Cuando sea necesario para la inter-
pretacion de los resultados del ensayo,
los informes deben incluir lo siguiente:

a. informacion sobre las condiciones es-
pecificas del ensayo, tales como condi-
ciones ambientales.

b. cuando sea pertinente, una declaracion
de conformidad con los requisitos o es-
pecificaciones.

c. cuando sea aplicable, la incertidumbre
de medicién presentada en la misma
unidad que el mensurando o en un tér-
mino relativo al mensurando.

d. cuando sea apropiado, opiniones e in-
terpretaciones.

e. informacién adicional que pueda ser re-
querida por métodos especificos, auto-
ridades, o clientes.

Ademas de los requisitos menciona-
dos, los certificados de calibracion de-
ben incluir lo siguiente:

a. la incertidumbre de medicion del re-
sultado de medicion presentado en la
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misma unidad que la de la unidad del
mensurando o en un término relativo a
dicha unidad.

b. las condiciones en las que se hicieron
las calibraciones, que influyen en los re-
sultados de medicion.

c. una declaracién que identifique como
las mediciones son trazables metroldgi-
camente.

d. los resultados antes y después de cual-
quier ajuste o reparacién, si estan dis-
ponibles.

e. cuando sea pertinente, una declaracién
de conformidad con los requisitos o es-
pecificaciones.

f. cuando sea apropiado, opiniones e in-
terpretaciones.

También se menciona que un certi-
ficado o etiqueta de calibracion no debe
contener recomendaciones sobre el inter-
valo de calibracién, excepto cuando asi se
haya acordado con el cliente.

Cuando el laboratorio es responsa-
ble de la actividad de muestreo, los in-
formes deben incluir lo siguiente:

a. la fecha del muestreo.

b. la identificacion uUnica del item o ma-
terial sometido a muestreo (incluido el
nombre del fabricante, el modelo o tipo
de designacién y los nimeros de serie,
segun sea apropiado).

c. laubicacion del muestreo, incluido cual-
quier diagrama, croquis o fotografia.

d. una referencia al plan y método de
muestreo.

e. los detalles de cualquier condicién am-
biental durante el muestreo, que afecte
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a la interpretacién de los resultados.

f. la informacién requerida para evaluar la
incertidumbre de medicién para ensa-
yos o calibraciones subsiguientes.

En el caso que se proporcione en
el informe una declaracion de conformi-
dad con una especificacion o norma, el
laboratorio debe documentar la regla de
decision aplicada.

De indicar opiniones e interpretacio-
nes en los informes, estas se deben basar
en los resultados obtenidos del item ensa-
yado o calibrado y se deben identificar cla-
ramente como tales.

De ser necesario cualquier cambio en
los informes ya emitidos, se debe realizar
en forma de otro documento, y el cambio
debe estar identificado claramente, y cuan-
do sea apropiado, se debe incluir en el in-
forme la razén del cambio.

- Quejas. En este inciso se indica que el la-
boratorio debe contar con un procedimien-
to para recibir, evaluar y tomar decisiones
acerca de las quejas. Siempre que sea
posible, el laboratorio debe dar acuse de
recibo de la queja y debe facilitar a quien
presenta la queja, los informes de progreso
y del resultado del tratamiento de la queja.
Ademas, siempre que sea posible, el labo-
ratorio debe notificar formalmente a quien
presenta la queja, el cierre del tratamiento.

- Trabajo no conforme. El laboratorio
debe contar con un procedimiento para
cuando cualquier aspecto de las activi-
dades del laboratorio o sus resultados no
cumplan con sus propios procedimientos o
con los requisitos acordados con el cliente.
A su vez, debe conservar registros del tra-
bajo no conforme y las acciones relaciona-
das. Cuando la evaluacion indique que el
trabajo no conforme podria volver a ocurrir,
el laboratorio debe implementar acciones
correctivas.
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- Control de los datos y gestion de la in-
formacion. El laboratorio debe tener ac-
ceso a la informacién necesaria para llevar
a cabo sus actividades. Los sistemas de
gestiéon de la informacion del laboratorio
que sean utilizados para recopilar, procesar,
registrar, informar, almacenar o recuperar
datos se deben validar en cuanto a su fun-
cionalidad. El sistema de gestion de la infor-
macioén del laboratorio debe estar protegido
contra acceso no autorizado, salvaguarda-
do contra manipulacién indebida y pérdida,
ser mantenido para asegurar la integridad
de los datos y de la informacion, e incluir
un registro de fallos y acciones inmediatas
y correctivas.

5. REQUISITOS DEL SISTEMA DE GES-
TION

El laboratorio debe establecer y man-
tener un sistema de gestion de acuerdo con
los requisitos de la Norma ISO 9001, y de-
mostrar el cumplimiento coherente de los
requisitos establecidos en la norma ISO/IEC
17025. El laboratorio debe establecer, im-
plementar, documentar y mantener un sis-
tema de gestion que incluya:

- Documentacion del sistema de ges-
tion. La direccion del laboratorio debe es-
tablecer, documentar y mantener politicas y
objetivos, asegurandose que se entiendan
e implementen en todos los niveles de la
organizacion. Se debe garantizar el acceso
al personal involucrado en actividades de
laboratorio a la documentacién del sistema
de gestion e informacion relacionada, que
sea aplicable a sus responsabilidades.

- Control de documentos del sistema
de gestion. El laboratorio debe controlar
los documentos (internos y externos) rela-
cionados con el cumplimiento de esta nor-
ma. Para ello, debe asegurarse de que se
aprueben en cuanto a su adecuacion antes
de su emision, por personal autorizado, que
se revisen periodicamente, y se actualicen,
seglin sea necesario; que se identifiquen los
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cambios y el estado de revision actual de
los documentos; que las versiones vigentes
estén disponibles en los puntos de uso, que
se controle su distribucion; que estén iden-
tificados inequivocamente, que se prevenga
el uso de documentos obsoletos.

- Control de registros. Se debe establecer
y conservar registros legibles. Ademas, se
deben implementar los controles necesa-
rios para la identificacion, almacenamiento,
proteccion, copia de seguridad, archivo, re-
cuperacion, tiempo de conservacion y dis-
posicién de sus registros.

- Acciones para abordar los riesgos y
oportunidades. El laboratorio debe consi-
derar los riesgos y las oportunidades aso-
ciados con sus actividades, planificar accio-
nes para abordarlos, y verificar su eficacia.

- Mejoras. El laboratorio debe identificar y
seleccionar oportunidades de mejora e im-
plementar cualquier accion necesaria. Estas
oportunidades de mejora pueden partir de
fuentes internas (procedimientos operacio-
nales, el uso de las politicas, los objetivos
generales, los resultados de auditoria, las
acciones correctivas, la revision por la di-
reccién, las sugerencias del personal, la
evaluacién del riesgo, el analisis de datos, y
los resultados de ensayos de aptitud) como
de fuentes externas (retroalimentacién, tan-
to positiva como negativa, de sus clientes).

- Acciones correctivas. Cuando ocurre
una no conformidad, el laboratorio debe re-
accionar emprendiendo acciones para con-
trolarlas y corregirlas, evaluar acciones para
eliminar su causa, revisar la eficacia de esas
acciones, y estos registros se deben con-
servar.

- Auditorias internas. Se deben llevar a
cabo auditorias internas a intervalos planifi-
cados para evaluar si el sistema de gestion
se implementa y mantiene eficazmente. El
laboratorio debe contar con un programa
de auditoria, que incluya la frecuencia, los
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métodos, las responsabilidades, los requi-
sitos de planificacién y presentacion de
informes, definir los criterios y alcance de
cada auditoria, informar los resultados a la
direccion pertinente, implementar accio-
nes correctivas, y estos registros se deben
conservar.

- Revisiones por la direccion. La direcciéon
del laboratorio debe revisar su sistema de
gestién a intervalos planificados, con el fin
de asegurar su conveniencia, adecuacion y
eficacia, incluidas las politicas y objetivos.

B. INSTITUCIONES DE ACREDITA-
CION

La implementacién de normas en el
campo voluntario puede realizarse a tra-
vés de la adopcién de sus lineamientos,
sin ser necesario un reconocimiento oficial.
Sin embargo, en el campo regulado, su im-
plementacién se debe verificar a través de
certificados emitidos por organismos debi-
damente habilitados.

En este punto no se debe confundir
acreditacion con certificacion. Si bien
estos procesos comparten similitudes, la
acreditacion es el resultado de una evalua-
cion mas exhaustiva que la certificacion.

La certificacion es una actividad
donde se evalla si una empresa, produc-
to, servicio o persona cumple con cier-
tos requisitos especificados para realizar
una funcidn. Esta evaluacion esta dirigida
a los procesos y gestién de la organiza-
cion, y es llevada a cabo por una tercera
parte debidamente autorizada (diferente
del proveedor y el cliente) denominada
Organismos de Certificacion. La certifica-
cién asegura al cliente que el producto o
los servicios ofrecidos por una empresa
cumplen con los requisitos establecidos
(en la norma).

La acreditacion, es el proceso por el
cual una institucion u organismo compe-
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tente, denominado Organismo de Acredi-
tacion, legitima la competencia técnica de
una organizacién para prestar un servicio o
proporcionar un producto. A diferencia de
la certificacidon, en la acreditacion se rea-
lizan pruebas de capacidad técnica a fin
de comprobar que la empresa es capaz de
realizar lo que se dispone a hacer.

A su vez, la certificacion puede ser
otorgada por numerosos organismos de
certificacidon. Mientras que la acreditacién
solo puede ser otorgada en cada pais por
un Unico organismo de acreditacion (pu-
blico o privado) reconocido internacional-
mente.

ORGANISMOS INTERNACIONALES DE
ACREDITACION

Organismos Regionales

Las organizaciones acreditadoras de-
ben a su vez estar acreditadas, por lo tanto
existen entidades regionales que acreditan
a las organizaciones acreditadoras nacio-
nales.

Para Argentina, el organismo regional
correspondiente es la Cooperacion Inter
Americana de Acreditaciéon (IAAC). Esta
es una asociacién regional de organismos
de acreditacion y otras organizaciones,
que evallan y reconocen la competencia
de los organismos de acreditacion en las
Américas. A su vez, IAAC es un Organismo
de Cooperacidén Regional reconocido por
ILAC e IAF.

Organismos internacionales

- Cooperacion Internacional de Acredi-
tacion de Laboratorios (ILAC). Es la or-
ganizacion internacional para organismos
de acreditacién que operan bajo la ISO/
IEC 17011 y que participan en la acredi-
tacion de organismos de evaluacion de
conformidad, incluyendo laboratorios de
calibracién (que utilizan ISO/IEC 17025),
laboratorios de ensayos (que utilizan 1SO/
IEC 17025), laboratorios clinicos (que uti-
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Tabla 1. Organismos de Cooperacion Regional reconocidos por ILAC.

REGION ORGANISMO
América IACC - Cooperacion Inter Americana de Acreditacion
Europa EA - Cooperacion Europea para la Acreditacion

Asia-Pacifico

APAC - Cooperacién de Acreditacion de Asia y el Pacifico

Africa

AFRAC - Cooperacion Africana de Acreditacion

Sur de Africa

SADCA - Cooperacién de la Comunidad de Desarrollo de Africa
Meridional en Acreditacién

Region arabe

ARAC - Cooperacion Arabe de Acreditacion

lizan ISO 15189) y organismos de inspec-
cion (que utilizan ISO/IEC 17020).

- Foro Internacional de Acreditacion
(IAF). Es una asociacién mundial de orga-
nismos de acreditacion y otros organismos
interesados en la evaluacion de la con-
formidad en los campos de sistemas de
gestion, productos, procesos, servicios,
personal, validacién y verificacion y otros
programas similares de evaluacion de la
conformidad, con el fin de lograr objetivos
comunes de facilitacién del comercio.

- Acuerdos de reconocimiento. Debido al
gran movimiento actual del comercio inter-
nacional, y la necesidad de demostrar com-
petencia técnica y operacional, los recono-
cimientos internacionales son esenciales.

El principio que persiguen las organi-
zaciones internacionales acreditadoras es
“Evaluado una vez, aceptado en cualquier
parte”. Para facilitar la validez internacional
de los certificados existen acuerdos de re-
conocimiento, en el marco de una organi-
zacién mayor. Por ejemplo, si se desea in-
sertar un producto o servicio en algun pais,
y su organismo de acreditacion es firmante
de un acuerdo multilateral, el informe o cer-
tificado emitido en el pais de origen (avalado
por la entidad acreditadora nacional) resul-
tara tan confiable como los emitidos bajo la
propia acreditacion del pais de destino.
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Los Acuerdos de Reconocimiento
son convenios entre los organismos de
acreditacion mediante el cual reconocen
las acreditaciones emitidas entre si. Dicho
sistema de reconocimiento mutuo de acre-
ditaciones se basa en el correcto funciona-
miento de los sistemas de acreditacion de
los organismos que se suman al convenio.

La IAAC fue aceptada como Organis-
mo de Cooperacion Regional signatario del
Acuerdo de Reconocimiento Mutuo (MRA)
de ILAC, para los alcances de Laborato-
rios de Ensayo y Calibracion (bajo ISO/IEC
17025) a partir de noviembre de 2006.

Ademas, IAAC fue aceptado como
Organismo de Cooperacion Regional sig-
natario del Acuerdo de Reconocimiento
Multilateral (MLA) de IAF, para el alcance
principal de los Organismos de Certifica-
cion de Sistemas de Gestidon (segun 1ISO/
IEC 17021-1) con sub-ambitos para Sis-
temas de Gestion de Calidad (QMS), Sis-
temas de Gestidon Ambiental (EMS), Siste-
mas de Gestion de Seguridad Alimentaria
(FSMS), Sistemas de Gestién de Seguri-
dad de la Informacién (ISMS), Sistemas de
Gestion de Dispositivos Médicos (MDMS),
Sistemas de Gestion de Energia (EnMS) y
Sistemas de Gestién de Seguridad y Salud
Ocupacional (OH&SMS), entre el afno 2006
y el 2020.
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Todos los paises miembros de IAAC,
ILAC e IAF deben promover la aceptacion
de los resultados de evaluacion de la con-
formidad acreditados y considerarlos equi-
valentes a los resultados emitidos por sus
propios entes acreditados, cuando estan
dentro del alcance del MLA/MRA suscrito.
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Tabla 2. Paises y Organismos de Acreditacion.

PAIS

Alemania

Argentina

Australia y Nueva Zelanda
Austria

Bélgica

Brasil

Chipre

Colombia

Costa Rica

Dinamarca

Ecuador

Egipto

Eslovenia

Espana

Estados Unidos de América
Estados Unidos de América
Estados Unidos de América
Finlandia

Francia

Grecia

India

Indonesia

Irlanda

Italia

Japoén

México

Noruega

Paises Bajos

Pakistan

Peru

Polonia

Porcelana

Portugal

Reino Unido

Republica Checa
Republica de Corea
Republica de Kazajstan
Sudafrica

Suecia

Suiza

Tailandia

Taiwan / Taipei Chino
Uruguay

Vietnam

ORGANISMOS DE ACREDITACION

Deutsche Akkreditierungsstelle GmbH - DAKkS

Organismo Argentino de Acreditacion - OAA

JAS-ANZ

Bundesministerium f. Digitalizacién u. Wirtschaftsstandart
Organizacion Belga de Acreditacion - BELAC

INMETRO

Organizacion de Chipre para la Promocién de la Calidad - CYS-CYSAB
Organismo Nacional de Acreditacién de Colombia - ONAC

Ente Costarricense de Acreditacion - ECA

DANAK

Servicio Ecuatoriano de Acreditacion - SAE

Consejo de Acreditacion de Egipto - EGAC

Acreditacion eslovena- SA

Entidad nacional de Acreditacion - ENAC

Instituto Nacional Estadounidense de Estandares - ANSI

IOAS Inc. (I0AS)

Servicio de Acreditacion Internacional - IAS

El Servicio de Acreditacion de Finlandia - FINAS

Comité Francés de Acreditaciéon - COFRAC

Sistema Helénico de Acreditacion SA - ESYD

Junta Nacional de Acreditacion de Organismos de Certificacion (NABCB)
Komite Akreditasi Nasional (Organismo Nacional de Acreditacion de Indonesia) - KAN
Junta Nacional de Acreditacién de Irlanda - INAB

Sistema Nacional de Acreditacion - ACCREDIA

Junta de Acreditacién de Japén - JAB

Entidad Mexicana de Acreditacién, ac - EMA

Acreditacion noruega - NA

Consejo Holandés de Acreditacion - RvA

Consejo Nacional de Acreditaciéon de Pakistan - PNAC

Instituto Nacional de la Calidad - Direccion de Acreditacion - INACAL-DA
Centro Polaco de Acreditacion - PCA

CNAS

IPAC

Servicio de Acreditacion del Reino Unido - UKAS

Instituto Checo de Acreditacion - CAl

Esquema de acreditacion de laboratorios de Corea - KOLAS

Centro Nacional de Acreditacion - NCA

Sistema Nacional de Acreditacion de Sudafrica - SANAS

Junta sueca para la evaluacion de la conformidad y la acreditaciéon - SWEDAC
Servicio Suizo de Acreditacion - SAS

Consejo Nacional de Normalizacién de Tailandia - NSC

Fundacion de Acreditacion de Taiwan - TAF

Organismo Uruguayo de Acreditacion - OUA

Oficina de Acreditacion - BoA
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ORGANISMO ARGENTINO DE ACREDI-
TACION

El Organismo Argentino de Acredita-
cion (OAA) es una asociacion civil sin fi-
nes de lucro, constituida el 29 de mayo de
1995. Este organismo fue reconocido y ha-
bilitado como Organismo de Acreditacion,
a partir de un convenio suscripto con la Se-
cretaria de Industria de la Nacion, en su ca-
racter de autoridad de aplicacion. Ademas,
de acuerdo con lo dispuesto en el Decreto
del Poder Ejecutivo Nacional N° 1474/94,
se establecié que el OAA es el Unico actor
nacional en el campo de la Acreditacion.

El OAA es firmante de acuerdos de
reconocimiento mutuo con organismos ex-
tranjeros (ILAC, IAF e IAAC), y lleva a cabo
inspecciones de monitoreo de la confor-
midad con las Buenas Practicas de Labo-
ratorio (BPL) en los ambitos que le sean
delegados por las autoridades regulatorias
correspondientes.

Muchos paises en el mundo cuen-
tan con regulaciones que requieren, para
la autorizacion de la comercializacion de
productos o servicios en el ambito de sus
territorios nacionales, la acreditacion obli-
gatoria de los organismos de certificacion,
de inspeccion y/o laboratorios de ensayo.

C. REDLAB Senasa

El Senasa es un organismo de la Se-
cretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca
del Ministerio de Economia de la Nacion,
encargado de ejecutar las politicas nacio-
nales en materia de sanidad y calidad ani-
mal y vegetal e inocuidad de los alimentos
de su competencia, asi como de verificar el
cumplimiento de la normativa vigente en la
materia.

También es de su competencia el
control del trafico federal y de las importa-
ciones y exportaciones de los productos,
subproductos y derivados de origen animal
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y vegetal, productos agroalimentarios, far-
maco-veterinarios y agroquimicos, fertili-
zantes y enmiendas.

En sintesis, el Senasa es responsable
de planificar, organizar y ejecutar progra-
mas y planes especificos que reglamentan
la produccion, orientandola hacia la obten-
cién de alimentos inocuos para el consumo
humano y animal.

Para ello cuenta con laboratorios es-
pecializados en controles analiticos rela-
cionados con la sanidad animal y vegetal,
la inocuidad alimentaria y la calidad de pro-
ductos, subproductos e insumos agrope-
cuarios.

La Red Nacional de Laboratorios del
Senasa (RedLab) es un conjunto de labora-
torios de caracter publico o privado autori-
zados por el Senasa para la realizacién de
ensayos y emision de resultados con reco-
nocimiento oficial.

Los laboratorios debidamente ins-
criptos en la RedLab, son los Unicos auto-
rizados para realizar ensayos sobre mues-
tras oficiales y desde el Senasa se realizan
auditorias a los laboratorios de la RedLab
de todo el pais.

La RedLab se cred a través de la Re-
solucién de la Ex Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Pesca y Alimentos (SAGPyA)
N° 736/2006.

En su articulo 2° se establece que los
laboratorios que soliciten la inscripcion a la
red podran optar por hacerlo en una de las
siguientes categorias: “autorizados” o “re-
conocidos”.

Los laboratorios reconocidos deben
cumplir con requisitos de buenas practicas
de laboratorio.

Los laboratorios autorizados deben
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acreditar sus ensayos segun la norma ISO/
IEC 17025. Para ello sélo se reconoceran
acreditaciones realizadas por el OAA u
otros Organismos de Acreditacion firman-
tes de los Acuerdos de Reconocimiento
Multilateral (MLA) de la Cooperacion Inter-
nacional de Acreditacion de Laboratorios
(ILAC).

En el anexo 1 de este capitulo se pre-
senta la lista de laboratorios autori-
zados por el Senasa para analisis de
productos carnicos y agua. También
se incluye el alcance acreditado por
instituciones nacionales e internacio-
nales.

D. LABORATORIOS EXTERNOS

Los laboratorios externos son aque-
llos externos a la planta frigorifica.

Dentro de estos podemos mencionar
laboratorios contratados por la planta fri-
gorifica que actuan para dar cumplimiento
a las solicitudes que reciban, y también la-
boratorios que actuan bajo regulaciones de
mercado, con el fin que su resultado sea
comparado frente a requisitos normativos
o legales.

Segun el punto de vista del usuario
final de los resultados de ensayo o calibra-
cion, se puede mencionar tres tipos de la-
boratorios:

- Laboratorios de primera parte. Son
laboratorios internos. Los resultados que
emiten son utilizados por la misma planta
frigorifica a la que pertenecen, principal-
mente como control de calidad interno.

- Laboratorios de segunda parte. Son la-
boratorios externos que no forman parte de
la planta frigorifica que requiere el ensayo
(usuario final), pero que estan vinculados
a ella, y siguen los lineamientos de trabajo
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que le sean solicitados. Los resultados que
estos obtienen son utilizados para la toma
de decisiones en una relacién cliente-pro-
veedor.

- Laboratorios de tercera parte. Son la-
boratorios externos que no tienen interés
en los resultados, es decir, son indepen-
dientes de la planta frigorifica que propor-
ciona el item a ensayar o calibrar, y también
de los intereses del usuario final. La finali-
dad de este tipo de laboratorios es aportar
la mayor independencia posible a los resul-
tados obtenidos.

Ahora bien, los laboratorios tanto in-
ternos como externos, pueden actuar al
mismo tiempo como laboratorios de prime-
ra, segunda y tercera parte, dependiendo
siempre de quien sea el usuario final de sus
resultados, es decir pueden mantener mas
de una relacién comercial a la vez.

AUDITORIAS PRIVADAS A LABORATO-
RIOS EXTERNOS

A través de una relacién comercial
cliente-proveedor, se pueden establecer
condiciones a cumplir por ambas partes,
siendo la evaluacién de proveedores una
de las principales actividades.

Los proveedores de ensayos o ca-
libraciones (laboratorios externos) y sus
subcontratistas (proveedores de produc-
tos o servicios del laboratorio externo), son
susceptibles de recibir evaluaciones por
parte de sus clientes para asegurarse que
cumplen con los requisitos establecidos
en el contrato, y que los procesos siguen
las normas y estandares aplicables. Estas
evaluaciones las puede realizar el propio
cliente o una entidad externa en su nom-
bre, siendo el proceso de auditoria, una de
las herramientas principales para realizar
esta evaluacion.

A su vez, las auditorias a los labora-
torios pueden ser llevadas a cabo por en-
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tidades regulatorias para mantener su ha-
bilitacion o por las propias organizaciones
acreditadoras para mantener dicha acredi-
tacion.

La auditoria es el proceso sistema-
tico, independiente y documentado para
obtener evidencias objetivas y evaluarlas
con el fin de determinar el grado en que se
cumplen los criterios de auditoria.

Los criterios de auditoria son el con-
junto de requisitos usados como referen-
cia frente a la cual se compara la evidencia
objetiva. Estos pueden ser externos como
requisitos establecidos en normas, legisla-
ciones, reglamentaciones, y/o contratos,
y también internos como instrucciones de
trabajo, procedimientos, etc.

La importancia del proceso de audito-
ria va a depender del grado de interés que
posea la organizacién auditada. Superar o
no superar satisfactoriamente un proceso
de auditoria interna, va a impactar puertas
adentro en la organizacién de distintas ma-
neras, pero en cambio si la auditoria es ex-
terna, el buen desempefio en esa actividad
puede ser crucial dependiendo de cual sea
el alcance de esta.

Las auditorias pueden clasificarse en:

Auditorias de primera parte: son audito-
rias internas, efectuadas por el personal
propio de la empresa (u otros en su nom-
bre).

Auditorias de segunda parte: son audito-
rias externas realizadas por las empresas
(u otros en su nombre) que tienen un inte-
rés propio en la organizacion auditada; por
ejemplo, los clientes a sus proveedores.

Auditorias de tercera parte: son las au-
ditorias realizadas por entidades indepen-
dientes a la empresa auditada, como orga-
nismos de acreditacion, de certificacion y
entidades regulatorias, con el fin de otorgar
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reconocimiento legal, certificacién o habili-
tacion reglamentaria.

Independientemente de cuél sea el
tipo de auditoria y del tamafio y tipo de
empresa, los lineamientos para realizar
esta actividad se establecen en la norma
ISO 19011.

Dentro de estos lineamientos, se en-
cuentra descrito como debe ser la planifi-
cacion de la auditoria, es decir, el plan del
dia o dias en que se va a realizar la activi-
dad.

El grado de detalle y el contenido de
la planificacién de la auditoria pueden dife-
rir; por ejemplo, entre la auditoria inicial y
las posteriores, asi como entre las audito-
rias internas y externas. La planificacion de
la auditoria deberia ser lo suficientemente
flexible para permitir cambios a medida
que las actividades de auditoria se vayan
llevando a cabo.

La planificacion de la auditoria deberia
tener en cuenta, segun sea apropiado:

- la identificacién de los representantes del
auditado en la auditoria;

- el idioma de trabajo y del informe de la au-
ditoria, cuando sea diferente del idioma del
auditor o del auditado, o ambos;

- los temas del informe de la auditoria;

- los preparativos logisticos y de comuni-
caciones, incluyendo los preparativos es-
pecificos para las ubicaciones que se van
a auditar;

- las acciones especificas para abordar los
riesgos en el logro de los objetivos de la au-
ditoria y las oportunidades que surjan;

- los temas relacionados con la confidencia-
lidad y la seguridad de la informacién;
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- las acciones de seguimiento de una audi-
toria previa u otras fuentes.

- las actividades de seguimiento de la audi-
toria planificada;

- la coordinacion con otras actividades de
auditoria, en el caso de una auditoria con-
junta.

Los planes de auditoria deben pre-
sentarse a quien va a ser auditado. Cual-
quier cuestion sobre los planes de auditoria
deberia resolverse entre el lider del equipo
auditor, el auditado y, si fuera necesario, las
personas responsables de la gestién del
programa de auditoria.

INTERLABORATORIOS

Una de las principales herramientas
con las que cuentan los laboratorios para
asegurar la validez de sus resultados es su
participacién en “ensayos de aptitud”.

La participacion en ensayos de apti-
tud permite al laboratorio demostrar su ap-
titud técnica, evaluar sus métodos de me-
dicién y calibracion, comparar resultados
con sus pares; y evaluar asi su desempe-
no, permitiendo asegurar la calidad de las
mediciones.

Por ello la norma ISO/IEC 17025 in-
cluye como un requisito la participacion de
los laboratorios en estos ensayos. En su
item 7.7.2 dice:

“El laboratorio debe hacer segui-
miento de su desempeno mediante com-
paraciéon con los resultados de otros labo-
ratorios, cuando estén disponibles y sean
apropiados. Este seguimiento se debe pla-
nificar y revisar y debe incluir, pero no limi-
tarse a, una o ambas de las siguientes:

a) Participacion en ensayos de aptitud.

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

b) Participacidon en comparaciones interla-
boratorios diferentes de ensayos de apti-
tud”.

La norma que establece los linea-
mientos para la realizacion de los Ensayos
de Aptitud es la norma ISO 17043 “Evalua-
cion de la conformidad- Requisitos genera-
les para los ensayos de aptitud”.

A través de la adopcidn de sus linea-
mientos los organizadores de interlabora-
torios pueden realizar ensayos de aptitud,
sin ser necesario un reconocimiento oficial
de cumplimiento con esta norma.

Sin embargo, en el campo regulado
(oficial), su implementacién por parte de
los organizadores de la actividad se debe
verificar a través de certificados emitidos
por organismos de acreditacion habilitados
(OAA en Argentina).

A su vez, este servicio puede ser pro-
visto por entidades nacionales o interna-
cionales.

A través de IAAC, los proveedores re-
gionales acreditados para realizar ensayos
de aptitud estan integrados en EPTIS (Euro-
pean Proficiency Test Information System),
facilitando asi el acceso a informacion so-
bre los programas disponibles en la region.

El EPTIS fue un proyecto de la Unién
Europea que tenia como objetivo hacer un
inventario de los esquemas de ensayos de
aptitud regularmente operados en los pai-
ses participantes. Esta base de datos fue
establecida en el ano 2000, agrupando
inicialmente a proveedores de ensayos de
aptitud de 16 paises de Europa y actual-
mente dispone de un registro de mas de
800 programas de Europa y otras regiones.

Segun la norma ISO 17043 la compa-
racion interlaboratorios es la organizacion,
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realizacion y evaluacién de mediciones o
ensayos sobre el mismo item o item simi-
lares, aplicado a dos o mas laboratorios de
acuerdo con condiciones predeterminadas.

En cambio, en los ensayos de aptitud
hay un tercero que actua de coordinador
de la actividad, garantizando imparcialidad
e independencia. Este laboratorio orga-
nizador funciona como referencia, lo que
sirve para establecer el desempefio de los
laboratorios que participan. Es decir, los
ensayos de aptitud son un caso particular
de comparaciones interlaboratorios.

Como resultado de la participacion en
ensayos de aptitud, cada laboratorio obtie-
ne un indicador numérico que sefala si el
laboratorio tuvo o no un desempeio satis-
factorio. Un resultado satisfactorio permite
al laboratorio demostrar y asegurar la vali-
dez de sus resultados.

Existen diversas clasificaciones de
los ensayos de aptitud, una de ellas es la
siguiente:

- Cuantitativos: el objetivo es evaluar una
o varias magnitudes relacionadas con la
medicion de un item de ensayo en donde
el resultado es un valor numérico con su
respectiva unidad. El establecimiento del
valor de referencia se puede lograr a través
de un valor por consenso o un valor pre-
viamente determinado por el proveedor del
ensayo de aptitud.

- Cualitativos: el objetivo es describir una
0 mas caracteristicas de un item y se co-
munican en una escala de categorias u or-
den. Se busca evaluar la competencia del
laboratorio para detectar la presencia o au-
sencia de caracteristicas del item.

- Interpretativos: el objetivo es evaluar
una caracteristica descrita por parte del
participante. A través de la participacion
en ensayos de aptitud el laboratorio puede
identificar oportunidades de mejora y esta-
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blecer las acciones pertinentes para lograr
resultados acordes con su propoésito. Para
los laboratorios de ensayo y calibracién la
participacién en un ensayo de aptitud tiene
las siguientes etapas:

- Seleccion del ensayo de aptitud.

- Inscripcién.

- Recepcion del item de ensayo.

- Medicién del item de comparacion.

- Reporte de los resultados.

- Analisis de la informacion.

- Implementacién de mejoras de los pro-
cesos de medicion (para aquellos que han
obtenido desempefios no satisfactorios o
cuestionables).

Algunas recomendaciones para la
seleccidon de los ensayos de aptitud pue-
den ser el alcance del ensayo, intervalo de
medicion, unidades de expresién de resul-
tados, indicadores de desempefo, equiva-
lencia de ensayos de aptitud, frecuencia de
participacién, estabilidad de las muestras,
técnica de medicién (si aplica), condicio-
nes de envio de muestras, aduanas o res-
tricciones legales en el ingreso o movilidad
de las muestras en el pais (si aplica), etc.

SELECCION DE UN LABORATORIO EX-
TERNO

Al considerar la contratacion de un la-
boratorio externo (como proveedor o para
subcontratar ensayos), la planta frigorifica
puede establecer ciertos requisitos a cum-
plir, las que junto con las responsabilidades
de cada parte deben confirmarse por escri-
to antes de iniciar el proceso.

Es importante considerar el costo-be-
neficio, evaluar la calidad de los servicios
ofrecidos y la reputacion del laboratorio an-
tes de tomar una decisién.

Son varios los aspectos a tener en
cuenta a la hora de seleccionar el laborato-
rio adecuado. Existe un gran niumero de la-
boratorios, la cuestion es como encontrar el
que mas se ajusta a nuestras necesidades.
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Desde luego hay que enfocar la bus-
queda a aquellos que tengan la capacidad
analitica. Esto incluye equipamiento e insu-
mos adecuados, personal calificado y con-
tar con un robusto sistema de gestién de
calidad. Ademas, es importante tener en
cuenta la trayectoria y la experiencia de-
mostrada por el laboratorio. Por otro lado,
se debe asegurar que genere resultados
confiables.

Un laboratorio acreditado en la nor-
ma ISO/IEC 17025 ofrece sin duda resulta-
dos confiables, asegurando la trazabilidad
de toda la cadena productiva, desde el in-
greso del item de ensayo o calibracion, su
distribucion a los sectores donde se van a
llevar a cabo los analisis, el material de re-
ferencia empleado, las calibraciones de los
equipos, la revision de datos por la super-
visién, hasta la emision del resultado final.

Un laboratorio acreditado bajo esta
norma adquiere reconocimiento interna-
cional independientemente del pais emisor
del certificado.

Es importante aclarar que el laborato-
rio puede no acreditar todo su alcance. En
el certificado otorgado por el organismo de
acreditacion se especifica dicho alcance
(Trajtemberg, 2020).

La norma ISO/IEC 17025 en el pun-
to 6.6 Productos y servicios suministrados
externamente, establece lo siguiente,

6.6.1. El laboratorio debe asegurarse de
que los productos y servicios suministra-
dos externamente, que afectan a las acti-
vidades del laboratorio, sean adecuados y
utilizados Unicamente cuando estos pro-
ductos y servicios:

a. estan previstos para la incorporacién a
las actividades propias de laboratorio;

b. se suministran, parcial o totalmente, di-
rectamente al cliente por el laboratorio,
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como se reciben del proveedor externo;

c. se utilizan para apoyar la operacion del
laboratorio.

6.6.2. El laboratorio debe contar con un
procedimiento y conservar registros para:

a. definir, revisar y aprobar los requisitos
del laboratorio para productos y servi-
cios suministrados externamente;

b. definir los criterios para la evaluacion,
seleccién, seguimiento del desempefio
y reevaluacién de los proveedores ex-
ternos;

C. asegurar que los productos y servicios
suministrados externamente cumplen
los requisitos establecidos por el labo-
ratorio, 0 cuando sean aplicables, los
requisitos pertinentes de este docu-
mento, antes de que dichos productos
O servicios se usen o se suministren al
cliente;

d. emprender cualquier accidon que surja
de las evaluaciones, del seguimiento
del desempefio y de las reevaluaciones
de los proveedores externos.

6.6.3. El laboratorio debe comunicar a los
proveedores externos sus requisitos para:

a. los productos y servicios que se van a
suministrar;

b. los criterios de aceptacion;

c. la competencia, incluyendo cualquier
calificacion requerida del personal;

d. las actividades que el laboratorio o sus

clientes pretendan llevar a cabo en las
instalaciones del proveedor externo.”
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Ademas, indica que cuando un labo-
ratorio utiliza proveedores externos para la
emision de sus resultados, debe informar
al cliente sobre las actividades de labora-
torio especificas que seran realizadas por
proveedores externos y obtener su aproba-
cion previa.

RECOMENDACIONES DEL EDITOR:

Utilizar siempre laboratorios acreditados bajo la norma ISO/IEC 17025, ya sea para con-
trol interno como para muestras oficiales. Permitira tener respaldo sobre los analisis rea-
lizados para presentar en auditorias, visitas oficiales, visitas de clientes y responder ante
eventuales reclamos, entre otros.

Verificar las acreditaciones mediante solicitud al laboratorio externo de los certificados de
acreditacion. En caso de haber acreditado con el OAA, se puede acceder a los certificados
de acreditacién en la web del OAA (https://oaa.org.ar/entidades-acreditadas/), busqueda
por esquema (seleccionar laboratorios de ensayo) y en el buscador colocar el nombre del
laboratorio que deseen.

El laboratorio debe tener alcance para los métodos requeridos. Por ejemplo, el laborato-
rio esta acreditado bajo ISO/IEC 17025 para residuos, pero no tiene alcance en métodos
microbiologicos. En este caso enviar muestras para residuos y evitar el envio de muestras
para analisis microbiolégicos.

Muestras oficiales: utilizar laboratorios RedLab acreditados, preferentemente con alcance
para las metodologias requeridas. Por ejemplo, para un analisis oficial de un lote de cortes
carnicos con destino USA seria ideal identificar un laboratorio autorizado por el Senasa
para la deteccién y aislamiento de STEC TOP SEVEN (acreditado bajo ISO/IEC 17025) con
alcance para MLG 5C. En el caso de que los laboratorios RedLab no tengan autorizados
los rubros requeridos se recomienda enviar las muestras a laboratorios acreditados.

En el anexo 1 podran encontrar la lista de laboratorios autorizados por el Senasa para ana-
lisis de productos y subproductos carnicos, agua, residuos veterinarios, fisico-quimicos
y microbiolégicos. En el mismo anexo podran verificar los laboratorios acreditados y los
alcances metodoldgicos al 31/10/2023.
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ANEXO 1

R AZéN soc I AL PROVI NCI A RUBRO AUTORIZADO POR EL SENASA PARA PRODUCTOSY SUBPRODUCTOS CARNICOS/AGUA ALCANCE ACREDITADO PARA PRODUCTOS Y SUBPRODUCTOS CARNICOS/AGUA ACREDITADO | INSTITUCION
SENASA - BUENOS AIRES | RESIDUOS DE LASALOCID POR LC
DIRECCION RESIDUOS DE CADMIO (CD)
GENERAL DE RESIDUOS DE MERCURIO (HG)
LABORATORIOS Y RESIDUOS DE ARSENICO (AS)
CONTROL TECNICO RESIDUOS DE ENDECTOCIDAS
RESIDUOS DE NICARBACINA
RESIDUOS DE SULFONAMIDAS G2
RESIDUOS DE FIPRONIL
RESIDUOS DE TETRACICLINAS G2
RESIDUOS DE PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS Y
POLICLOROBIFENILOS
RESIDUOS DE PLOMO (PB)
HUMEDAD SI OAA
CENIZAS SI OAA
DETECCION Y AISLAMIENTO DE STEC (MLG 5B.05) SI OAA
DETECCION DE Salmonella (USDA FSIS MLG 4C.07) SI OAA
DETECCION DE Escherichia coli 0157:H7 (USDA FSIS MLG 5A.04) SI OAA
RESIDUOS DE BETAAGONISTAS SI OAA
LABORATORIO BUENOS AIRES | INVESTIGACION DE Salmonella spp.
REGIONAL SENASA - RECUENTO DE COLIFORMES
MAR DEL PLATA
AGRINEA SAS MISIONES DETECCION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS POR Deteccion de Listeria monocytogenes (ISO 11290-1:2017, AOAC SI OAA
TECNICAS TRADICIONALES PTM 070702 Assurance® GDS (RTPCR)
Deteccién de Salmonella spp. (AOAC, OMA 22nd Ed. (2023) 2009.03, SI OAA
ISO 6579-1:2017/AMD 1:2020)
Detecci()in de Escherichia coli 0157:H7 (AOAC, OMA 22nd Ed.(2023) SI OAA
2005.04
Deteccion de TOP STEC + E. coli 0157:H7 (AOAC PTM 071301 - SI OAA
Assurance® GDS (RTPCR)
Identificacion de TOP STEC (AOAC PTM 101502 Assurance® GDS SI OAA
3 (RTPCR)
RECUENTO DE MICROORGANISMOS NO PATOGENOS Enumeracién de microorganismos (ISO 4833-1:2013/ Amd.1:2022) SI OAA
Recuento de microorganismos aerobios totales (MC Media Pad, Sl OAA
AOAC, OMA 22nd Ed. (2023) 2019.02)
Enumeracién de Enterobacteriaceae (ISO 21528-2:2017) SI OAA
Recuento de coliformes (MC Media Pad, Microval 2017LR71: Sl OAA
| 13/12/2018)
RECUENTO DE MICROORGANISMOS PATOGENOS Re/cuz?nto d)e Escherichia coli (MC Media Pad, Microval 2017LR71: SI OAA
13/12/2018
Deteccion y NMP de E. coli Bglucuronidasa positivas (ISO SI OAA
16649-3:2015)
Deteccién y enumeraciéon de Escherichia coli y coliformes (AOAC SI OAA
PTM 020902)
BIOMEDICO DR. CABA INVESTIGACION DE Salmonella spp. INVESTIGACION DE Salmonella spp. (ISO 6579-1:2017, ISO SI OAA
RAPELA INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7 6579-1:2017/AMD1:2020)
INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes | Aislamiento e identificacion de Escherichia coli O157:H7 SI OAA
INVESTIGACION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS POR (BMI-TEC-009 basado en USDA FSIS MLG5.09)
TECNICAS TRADICIONALES . INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes (USDA-MLG 8.13 Rev. SI OAA
INVESTIGACION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS POR 01/10/2021 No incluye 8.5.4, ISO 11290-1:2017)
TECNICAS MOLECULARES/ INMUNOENSAYO |
RECUENTO DE MICROORGANISMOS NO PATOGENOS
RECUENTO DE Escherichia coli ; ; .
ANALISIS FISICO QUIMICO CARNES ANALISIS FISICO QUIMICO CARNES (humedad, cenizas, grasas, SI OAA
} proteinas) }
RESIDUOS DE ARSENICO (AS) RESIDUOS DE ARSENICO (AS) SI OAA
RESIDUOS DE PLOMO (PB) RESIDUOS DE PLOMO (PB) SI OAA
RESIDUOS DE MERCURIO (HG) RESIDUOS DE MERCURIO (HG) SI OAA
RESIDUOS DE CADMIO (CD) RESIDUOS DE CADMIO (CD) SI OAA
ANALISIS FISICO-QUIMICO DEL AGUA (pH, alcalinidad, amonio, SI OAA
sodio, cloruro, conductividad, nitritos, nitrato)
ANALISIS MICROBIOLOGICO DE AGUA SI OAA




ANEXO 1

R AZéN soc I AL PROVI NCI A RUBRO AUTORIZADO POR EL SENASA PARA PRODUCTOSY SUBPRODUCTOS CARNICOS/AGUA ALCANCE ACREDITADO PARA PRODUCTOS Y SUBPRODUCTOS CARNICOS/AGUA ACREDITADO | INSTITUCION
CAMPO CLARO CABA DETECCION DE Salmonella spp.
CIATI AC (CTRO. DE RIO NEGRO RESIDUOS DE TETRACICLINAS G2 RESIDUOS DE TETRACICLINAS G2 SI ENAC
INVEST. Y RESIDUOS DE ANDROGENOS G1 RESIDUOS DE ANDROGENOS G1 (ANABOLICOS SINTETICOS) SI ENAC
ASISTENCIA RESIDUOS DE TETRACICLINAS G3 (BC) RESIDUOS DE TETRACICLINAS G3 SI ENAC
TEC.ALAIND.) RESIDUOS DE FENICOLES G2 RESIDUOS DE FENICOLES G2 SI ENAC
RESIDUOS DE PIRETROIDES RESIDUOS DE PIRETROIDES SI ENAC
RESIDUOS DE PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS RESIDUOS DE PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS SI ENAC
RESIDUOS DE CARBAMATOS RESIDUOS DE CARBAMATOS SI ENAC
RESIDUOS DE DICLAZURIL RESIDUOS DE DICLAZURIL SI ENAC
RESIDUOS DE ENDECTOCIDAS RESIDUOS DE ENDECTOCIDAS SI ENAC
RESIDUOS DE QUINOLONAS RESIDUOS DE QUINOLONAS SI ENAC
RESIDUOS DE PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS Y RESIDUOS DE PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS Y POLICLOROBI- SI ENAC
POLICLOROBIFENILOS FENILOS
RESIDUOS DE PLOMO (PB) RESIDUOS DE PLOMO (PB) SI ENAC
RESIDUOS DE CADMIO (CD) RESIDUOS DE CADMIO (CD) SI ENAC
RESIDUOS DE AINES G1 (ANTINFLAMATORIOS NO ESTERIO- RESIDUOS DE AINES G1 (ANTINFLAMATORIOS NO ESTERIODES G1) SI ENAC
DES G1) RESIDUOS DE MERCURIO (HG)
RESIDUOS DE MERCURIO (HG) RESIDUOS DE ARSENICO (AS) SI ENAC
RESIDUOS DE ARSENICO (AS) RESIDUOS DE BETA AGONISTAS G3 SI ENAC
RESIDUOS DE BETA AGONISTAS G3 RESIDUOS DE CORTICOIDES G2 SI ENAC
RESIDUOS DE CORTICOIDES G2 SI ENAC
RESIDUOS DE BETALACTAMICOS Y CEFALOSPORINAS G1
RESIDUOS DE CEFTIOFUR
RESIDUOS DE TIROSTATICOS
RESIDUOS DE METABOLITOS DE NITROFURANOS
RESIDUOS DE AMINOGLUCOSIDOS
RESIDUOS DE TRANQUILIZANTES
RESIDUOS DE TOLTRAZURIL
RESIDUOS DE COLISTINA
RESIDUOS DE FIPRONIL |
RESIDUOS DE COCCIDIOSTATICOS G1
RESIDUOS DE MACROLIDOS G1
RESIDUOS DE NICARBACINA
RESIDUOS DE SULFONAMIDAS G2
RESIDUOS DE NITROIMIDAZOLES
RESIDUOS DE SEMDURAMICINA
RESIDUOS DE MADURAMICINA
RESIDUOS DE CLOPIDOL
RESIDUOS DE QUINOXALINAS
RESIDUOS DE BENCIMIDAZOLES G3 |
INVESTIGACION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS POR
TECNICAS TRADICIONALES
COMPANIA BERNAL | BUENOS AIRES | INVESTIGACION DE Escherichia coli 0157:H7 Determinacion de E. coli no 0157 serogrupos 026, 045, 0103, 0111, SI OAA
S.A. INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7 0121 y 0145 (USDA/FSIS MLG5B.05:2014)
INVESTIGACION DE STEC INVESTIGACION DE Escherichia coli 0157:H7 (USDA/FSIS SI OAA
INVESTIGACION DE Salmonella spp. MLG5.09:2015, USDA/FSIS MLG5A.04:2015)
INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes Detgrmci:nacién de Escherichia coli TOP SEVEN STECs/USDA/FSIS SI OAA
MLG 5
INVESTIGACION DE Salmonella spp. (ISO 6579-1:2017 / AMD 1:2020, SI OAA
USDA FSIS MLG 4)
INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes (USDA FSIS MLG 8) SI OAA
Recuento de Staphylococcus aereus (AOAC Official Method 2003.11) SI OAA
Recuento de Escherichia coli y Coliformes totales (AOAC Official SI OAA
Method 998.08, Method 991.14)
Recuento de Bacterias Aerobias totales (AOAC Official Method 990.12) Si OAA
Recuento de Enterobacterias (AOAC Official Method 2003.1)
SI OAA
FADELSA ENTRE RIOS DETECCION DE Salmonella spp.
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R AZéN SOCIAL PROVINCIA RUBRO AUTORIZADO POR EL SENASA PARA PRODUCTOS Y SUBPRODUCTOS CARNICOS/AGUA  ALCANCE ACREDITADO PARA PRODUCTOS Y SUBPRODUCTOS CARNICOS/AGUA ACREDITADO | INSTITUCION
FOOD CONTROL S.A. | CABA INVESTIGACION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS POR INVESTIGACION DE MICROORGANISMOS NO PATOGENOS Si OAA
TECNICAS MOLECULARES/ INMUNOENSAYO (Recuento de mesofilos, enterobacterias, coliformes, E. coli,
. i S. aureus, B. cereus, hongos y levaduras)
DETECCION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS POR DETECCION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS POR Si OAA
TECNICAS TRADICIONALES TECNICAS TRADICIONALES
INVESTIGACION DE Salmonella spp. INVESTIGACION DE Salmonella spp. (ISO 6579-1:2017, ISO Si OAA

6579-1:2017 Amd. 1:2020, USDA-FSIS MLG 4C, USDA-FSIS MLG
4C.07, USDA-FSIS MLG 4.12, AOAC 2013.02, AOAC 2016.01)

INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes (USDA-FSIS MLG 8.13, SI OAA
. ISO 11290-1:2017)

INVESTIGACION DE STEC INVESTIGACION DE Escherichia coli STEC 026, 045, 0103, 0111, SI OAA
0121 y 0145 (USDA-FSIS MLG 5B, USDA-FSIS MLG 5B 05, ISO
13136)

| investigacion de Escherichia coli 0157:H7 (USDA-FSIS MLG 5.09) Si OAA

RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS (ISO 4833-1:2013, ISO Sl OAA
4833-1:2013/Amd 1:2022

RECUENTO DE COLIFORMES RECUENTO DE COLIFORMES (ISO 4832:2006, 1ISO 4832:2006, SI OAA
AOAC 991.14

RECUENTO DE Escherichia coli RECUENTO DE Escherichia coli (ISO 16649-3:2015) SI OAA

RECUENTO DE MICROORGANISMOS PATOGENOS,
INVESTIGACION DE MICROORGANISMOS NO PATOGENOS

ANALISIS FISICO QUIMICO CARNES ANALISIS FiSICO QUIMICO CARNES (humedad, cenizas, proteinas, Sl OAA
grasa cruda)
ANALISIS FISICO-QUIMICO DEL AGUA (pH, dureza, cloruro, sulfato, Sl OAA
conductividad, nitrato, manganeso)
ANALISIS MICROBIOLOGICO DE AGUA Si OAA
FUNESIL CORDOBA INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes (ISO 11290-1:2017) Si OAA
INVESTIGACION DE Salmonella spp. INVESTIGACION DE Salmonella spp. (ISO 6579-1:2017/AMD1:2020) SI OAA
ANALISIS FISICO-QUIMICO DEL AGUA (pH, amonio, nitritos, sélidos Sl OAA
totales)

INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7
INVESTIGACION DE STEC 3

RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS
RECUENTO DE COLIFORMES

RECUENTO DE ENTEROBACTERIAS

FRIG. SWIFT SANTA FE ANALISIS FiSICO QUIMICO CARNES

ARMOUR S.A. INVESTIGACION DE Salmonella spp.

ARGENTINA INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7

GRUPO ALVAREZ BUENOS AIRES | INVESTIGACION DE Salmonella spp. INVESTIGACION DE Salmonella spp. (ISO 6579-1:2017 e ISO SI OAA
GENTIL S.A. INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes 6579-1:2017 Amd. 1:2020)

INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7
RECUENTO DE Escherichia coli
INVESTIGACION DE Salmonella spp.

INOCULARSRL CABA INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes INVESTIGACION DE Salmonella spp. (ISO 6579-1:2017/AMD 1:2020) SI OAA
INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7 INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes (ISO 11290-1:2017) Si OAA
DETECCION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS POR
TECNICAS TRADICIONALES

RECUENTO DE ENTEROBACTERIAS
RECUENTO DE Escherichia coli

JLA ARGENTINA S.A. | CORDOBA RESIDUOS DE MERCURIO (HG) E

LAB. GRAL. INVESTIGACION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS POR
CABRERA TECNICAS TRADICIONALES 3

CORDOBA INVESTIGACION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS POR

TECNICAS MOLECULARES/ INMUNOENSAYO

RECUENTO DE MICROORGANISMOS PATOGENOS
perfil de acidos grasos Si OAA
microbiologia de agua SI OAA
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R AZéN SOCI AL PROVINCI A RUBRO AUTORIZADO POR EL SENASA PARA PRODUCTOSY SUBPRODUCTOS CARNICOS/AGUA ALCANCE ACREDITADO PARA PRODUCTOS Y SUBPRODUCTOS CARNICOS/AGUA ACREDITADO | INSTITUCION
LABORATORIO BUENOS AIRES | RESIDUOS DE MERCURIO (HG)
BIOQUIMICO MAR RESIDUOS DE ARSENICO (AS)
DEL PLATA S. A. - RESIDUOS DE PLOMO (PB)
FARES TAIE RESIDUOS DE CADMIO (CD)
LABORATORIO DE BUENOS AIRES | RESIDUOS DE CADMIO (CD)
CONTROL DE RESIDUOS DE ARSENICO (AS)
CALIDAD MELA- RESIDUOS DE MERCURIO (HG)
CROM S.C. RESIDUOS DE PLOMO (PB)
ANALISIS FISICO-QUIMICO DEL AGUA (arsénico, glifosato, pH, Sl OAA
dureza, nitratos)
LABORATORIO DE BUENOS AIRES | INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes (ISO 11290-1:2017) SI OAA
LOS MARES S.A. - INVESTIGACION DE Salmonella spp. INVESTIGACION DE Salmonella spp. (ISO 6579-1:2017Adm.1:2020) SI OAA
LISTER- INVESTIGACION DE Escherichia coli NO 0157:H7
RECUENTO Staphylococcus aureus
RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS
RECUENTO DE COLIFORMES
RECUENTO DE ENTEROBACTERIAS
RECUENTO DE Escherichia coli
LABORATORIO FDC BUENOS AIRES | INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes
FOOD DRUGS & INVESTIGACION DE Salmonella spp.
COSMETICS S.R.L. RECUENTO DE Escherichia coli
INVESTIGACION DE Escherichia coli NO 0157:H7
RECUENTO DE ENTEROBACTERIAS
LABORATORIO ENTRE RIOS DETECCION DE Salmonella spp.
LABER (DOMVIL S.A.)
LABORATORIO SANTA FE RESIDUOS DE QUINOLONAS RESIDUOS DE QUINOLONAS SI OAA
LITORAL SA RESIDUOS DE FENICOLES G2 RESIDUOS DE FENICOLES G2 SI OAA
RESIDUOS DE METABOLITOS DE NITROFURANOS RESIDUOS DE METABOLITOS DE NITROFURANOS Sl OAA
RESIDUOS DE CADMIO (CD) RESIDUOS DE CADMIO (CD) SI OAA

RESIDUOS DE PLOMO (PB) .
RESIDUOS DE AMINOGLUCOSIDOS

RESIDUOS DE ARSENICO (AS)

RESIDUOS DE BENCIMIDAZOLES G3

RESIDUOS DE CARBAMATOS

RESIDUOS DE COCCIDIOSTATICOS G1

RESIDUOS DE DICLAZURIL

RESIDUOS DE ENDECTOCIDAS

RESIDUOS DE MACROLIDOS G1

RESIDUOS DE SULFONAMIDAS G2

RESIDUOS DE TETRACICLINAS G2

RESIDUOS DE TIROSTATICOS

RESIDUOS DE BETA AGONISTAS G3

RESIDUOS DE CEFTIOFUR

RESIDUOS DE CLOPIDOL

RESIDUOS DE CORTICOIDES G2

RESIDUOS DE QUINOXALINAS

RESIDUOS DE COLISTINA

RESIDUOS DE PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS
RESIDUOS DE PIRETROIDES

RESIDUOS DE PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS Y
POLICLOROBIFENILOS

RESIDUOS DE FIPRONIL

RESIDUOS DE TETRACICLINAS G3 (BC)

RESIDUOS DE TOLTRAZURIL

RESIDUOS DE MADURAMICINA

RESIDUOS DE MERCURIO (HG)

RESIDUOS DE NICARBACINA

RESIDUOS DE TRANQUILIZANTES

RESIDUOS DE ANDROGENOS G1

RESIDUOS DE AINES G1 (ANTINFLAMATORIOS NO ESTERIO-
DES G1)
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R AZéN soc I AL PROVI NCI A RUBRO AUTORIZADO POR EL SENASA PARA PRODUCTOSY SUBPRODUCTOS CARNICOS/AGUA ALCANCE ACREDITADO PARA PRODUCTOS Y SUBPRODUCTOS CARNICOS/AGUA ACREDITADO | INSTITUCION
RESIDUOS DE BETALACTAMICOS Y CEFALOSPORINAS G1
RESIDUOS DE ESTROGENOS
RESIDUOS DE SEMDURAMICINA
RESIDUOS DE NITROIMIDAZOLES |
INVESTIGACION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS POR
TECNICAS TRADICIONALES .
INVESTIGACION DE MICROORGANISMOS NO PATOGENOS
INVESTIGACION DE Salmonella spp.
INVESTIGACION DE STEC
INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7
INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes
RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS
RECUENTO DE COLIFORMES
RECUENTO DE Escherichia coli
LAIA S.A. CABA ANALISIS MICROBIOLOGICO DE AGUA ANALISIS MICROBIOLOGICO DE AGUA (mesdfilos) Si OAA
LAQEI - LABORATO- BUENOS AIRES | INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7 INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7 SI OAA
RIO DE ANALISIS INVESTIGACION DE Salmonella spp. INVESTIGACION DE Salmonella spp. (ISO 6579:2017, ISO 6579:2017 Si OAA
QUIMICOS E Amd. 1:2020)
INDUSTRIALES ANALISIS FISICO-QUIMICO DEL AGUA (cromo, sulfato, cloruro)
NAVECO BUENOS AIRES | INVESTIGACION DE Salmonella spp. INVESTIGACION DE Salmonella spp. (ISO 6579-1:2017 Amd. 1:2020, Si OAA
INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes USDA MLG 4)
INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7 INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes (USDA MLG 8) Si OAA
RECUENTO DE Escherichia coli
ANALISIS FISICO QUIMICO CARNES ANALISIS FISICO QUIMICO CARNES (cenizas, proteinas, grasa libre) SI OAA
AGUA PARA CONSUMO-MICROBIOLOGICO (ISO 9308-1:2014 / Si OAA
AMD1:2016)
QUIMICA MATCO BUENOS AIRES | INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes (USDA-MLG 8.10 2017) Si OAA
INVESTIGACION DE Salmonella spp. INVESTIGACION DE Salmonella spp. (ISO 6579-1:2017/ AMD1:2020) Si OAA
INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7
INVESTIGACION DE STEC
RECUENTO DE Escherichia coli
ANALISIS FISICO-QUIMICO DEL AGUA (dureza, amonio, cloruros, SI OAA
nitritos, nitratos)
RAFELAB SANTA FE INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes
INVESTIGACION DE Salmonella spp.
INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7
RECUENTO DE Escherichia coli
RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS
RECUENTO DE Bacillus cereus
RECUENTO DE COLIFORMES
RONCAROLI JULIO BUENOS AIRES | INVESTIGACION DE Salmonella spp. INVESTIGACION DE Salmonella spp. (USDA-FSIS MLG 4.9) Si OAA

E.Y MARIA C.
FARINATI

INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7
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R AZéN soc | AL PROVI NCI A RUBRO AUTORIZADO POR EL SENASA PARA PRODUCTOSY SUBPRODUCTOS CARNICOS/AGUA ALCANCE ACREDITADO PARA PRODUCTOS Y SUBPRODUCTOS CARNICOS/AGUA ACREDITADO INSTITUCION
SABBAG NORA SANTA FE INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7
GUADALUPE INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes
(LABORATORIO DE INVESTIGACION DE Salmonella spp.
ANALISIS INDUS- RECUENTO DE Escherichia coli ; ; .
TRIALES) ANALISIS FISICO QUIMICO CARNES ANALISIS FISICO QUIMICO CARNES (humedad, nitrogeno, grasas, Si OAA
cenizas)
ANALISIS FISICO-QUIMICO DEL AGUA (nititos, dureza, sélidos) Sl OAA
microbiologia de agua (aerobios totales, P. aeruginosa, coliformes, E. coli) Si OAA
S.G.S ARGENTINA CABA INVESTIGACION DE Salmonella spp. INVESTIGACION DE Salmonella spp. (ISO 6579-1:2017/AMD1:2020) SI OAA
S.A. INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes (ISO 11290-1:2017) Si OAA
INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7
INVESTIGACION DE STEC |
INVESTIGACION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS POR
TECNICAS TRADICIONALES )
INVESTIGACION DE MICROORGANISMOS NO PATOGENOS
RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS
RECUENTO DE COLIFORMES
RECUENTO DE ENTEROBACTERIAS
RECUENTO DE Escherichia coli RECUENTO DE Escherichia coli (ISO 16649-2:2001, ISO 16649-3:2015) SI OAA
RECUENTO Staphylococcus aureus
RESIDUOS DE TIROSTATICOS
RESIDUOS DE CARBAMATOS
RESIDUOS DE TETRACICLINAS G2
RESIDUOS DE METABOLITOS DE NITROFURANOS
RESIDUOS DE TRANQUILIZANTES
RESIDUOS DE MACROLIDOS G1
RESIDUOS DE QUINOLONAS
RESIDUOS DE ARSENICO (AS)
RESIDUOS DE MERCURIO (HG)
RESIDUOS DE SEMDURAMICINA
RESIDUOS DE CADMIO (CD)
RESIDUOS DE PLOMO (PB)
ANALISIS DE AGUA (cloruros, sulfatos, conductividad, pH, nitratos, Sl OAA
mercurio, cianuro, metales, fluoruro, nitrito)
STAMBOULIAN CABA INVESTIGACION DE Salmonella spp. INVESTIGACION DE Salmonella spp. (ISO 6579-1:2017/Amd.1:2020) Si OAA
SERVICIOS DE INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7 INVESTIGACION DE STEC (ISO 13136:2012) SI OAA
SALUD INVESTIGACION DE STEC |
INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes (ISO 11290-1:2017) Si OAA
INVESTIGACION DE Escherichia coli 0157:H7 (ISO Si OAA
16654:2001/AMD2:2023, Norma MFLP-76-Abril 2020)
VERILAB CABA RECUENTO DE Escherichia coli INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes (USDA-FSIS/MLG 8.10) SI OAA
INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes INVESTIGACION DE Salmonella spp. (ISO 6579:1-2017/AMD 1:2020, Si OAA
INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7 USDA/FSIS MLG 4.12)
INVESTIGACION DE Salmonella spp.
VERILAB SA ENTRE RIOS DETECCION DE Salmonella spp. DETECCION DE Salmonella (ISO 6579:1-2017/ AMD 1:2020, Si OAA
USDA/FSIS MLG 4.12)
XENOBIOTICOS SRL | CABA RESIDUOS DE METABOLITOS DE NITROFURANOS RESIDUOS DE METABOLITOS DE NITROFURANOS SI OAA
RESIDUOS DE CADMIO (CD) RESIDUOS DE CADMIO (CD) SI OAA
RESIDUOS DE PLOMO (PB) RESIDUOS DE PLOMO (PB) SI OAA
RESIDUOS DE PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS RESIDUOS DE PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS Si OAA

RESIDUOS DE MADURAMICINA
RESIDUOS DE MERCURIO (HG)
RESIDUOS DE AMINOGLUCOSIDOS
RESIDUOS DE NICARBACINA
RESIDUOS DE ANDROGENOS G1
RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS G1
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RAZON SOCIAL

PROVINCIA

RUBRO AUTORIZADO POR EL SENASA PARA PRODUCTOSY SUBPRODUCTOS CARNICOS/AGUA

RESIDUOS DE AINES G1 (ANTINFLAMATORIOS NO ESTERIO-
DES G1) )

RESIDUOS DE BETALACTAMICOS Y CEFALOSPORINAS G1
RESIDUOS DE ESTROGENOS
RESIDUOS DE FENICOLES G2
RESIDUOS DE NITROIMIDAZOLES
RESIDUOS DE SEMDURAMICINA
RESIDUOS DE QUINOXALINAS
RESIDUOS DE TETRACICLINAS G2
RESIDUOS DE TETRACICLINAS G3 (BC)
RESIDUOS DE ARSENICO (AS)
RESIDUOS DE BENCIMIDAZOLES G3
RESIDUOS DE COCCIDIOSTATICOS G1
RESIDUOS DE DICLAZURIL

RESIDUOS DE QUINOLONAS
RESIDUOS DE SULFONAMIDAS G2
RESIDUOS DE CARBAMATOS
RESIDUOS DE TIROSTATICOS
RESIDUOS DE TRANQUILIZANTES
RESIDUOS DE BETA AGONISTAS G3
RESIDUOS DE CEFTIOFUR

RESIDUOS DE CORTICOIDES G2
RESIDUOS DE CLOPIDOL

RESIDUOS DE COLISTINA

RESIDUOS DE FIPRONIL

RESIDUOS DE PIRETROIDES
RESIDUOS DE PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS Y
POLICLOROBIFENILOS

RESIDUOS DE ENDECTOCIDAS
RESIDUOS DE MACROLIDOS G1
RESIDUOS DE TOLTRAZURIL

ALCANCE ACREDITADO PARA PRODUCTOS Y SUBPRODUCTOS CARNICOS/AGUA

ACREDITADO

INSTITUCION

ZORMEX S.A.

CABA

INVESTIGACION DE Salmonella spp.

INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes
RECUENTO DE Escherichia coli
INVESTIGACION DE Escherichia coli NO O157:H7

INVESTIGACION DE Salmonella spp. (a ISO 6579-1:2017/AMD
1:2020) A
INVESTIGACION DE Listeria monocytogenes (USDA/FSIS MLG8.10)

Sl
Sl

OAA
OAA
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En el Reglamento de Inspeccién de
Productos, Subproductos y Derivados de
Origen Animal (Decreto 4238/68), Capitulo
VIl, LABORATORIOS, apartado 7.2 se lee
“Los establecimientos con Inspeccién Ve-
terinaria Nacional deberan contar con un
laboratorio capacitado para efectuar los
examenes quimicos, fisicos y bacteriologi-
COS que se exigen en este Reglamento y
los que el Senasa juzgue necesarios para
garantizar la sanidad de los productos”.

La implementacion de un laborato-
rio en un frigorifico esta condicionada por
las necesidades de cada planta y los anali-
sis que se pretenden realizar. En este con-
texto, se deben considerar los siguientes
componentes:

Instalaciones.
Bioseguridad.

Personal.

Limpieza y desinfeccion.
Tratamiento de residuos.

moow»

A. INSTALACIONES

En el capitulo VII del Reglamento de
Inspeccion de Productos, Subproductos y
Derivados de Origen se establecen pautas
para los laboratorios. Si bien este capitu-
lo es del anio 1983, marca un importante
precedente al momento de instalar un la-
boratorio en un frigorifico, en especial los
siguientes apartados:

Apartado 7.2.8. El laboratorio debe
estar bien ubicado con referencia a los
vientos y al sol, alejado de los corrales y
playa de faena, y aislado de trepidaciones.
Seréa construido totalmente de mamposte-
ria revocada con friso impermeable, esta-
ra dotado de agua corriente, red cloacal o
equivalente, luz eléctrica y gas suficiente.
El piso sera totalmente de mosaicos u otro
material impermeable y las paredes imper-
meabilizadas en su totalidad.
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Apartado 7.2.11. El laboratorio dis-
pondra de un depdsito para materiales y
drogas, un depodsito para Utiles de limpie-
za, un cuarto de vestir con armarios e ins-
talaciones sanitarias completas, con ino-
doro, lavabo y ducha con agua caliente y
fria, una cocina de laboratorio con autocla-
ve, horno, heladera y mesada de marmol u
otro material similar.

Actualmente, los laboratorios de
planta frigorifica deben contar con areas
generales y areas destinadas a muestras
y analisis, las cuales estaran separadas o
muy bien delimitadas de acuerdo con los
objetivos del laboratorio.

Areas destinadas a muestras y analisis:

+ Recepcion y almacenamiento de las
muestras (heladeras y freezers).

+  Preparacion, procesamiento y analisis
de las muestras.

+ Incubacién (estufas de cultivo).

+  Manipulacién de muestras potencial-
mente contaminadas con patdgenos
(cabina de seguridad bioldgica).

+ PCR.

« Preparacion y esterilizacion de material
(medios de cultivo, material para mues-
treo).

+ Descontaminacion (autoclave).

+ Droguero para almacenamiento de re-
activos y medios de cultivo.

Areas generales:

+ Entradas, pasillos, escaleras, ascenso-
res.

« Oficinas (secretaria, salas de documen-
tacion).

* Vestuario y banos.

* Archivos.

« Droguero y depdsito. Los productos
quimicos peligrosos deben ser almace-
nados en edificios, habitaciones, arma-
rios o cabinas especialmente disena-
dos para tal fin.
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Consideraciones para el disefo de un
laboratorio de planta frigorifica:

v Las paredes, techos y suelos deben ser
lisos, faciles de limpiar, y resistentes a
los detergentes y a los desinfectantes
utilizados.

v' Los pisos deben ser antideslizantes y
tener zdcalos sanitarios.

v' Las ventanas deben estar selladas. Se
pueden utilizar contraventanas o pa-
neles de vidrio tratados para evitar la
radiacion solar. No es adecuado el uso
de persianas instaladas en el interior
ya que pueden dificultar la limpieza y
convertirse en una fuente de contami-
nacion.

v En caso de utilizar tuberias elevadas
para transportar liquidos, estas no de-
ben cruzar las salas a no ser que estén
aisladas herméticamente. Las demas
estructuras elevadas deben estar re-
cubiertas o ser de facil acceso para su
limpieza.

v' Disponer de espacio suficiente que fa-
cilite el orden y la limpieza en las areas
de trabajo. El espacio requerido debe
ser proporcional al volumen de andlisis
realizados y a la organizacion general
interna del laboratorio.

v" Mobiliario de material liso e impermea-
ble facil de limpiar y desinfectar (por
ejemplo, mobiliario mévil).

v Disponer de lavamanos en las areas de
andlisis.

v Disponer de alcohol en gel en las areas
generales y especialmente cerca de la
puerta de entrada.
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v Disponer de un autoclave para el trata-

miento de material contaminado (mues-
tras, medios de cultivo, etc.).

Disponer de sistemas de seguridad
que incluyan proteccion contra el fue-
go, emergencias eléctricas, ducha de
emergencia, lavaojos y servicios de pri-
meros auxilios.

Disponer de suministro de electricidad
seguro y de suficiente capacidad, asi
como de un sistema de iluminacién de
emergencia que permita salir del labo-
ratorio en condiciones de seguridad.
Conviene contar con un grupo electré-
geno para alimentar el equipo esencial.
Evitar condiciones extremas: exceso de
temperatura, polvo, humedad, vapor,
ruido, vibraciones, etc. La temperatura
ambiente debe estar entre 18°C y 27°C.
Evitar el riesgo de contaminacion
cruzada. Disenar el laboratorio bajo el
principio de distribucion de “no retorno”
o “en un solo sentido”. Se asume que el
ingreso de muestras es el lugar menos
contaminado y la sala de descontami-
nacion es el lugar mas contaminado. El
flujo de la muestra siempre debe ser del
area menos contaminada a la mas con-
taminada sin regresar a areas interme-
dias. En la figura 1 se presenta el plano
de un laboratorio de planta frigorifica
con las areas debidamente identificas
y separadas. Se puede observar el flu-
jo de ingreso (color azul) y analisis de
las muestras microbiolégicas, como asi
también el flujo del material contami-
nado (color rojo) y su descarte final del
laboratorio.
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Figura 1. Plano de un laboratorio de planta frigorifica.

Se recomienda dibujar el plano del
laboratorio a construir o bien del laborato-
rio en funcionamiento para analizar el flu-
jo de la muestra, desde que ingresa hasta
que se elimina del laboratorio.

En la figura 2 se presenta el disefio
de un laboratorio microbioldégico de planta,
en el cual se identifican las areas generales
y analiticas. Ademas se identifican puertas,
ventanas pasantes, piletas, mesadas, pun-
tos de acceso a gas y ubicacion de equipa-
miento (heladeras, freezers, termociclador,
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autoclave). Inclusive se identifica un area
no construida donde se prevé la instalacion
del laboratorio de analisis fisico-quimicos.

En la figura 3 se presenta el flujo de
las muestras agregado al disefio del labo-
ratorio. Este ejercicio permite optimizar el
trabajo y minimizar riesgos.
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4: incubacién. 5: procesamiento de muestras incubadas (BAX, recuento). 6: descontaminacion y salida
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Figura 3. Plano de un laboratorio de planta frigorifica con
identificacion del flujo de las muestras.
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B. BIOSEGURIDAD.

La bioseguridad es un concepto
amplio que implica una serie de medidas
orientadas a proteger al personal que tra-
baja en el laboratorio, a la muestra y al me-
dio ambiente.

El laboratorio constituye un medio
ambiente de trabajo especial con poten-
ciales riesgos y es por ello necesario cum-
plir con requisitos de bioseguridad. A con-
tinuacion se enumeran algunas recomen-
daciones:

+ Disenar las instalaciones para garantizar
un trabajo seguro y con la calidad reque-
rida.

+ Implementar procedimientos estandares,
generales y particulares.

* Disponer de equipos de bioseguridad (Ver
capitulo IV de este manual).

* Todo el personal del laboratorio debe co-
nocer y poner en practica las normativas
de bioseguridad, deben conocer los ries-
gos de los procedimientos especificos que
llevan a cabo rutinariamente. Tanto el per-
sonal activo del laboratorio como el perso-
nal nuevo debera recibir una induccion (ca-
pacitacién) inicial en bioseguridad y si es
posible firmar constancia de compromiso
relacionada con la bioseguridad del labo-
ratorio.

Principios de Bioseguridad

a. Universalidad: las medidas de biose-
guridad deben involucrar a todos los
departamentos del laboratorio. El per-
sonal y los visitantes deben cumplir con
los protocolos establecidos para preve-
nir accidentes. Todos los laboratorios
deben tener un responsable de biose-
guridad. El responsable de bioseguri-
dad debe garantizar el cumplimiento de
los protocolos y la direccion del labora-
torio debe instrumentar los medios para
que se cumplan.

b. Uso de barreras: para evitar la exposi-
cion directa a todo tipo de muestras or-
ganicas potencialmente contaminantes
mediante la utilizacion de materiales o
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barreras adecuadas que se interpongan
al contacto con las mismas, reduciendo
los accidentes.

c. Medios de eliminacion del material

contaminado: es el conjunto de dispo-
sitivos y procedimientos para procesar
los materiales utilizados en la toma de
muestras, en los analisis y en la elimina-
cion de las muestras bioldgicas.

d. Evaluacion de riesgos: analisis de la

probabilidad que ocurran danos, he-
ridas o infecciones en el laboratorio.
La evaluacion de los riesgos debe ser
efectuada por el personal de laboratorio
familiarizado con el procesamiento de
los agentes de riesgo, el uso del equi-
pamiento e insumos y la contencién
correspondiente. Una vez establecido,
el nivel de riesgo debe ser reevaluado y
revisado de forma permanente. La eva-
luacion esta sistematicamente asocia-
da con el manejo de los riesgos en el
laboratorio con el objeto de formular un
plan de mitigacion.

En el laboratorio los accidentes estan

relacionados con:

« El caracter potencialmente peligroso
(toxico o infeccioso) de la muestra.

* Uso inadecuado de equipos de protec-
cion.

« Errores humanos. Malos habitos del
personal.

* Incumplimiento de las normas.

Los accidentes pueden ser causados

por:

+ Agentes fisicos y mecanicos: quema-
duras por exposicion a muy altas/bajas
temperaturas, cortaduras por vidrios o
recipientes rotos, malas instalaciones
que generan posturas inadecuadas,
caidas por pisos resbalosos, incendios,
inundaciones, instalaciones eléctricas
inadecuadas, etc.

« Agentes quimicos: exposicion a pro-
ductos corrosivos, toxicos, irritantes,
sensibilizantes o cancerigenos por in-
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halacién, contacto con piel o mucosas,
por heridas o ingestion. Exposicion a
agentes inflamables o explosivos.

« Agentes bioldgicos: contacto directo o
indirecto con microorganismos pato-
genos. El riesgo depende de la natura-
leza del agente (exdtico o autdctono),
su patogenicidad, virulencia, modo de
transmision y la via de transmision (in-
halacion de aerosoles, inoculacion con
agentes punzantes, contacto), concen-
tracion en el indculo, dosis infectiva, es-
tabilidad en el ambiente y la existencia
de una profilaxis eficiente o la posibili-
dad de una intervencién terapéutica.

e. Gestion de la evaluacion de riesgos:
el proceso para implementar un plan de
gestion de riesgos en el laboratorio se
puede dividir en cuatro pasos:

* Disefio de un mapa de procesos: para ob-
tener una imagen global de los procesos de
un laboratorio.

« Identificacién y evaluacién de riesgos: para
valorar cada riesgo se consideran tres varia-
bles: gravedad (g), frecuencia (f) y deteccidén
(d). El producto de las tres variables (g - f -
d) permite obtener el nimero de prioridad de
riesgo (NPR), que permite identificar los ries-
gos mas criticos.

+ Identificacion de oportunidades de mejora:
se define un plan de actuacién que permita
establecer oportunidades de mejora y hacer
un seguimiento a lo largo del tiempo para ac-
tuar ante los riesgos prioritarios.

+ Monitoreo de acciones y reevaluacion de
riesgos: se establece el seguimiento de las
acciones y se evalla de forma periddica.
Cuando las acciones estén evaluadas se cal-
cula el NPR y se monitorean los riesgos que
no se hayan mitigado.

Barreras de bioseguridad en el labora-
torio

Toda muestra que ingresa al labora-
torio debe ser considerada como material
de riesgo. Cuando se manipulan muestras
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de alimentos o cultivos microbioldgicos,
se deben mantener las medidas de biose-
guridad para evitar la propagaciéon de mi-
croorganismos perjudiciales para la salud
y el medio ambiente. En este contexto, la
experiencia de los analistas es fundamen-
tal y no puede sustituirse por un equipo o
instrumento.

Es posible reducir accidentes uti-
lizando barreras para evitar la exposicion
directa a todo tipo de muestra potencial-
mente contaminante:

+ Barreras primarias: la cabina de segu-
ridad biolégica (BSC) (Ver capitulo IV de
este manual) es el principal equipo utili-
zado para contener salpicaduras o aero-
soles infecciosos generados por diversos
procedimientos microbiolégicos. Entre las
barreras primarias también se incluyen ele-
mentos de proteccidn personal, tales como
guantes, ambos, guardapolvos, cobertores
de zapatos, botas, méascaras faciales, an-
teojos de seguridad o antiparras. Los equi-
pos de proteccion personal se utilizan en
combinacion con la BSC.

+ Barreras secundarias: el disefio y la
construcciéon de las instalaciones contri-
buyen a la proteccion de quienes trabajan
en el laboratorio, proporcionan una barrera
para proteger a las personas que se en-
cuentran fuera del laboratorio, y protegen
a la comunidad de agentes infecciosos
que pueden ser liberados accidentalmente
del laboratorio. Los laboratorios que mani-
pulan muestras biolégicas potencialmente
infecciosas o trabajan con agentes micro-
bioldgicos pueden ser clasificados en cua-
tro tipos, de acuerdo con los niveles de
bioseguridad que deben cumplir sus ins-
talaciones, los equipos y practicas de bio-
seguridad empleados y a los fines para los
cuales fueron construidos. Cada nivel de
bioseguridad es especificamente apropia-
do para las operaciones llevadas a cabo,
las vias de transmisién documentadas o
sospechadas de los agentes infecciosos,
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la funcion o la actividad del laboratorio y
los microorganismos con los que se traba-

ja.

NOTA: en los laboratorios de plantas frigo-
rificas se trabaja habitualmente con nive-
les de bioseguridad 1y 2.

Tabla 3. Clasificacion de los niveles de bioseguridad de los laboratorios, segun
microorganismo, practicas, barreras primarias y secundarias.

A EQUIPOS DE SEGURIDAD INSTALACIONES
BSL MICROORGANISMOS RIESGO PRACTICAS (BARRERAS PRIMARIAS) (BARRERAS SECUNDARIAS)
1 Con baja probabilidad de - Nulo o muy Practicas Ninguna. Mesada de trabajo abierta
causar enfermedad en el bajo para microbioldgicas con pileta en el laboratorio.
hombre y los animales. el individuo y estandares.
para la comuni-
dad.
2 Pueden causar enfermedad - Moderado para | - Cumplirconlas | -BSC Claseloll. - BSL-1.
en el hombre y los animales. | el individuoy practicas - Dispositivos de - Autoclave.
Baja probabilidad de bajo para de BSL-1. contencion fisica para la
amenaza grave para los la comunidad. - Acceso manipulacioén de
trabajadores del laboratorio, | - Existen restringido. muestras.
la comunidad o el medio medidas - Carteleria de - Guardapolvo.
ambiente. preventivas y riesgo biolégico. | - Guantes.
Potencial transmision tratamientos - Precauciones - Proteccion del rostro.
percutanea o por ingestion. eficaces. de objetos
punzantes.
- Descontamina-
cién de los
desechos.
- Politicas de
control médico.
3 Pueden causar enfermeda- - Alto para el - Cumplirconlas | - BSC Clase Il - BSL-2.
des graves en el hombre y individuo practicas - Proteccion respiratoria - Separacion fisica de los
los animales. y bajo para la de BSL-2. corredores de acceso.
Baja probabilidad de comunidad. - Acceso - Acceso de cierre
propagarse de un individuo - Existen controlado automatico con doble
a otro. medidas - Descontamina- puerta.
Potencial transmision por preventivas y cién de la ropa - No se recircula el aire de
aerosol. tratamientos de laboratorio escape.
eficaces. antes del lavado. - Flujo de aire negativo en
el laboratorio.
4 Pueden causar enfermeda- - Alto para el - Cumplir con las | Los procedimientos BSL-3 mas:
des graves en el hombre y individuo practicas deben ser realizados - Edificio separado o zona
los animales. y para la de BSL-3. en BSC Clase Ill junto aislada.
Alta probabilidad de comunidad. - Cambio de ropa | con personal y uniforme - Sistema de vacio y
propagarse de un individuo - No existen antes de ingresar. | de cuerpo entero, descontaminacion
a otro por una via directa o medidas - Ducha al salir. con aire y presion exclusivos.
indirecta. preventivas - Descontamina- | positiva.
ni tratamientos cién de todos los
eficaces. materiales a la

salida de las
instalaciones
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Carteleria

El laboratorio debe establecer la car-
teleria a utilizar de acuerdo con sus necesi-
dades y los procedimientos de seguridad y
bioseguridad establecidos. Los accesos a

las diferentes dependencias del laboratorio
deben contar con sefalética adecuada. Las
sefales de uso habitual corresponden a las
siguientes (se muestran algunos ejemplos):

INDICACION

Riesgo bioldgico

CARTELERIA

Uso de delantal/bata/guardapolvo

ATORIO
ARDAPOLVD

Uso de mascarilla

US0 DE MASCARTLLA

OBLIGATORIO

Uso de calzado de seguridad

Temperatura extrema calor/quemaduras

Temperatura extrema/congelaciéon

EXPOSICION
TEMPERATURAS

Uso de guantes

uUso
OBLIGATORIO
DE GUANTES
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C. PERSONAL

En el Capitulo VII del Decreto
4238/68 se establece que el laboratorio
contara con personal técnico y auxiliar
necesario para practicar regularmente los
examenes a que se refiere el apartado 7.2
del Reglamento.

En el apartado 7.2.6 se define que
los laboratorios deben tener un Técnico
Responsable con titulo universitario habi-
litante nacional de profesional veterinario,
bioquimico o quimico.

Consideraciones para el personal de un

laboratorio de planta frigorifica:

- Siempre debe utilizar guardapolvo ce-
rrado y de manga larga, limpio y en
buenas condiciones. El guardapolvo
debe ser de uso exclusivo para el labo-
ratorio y se debe colgar en un perchero
a la entrada del laboratorio. No se debe
guardar en casilleros personales ni lle-
var al hogar.

- El guardapolvo se debe cambiar al me-
nos una vez por semana. Los guarda-
polvos deben ser sometidos a descon-
taminacion en el laboratorio.

- El personal de laboratorio no debe cir-
cular con el guardapolvo en las areas en
que se consumen alimentos ni fuera del
laboratorio.

- Los analistas deben utilizar calzado ce-
rrado con el fin de evitar la exposiciéon
de los pies a agentes bioldgicos, fisicos
0 que puedan causar lesiones.

- El uso de guantes, barbijo, mascarillas,
lentes y vestimenta especial de protec-
cién se debe utilizar dependiendo de
la seguridad requerida en los procedi-
mientos especificos.

- En las areas de laboratorio no es per-
mitido ingresar con alimentos, excepto
aquellos que son muestras para anali-
sis de laboratorio, las cuales ingresan
como muestras y se almacenan en un
lugar definido.

- Se prohibe fumar, comer, beber, colo-
carse lentes de contacto y aplicarse
cosméticos en el laboratorio.
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No se debe pipetear ningun tipo de sus-
tancia con la boca.

Los analistas con cabello largo deben
recogerlo o cubrirlo con una cofia des-
echable.

Se debe utilizar guantes para todos los
trabajos que obliguen el contacto con
material potencialmente contaminado.
Antes de colocarse los guantes se debe
quitar los anillos. Los guantes usados
se descartan en bolsa roja (residuos pa-
tologicos).

El personal debe mantener las uias lim-
pias y cortas, y se debe lavar las manos
antes y después de manipular mate-
rial biolégico, después de quitarse los
guantes, antes de abandonar el area de
trabajo y al finalizar la jornada laboral.
Para el lavado de manos se debe uti-
lizar jabon liquido y antiséptico proce-
dente de un dispensador mantenido en
buenas condiciones de limpieza.

Para el secado de las manos se debe
utilizar papel de un solo uso o toallas
de un solo uso. Estas precauciones son
aplicables tanto al personal del labora-
torio como a los visitantes.

Los analistas deben mantener las ma-
nos alejadas de la boca, ojos, nariz y
cara. Asimismo, mantener alejado de la
boca cualquier material que se encuen-
tre dentro del laboratorio (lapiceras, la-
pices).

Cuando el trabajador presente lesiones
cutaneas, debe cubrirlas con apésitos
impermeables y no debe manipular
muestras bioldgicas.

Se deben usar lentes de seguridad
mientras se manipulen reactivos y sus-
tancias bioldgicas que pueden producir
salpicaduras o aerosoles.

En los casos de que se utilicen mas-
carillas de seguridad, estas se deben
almacenar en una bolsa plastica con el
nombre de usuario y fecha de apertura.
Las mascarillas son de uso personal.
Una vez transcurrida su vida util, sera
descartada en la bolsa roja.

Cuando se trabaje con medios, cultivos
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y muestras expuestas se debe evitar
hablar.

- El uso de auriculares para escuchar
musica esta prohibido en las areas de
analisis.

- Todo accidente que ocurra en el labora-
torio debe ser reportado en forma inme-
diata a los superiores y registrado en el
formulario respectivo.

- Para eventuales accidentes es necesa-
rio contar con un protocolo de conten-
cion.

Protocolo de contencion de emergen-
cias del laboratorio de microbiologia

Lo mas importante ante un acci-
dente en el laboratorio es tenerlo previsto,
realizar el simulacro de accidente como
minimo una vez al afo, discutir las medi-
das a tomar y sacar las conclusiones per-
tinentes, y disponer del material necesario
para actuar.

Algunos ejemplos de accidentes
biolégicos y las recomendaciones de ac-
cién pueden ser:

v Inoculacidén accidental:
- Lavar la herida con abundante agua
y jabdn.
- Acudir a urgencias si es necesario.
- Informar al servicio médico en plan-
tay/o ala ART.

v' Derrames:

- Actuar con guantes y guardapolvo.

- Extender un desinfectante (hipoclo-
rito de sodio 1000 ppm) en cantidad
suficiente para empapar toda la su-
perficie afectada. Dejar que actue
el desinfectante antes de recoger el
material.

- Eliminar los restos groseros de cris-
tal, plastico, agar, etc.

- Lavar con abundante agua y un de-
tergente acuoso.

- Secar.

- Limpiar con alcohol isopropilico reti-
rando todos los restos de desinfec-
tante.
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Salpicaduras en cara y ojos:

- Lavar con abundante agua.

- Concurrir al servicio médico en
planta y/o a la ART con la referencia
del agente quimico o infeccioso.

Salpicaduras y contacto directo:

- Sobre piel descubierta. Lavar con
abundante agua.

- Sobre la ropa. Valorar si se debe y
puede cambiar o si se requiere du-
cha de emergencia.

Salpicaduras en la Cabina de Seguri-

dad Biologica:

- Riesgo alto (derrames de gran vo-
lumen y que pasan a la bandeja in-
ferior).

* No detener la cabina.

* Actuar con guantes y guardapolvo

+ Extender un desinfectante en can-
tidad suficiente para empapar toda
la superficie de trabajo e inundar la
cubeta inferior.

+ FEvitar el uso de alcohol ya que, de-
bido al gran volumen que se necesi-
ta, puede existir peligro de incendio.

+ Dejar que actue el desinfectante.

+ Limpiar la cabina.

+ Dejar la cabina prendida por 10 min
mas

+ Limpiar con alcohol isopropilico reti-
rando todos los restos de desinfec-
tante.

- Riesgo moderado (salpicadura que
queda limitada a la superficie de tra-
bajo o que fue absorbida por el pa-
pel secante).

+ Desinfectar la zona de trabajo.

* Neutralizar el derrame (toalla absor-
bente, papel secante, etc.)

+ Limpiar con agua y detergente la
zona con el equipo de seguridad.

+ Desinfectar la zona de trabajo y de-
jar actuar durante 20 min.
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v' Salpicaduras en la mesada de trabaijo:
- Con guantes y guardapolvo, neutra-
lizar el derrame (toalla absorbente,

papel secante, etc.)
- Desinfectar la zona de trabajo y de-
jar actuar durante 20 min. Tener cui-
dado con la aplicacion del alcohol y

el uso del mechero.

D. LIMPIEZA Y DESINFECCION

Para realizar la limpieza y desinfec-
cion del laboratorio es necesario definir las
actividades, los procedimientos y la fre-
cuencia. Es ideal mantener registro de es-
tas actividades.

Condiciones de las areas de trabajo para

realizar practicas operativas seguras.

- Verificar el mantenimiento de las insta-
laciones y el mobiliario para evitar posi-
bles fuentes de contaminacion intrala-
boratorio.

- Los sistemas de ventilacion y sus filtros
deben tener un mantenimiento periodi-
co.

- Las puertas y ventanas de las éareas
donde se manipulan las muestras bio-
l6gicas deben permanecer cerradas
para mantener la adecuada contencién
bioldgica.

- Las puertas del laboratorio deben estar
sefalizadas con la carteleria correspon-
diente como acceso restringido y los
equipos (incubadoras, bafios de agua,
etc.) deben estar sefnalizados con el
simbolo internacional de riesgo biologi-
co y peligro térmico.
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Sobre las mesas de trabajo solo debe
haber materiales o equipos relaciona-
dos con las labores de laboratorio.
Designar responsables para realizar la
tarea de limpieza y desinfeccion del la-
boratorio. Capacitar al personal.

El laboratorio debe permanecer siempre
ordenado y limpio. Limpiar y desinfectar
diariamente. Establecer procedimientos
para areas generales y areas de proce-
samiento y analisis de muestras. Antes
y después de las tareas, el personal del
laboratorio debe desinfectar la mesa de
trabajo (alcohol 70 o cloro al 0,1%) vy
luego limpiar el area con toalla de papel.
Las superficies contaminadas o poten-
cialmente contaminadas deben des-
contaminarse utilizando desinfectantes
con actividad bactericida o fungicida
reconocida.

Evaluar la calidad microbiolégica de las
superficies de trabajo del laboratorio, de
las superficies de contacto y del aire. La
frecuencia dependera de los resultados
de la dltima comprobacién. Para ello se
pueden utilizar placas de contacto que
contengan adecuados agentes neu-
tralizantes de los antisépticos (lecitina,
tiosulfato sddico). La calidad del aire se
puede evaluar exponiendo durante 15
min una placa de Petri abierta con un
medio de agar no selectivo (agar PCA)
O un agar selectivo adecuado para mi-
croorganismos especificos (por ejem-
plo, hongos filamentosos).
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Tabla 4. Propiedades de desinfectantes de uso en laboratorios.

ACTIVO CONTRA INACTIVADO POR TOXICIDAD
DESINFECTANTES BACTERIAS
VIRUS | VIRUS NO 0 MATERIALES | MATERIALES | AGUA
HONGOS GRAM- GRAM- MICROBACTERIAS | ESPORAS LIPiDIcOs | LIPiDICOS PROTEINAS NATURALES | SINTETICOS | DURA DETERGENTE | PIEL | OJOS | PULMONES
POSITIVAS  NEGATIVAS

HIPOCLORITOS + +++ +++ ++ ++ + + +++ + + + C + + +

ALCOHOLES - +++ +++ +++ - + Vv + + + + - +
FORMALDEHIDO +++ | +++ +++ +++ +++2 + + + + + + - + + +
GLUTARALDEHIDO | +++ | +++ +++ +++ +++P + + NA + + + NA +++ | +++ +++

IODOFOROS +++ | +++ +++ +++ + + + +++ + + + A + + -
+++ bueno.

++  intermedio.

+ debil.

- nulo. _

Vv depende de los virus.

C cationico.

A anionico.

NA  no aplicable.

2 Por encima de 40°C.

Por encima de 20°C.




NOTA: Pueden utilizarse otros métodos
para estimar el nivel de contaminacién
de las superficies y del aire (Norma ISO
18593).

Limpieza de material en el laboratorio
Lavado y enjuague: cuando el material de
vidrio se encuentra contaminado debe ser
esterilizado y luego lavado. Para el lavado
se puede utilizar una solucién de detergen-
te al 2% en agua caliente o seguir las ins-
trucciones del producto utilizado. Sumergir
el material en la solucidon de detergente y
dejar reposar. Limpiar con escobilla o es-
ponja y detergente. Enjuagar con agua ca-
liente hasta retirar completamente el de-
tergente que pudo quedar en la superficie
del material. Finalmente se enjuaga tres ve-
ces con agua destilada. Secar el material
a temperatura ambiente en las mesadas y
estantes destinados para tal fin. Si se de-
tectan restos de suciedad visibles se repite
el ciclo de lavado.

NOTA: se debe poseer la hoja de segu-
ridad del detergente utilizado ante cual-
quier emergencia.

Las tapas de tubos de ensayo y los
tubos de ensayo se pueden hervir en una
solucién de detergente al 2% durante 15
min. Enjuagar con agua caliente, y realizar
el ciclo de lavado mencionado anterior-
mente.

Todo material que se encuentra lim-
pio y seco es guardado en el lugar asigna-
do para tal fin. Ademas, se examinan los
materiales lavados en busca de rajaduras
o roturas. De haberlas, se descarta el ma-
terial inmediatamente.

NOTA: evitar la utilizacién de material in-
correctamente lavado, ya que los restos
de detergente pueden afectar los ensayos

analiticos.
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Debido a la importancia de utilizar
material libre de residuos de detergente y
como reaseguro de la operacién de lavado
cada vez que se utiliza material de vidrio
limpio, se lo enjuaga previamente con agua
destilada.

Esterilizacion de material limpio:

- Esterilizacién por calor seco. Utilizar el
horno de esterilizacién durante 60 min
a 170°C.

- Esterilizacién por calor hiumedo (va-
por). El vapor himedo a presion es el
método mas efectivo de esterilizaciéon
del material de vidrio. La temperatura
dentro de la camara del autoclave debe
mantenerse en 121°C durante un tiem-
po de 15 min como minimo.
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E. TRATAMIENTO DE RESIDUOS

Se debe establecer un sistema de
identificacion y separacion de materiales
contaminados y de sus recipientes para:

- Residuos no contaminados.
- Elementos cortantes.
- Material contaminado.

v' Descarte de residuos no contamina-
dos:

- Desechos generales son todos aquellos
como papeleria, envoltura, desechos de
oficina, cocina, cafeteria, etc. Estos se-
ran descartados en los basureros para
basura comun, rotulados como basura
comun, ubicados en cada una de las
areas.

- Material reutilizable no contaminado
como Erlenmeyer, probetas de vidrio,
balones, etc., utilizados en la prepara-
cién de reactivos y medios de cultivo
se pueden lavar sin descontaminacion
previa.

v" Tratamiento y descarte de elementos
cortantes:

Para la toma y procesamiento de
muestras se utilizan hojas de bisturi esté-
riles o cuchillo. En caso de usar hojas de
bisturi, se colocan en su empaque de fa-
brica nuevamente, se corrobora integridad
y al llegar al laboratorio se descarta en re-
cipiente identificado para tal fin. Este reci-
piente, una vez lleno se descarta en la caja
de residuos patogénicos.

v" Tratamiento y descarte de residuos
contaminados:

Manejo de material contaminado en el area

de trabajo:

- Sobre las mesas de trabajo, los analis-
tas deben disponer de pequenos reci-
pientes autoclavables y debidamente
rotulados. Cada uno de ellos debe con-
tener cloro al 0,5% (5000 ppm) o bol-
sas de bioseguridad desechables para
descartar.
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- Material reutilizable (pipetas de vidrio,
espatulas de Drigalsky).

- Material descartable (palillos de made-
ra, hisopos, tips).

- Los recipientes para desechos deben
ser descontaminados y lavados antes
de su reutilizacion.

Descarte de muestras de alimentos y cepas:

- Los alimentos que se reciben para ana-
lisis seran eliminados en bolsas para re-
siduos patoldgicos (bolsa roja).

- Las cepas de patégenos aisladas en el
laboratorio, deberan ser descartadas
como maximo una semana después de
haberse generado el resultado final. El
Laboratorio podra almacenar copia de
dichas cepas en su cepario si asi lo re-
quiriese.

Eliminacién de liquidos:

- El contenido liquido de las muestras
debe ser eliminado en un recipiente
con cloro al 0,5% (5000 ppm). El mismo
debe estar identificado y correctamente
rotulado. Dejar en reposo durante 24 h
para permitir la desinfeccién completa
de dicho material. El material asi inacti-
vado puede descartarse.

NOTA: en la tabla 5 se describe la prepa-
racion de solucién de cloro al 0.1 % (1000
ppm) y al 0,5% (5000 ppm).

- Método alternativo: eliminar los dese-
chos liquidos en un Erlenmeyer desti-
nado a tal fin (rotulado correctamente),
tapar y autoclavar a 121°C durante 30
min. El material asi inactivado puede
descartarse.

Eliminacion de solidos:

- Desechar el contenido soélido de los
frascos plasticos, las esponjas y placas
de cultivo en la caja de residuos pato-
génicos dentro de la bolsa de polietile-
no de color rojo destinada para tal fin.
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- Lamisma se dispone en un recinto des-
tinado para residuos patoldgicos y se
completa hasta llenar su capacidad tras
lo cual se cierra la bolsa con un precinto
y luego la caja.

- La caja sera recolectada por el Servicio
de Recoleccién de Residuos Patolégi-
COS.

Descontaminacion del material luego de
su utilizacion:

Los materiales destinados a descon-
taminacion y eliminacion deben colocarse
en recipientes (bolsas de plastico autocla-
vables). El autoclavado es el método de
preferencia para todos los procesos de des-
contaminacion (minimo: 30 min a 121°C). El
autoclave debe llenarse de forma que se

favorezca la penetracion de calor dentro de
la carga (es decir, sin sobrecargarlo) y to-
mando la precaucion de aflojar los tapones
o las tapas y de abrir las bolsas.

Se autoclava todo el material en
contacto con los cultivos microbiolégicos
(medios de cultivo liquidos o sélidos), in-
cluyendo los recipientes reutilizables, antes
de lavar y reacondicionar.

NOTA: se recomienda descontaminar
todo el material antes de ser descarta-
do. Especialmente el material asociado a
muestras con screening positivo a bacte-

rias patdgenas.

Tabla 5. Recomendaciones para preparar soluciones de hipoclorito de sodio (cloro al 0,1%
y 0,5%).

Concentracion de solucion desinfectante
Para preparar 1 litro (1000 ml) de solucion

0,1% (1000 ppm) 0,5% (5000 ppm)
Desinfeccion de superficies, pisos Desinfeccion de materiales
concentracion de , Sup P ’ contaminados (tips, medios de
) . utensilios, etc. . ; i
cloro disponible cultivo enriquecidos, etc.)
Cantidad de Cantidad Cantidad de Cantidad
cloro liquido de agua cloro liquido de agua
1% 100 mi 900 ml 500 ml 500 ml
3% 30 ml 970 ml 154 ml 846 ml
4% 25 ml 975 ml 125 ml 875 ml
5% 20 ml 980 ml 100 ml 900 ml
10% 10 ml 990 ml 50 mi 950 ml

- Verificar la concentracion de cloro disponible en el rétulo del envase de hipoclorito de sodio.

- Utilizar siempre los elementos de proteccion personal requeridos, como guantes, barbijo y guardapolvo.

- Utilizar un recipiente adecuado para el volumen final de solucion de cloro a preparar.

- Colocar el volumen de la solucién de cloro recomendada en la tabla, de acuerdo con la concentracion que
indique el proveedor.

- Incorporar el volumen de agua indicado.

- Mezclar bien durante 10 segundos y esperar 30 min antes de usar la solucion.

- Rotular el recipiente “Solucion de cloro al 0,1 % - Desinfectante”.

- Almacenar donde NO reciba luz del sol.

- Preparar una nueva solucion de cloro al 0,1 % todos los dias.

Advertencias:
- No mezclar la solucién de cloro con otros productos de limpieza.
- Evitar el contacto de la soluciéon de cloro con la boca y los ojos.
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CAPITULO IV

EQUIPOS, INSTRUMENTOS,
MATERIALES Y MEDIOS DE CULTIVO

Alejandra Rivero y Juan Cruz Chiarizia

Laboratorio Compania Bernal SA
Laboratorio del establecimiento frigorifico 2062. Bernal Oeste, Argentina.




Este capitulo tiene como objetivo
reconocer y describir la importancia del
Equipamiento del laboratorio, establecer
su identificacién, instrucciones de uso, ca-
libracién, verificacién y mantenimiento. El
desarrollo de este capitulo esta dirigido a
laboratorios que trabajaran con riesgo bio-
l6gico tipo 1y 2.

A. GENERALIDADES

Presentamos una lista de términos y
conceptos que consideramos deben cono-
cer los analistas de un laboratorio de planta
frigorifica:

Ajuste: conjunto de operaciones realiza-
das sobre un instrumento de medicion para
que proporcione indicaciones prescritas
correspondientes a los valores dados de la
magnitud a medir. Es necesario para que
la diferencia en los resultados se minimi-
ce. Después de un ajuste el instrumento de
medicion debe ser calibrado nuevamente.
En la actualidad la mayoria de los instru-
mentos requieren ajustes por personal es-
pecializado en el servicio que suelen reali-
zarlo durante el proceso de calibracion.

Calibracion: conjunto de operaciones que
permiten establecer, en condiciones espe-
cificas, si la medida obtenida por un ins-
trumento es compatible con lo esperado y
que es apto para su uso, con el fin de evitar
desviaciones en los procesos de analisis.
La calibracién suele ser realizada por
un laboratorio externo, en lo posible acre-
ditado. En la siguiente pagina web podran
encontrar proveedores acreditados para la
calibracion de equipos de laboratorio (ht-
tps://oaa.org.ar/entidades-acreditadas/).

NOTA: proveedores de servicios de cali-
bracién y verificacion de instrumentos:

- Edaci S.R.L. https://edaci.com/

- Mac S.R.L. https://www.macsrl.com.ar/
- Sahilices Hnos S.R.L. https://www.sahi-
lices.com.ar/
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La frecuencia de la calibracion de-
pendera de: la naturaleza del equipo o ins-
trumento, las condiciones de uso y la gra-
vedad de las consecuencias de una falta
de calibracién en el resultado de ensayo
(como ejemplo ver apartado de micropi-
petas). También se deben considerar las
siguientes variables: condiciones ambien-
tales (humedad), verificaciones intermedias
realizadas por el personal, incertidumbre
requerida, la historia previa del equipo o
instrumento y las recomendaciones del fa-
bricante. A modo de ejemplo véase la cali-
bracién de micropipetas, balanzas, termé-
metros, etc., detallado mas adelante.

Mantenimiento: conjunto de operaciones
que permiten que un equipo o sistema de
medida esté en perfectas condiciones de
uso. El mantenimiento de los equipos pue-
de ser correctivo (corregir fallos, averias),
preventivo (prevenir fallos, deterioros, ave-
rias o un mal funcionamiento) o predictivo
(emplear técnicas que utiliza herramientas
de analisis de datos para detectar anoma-
lias en el funcionamiento y posibles defec-
tos en los equipos y procesos).

Metrologia: ciencia de las mediciones vy
sus aplicaciones. Su objetivo fundamen-
tal es la obtencién y expresion del valor de
las magnitudes, garantizando la trazabili-
dad de los procesos y la consecucién de
la exactitud requerida en cada caso, em-
pleando para ello instrumentos, métodos
y medios apropiados. La metrologia tiene
dos caracteristicas muy importantes: el re-
sultado de la medicion y la incertidumbre
de medida.

Trazabilidad metroldgica: propiedad de
un resultado de medida por la cual el resul-
tado puede relacionarse con una referencia
mediante una cadena ininterrumpida y do-
cumentada de calibraciones, cada una de
las cuales contribuye a la incertidumbre de
medida. La referencia puede ser la defini-
cion de una unidad de medida, mediante
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una realizacién préactica, un procedimiento
de medida que incluya la unidad de medida
cuando se trate de una magnitud no ordi-
nal, o un patrén.

Patrones: medir significa comparar con
una referencia. Esa referencia se conoce
como patréon. Un patrén es una medida
materializada, instrumento de medir, ma-
terial de referencia o sistema de medicion,
destinado a definir, realizar, conservar o re-
producir una unidad o uno o varios valores
conocidos de una magnitud, a fin de trans-
mitirlos por comparacién con otros instru-
mentos de medicién. Un ejemplo muy sen-
cillo es el uso de una pesa patron para la
calibracién de la balanza granataria donde
los resultados obtenidos se analizaran para
determinar si se encuentra dentro de las
tolerancias aceptables como se explicara
en dicho instrumento.

Patron de referencia: patrén que posee
las mayores cualidades metrologicas po-
sibles ya sea en un lugar o en una orga-
nizacion dada, a partir del cual se pueden
derivar las mediciones alli realizadas.

Jerarquia de patrones: En la imagen po-
demos visualizar la estructura jerarquica de
los patrones como una piramide en cuyo
vértice se encuentran patrones correspon-
dientes a las unidades de base del Sl (SIS-
TEMA INTERNACIONAL). Este es el ambito
de trabajo que corresponde al BIPM (Ofici-
na Internacional de Pesas y Medidas).

Luego le siguen los patrones nacio-
nales, custodiados, realizados y manteni-
dos por los Institutos Nacionales de me-
trologia de cada pais, en nuestro caso el
Instituto Nacional de Tecnologia Industrial
(INTI).

En el siguiente escalén tenemos
a los Patrones de Referencia que estan a
cargo de los laboratorios de calibracién
acreditados.

Por ultimo, la base de la piramide
esta constituida por los patrones del nivel
operativo.

Naclonal

loboraionios
SECLINTONos
Acredifodos

Laboratorios Industriales &

Equipo de Medicion
Personal que realiza mediciones

Figura 4. Estructura general de la Metrologia
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Resolucién: minima diferencia entre indi-  Verificacidn: aportacion de evidencia ob-

caciones de un dispositivo mostrador que jetiva de que un elemento dado satisface

puede ser significativamente percibida. los requisitos especificados. El elemento
puede ser, por ejemplo, un proceso, un
procedimiento de medida, un material, un
compuesto o un sistema de medida.

Tabla 6. Equipos e instrumentos indispensables en el laboratorio de microbiologia de una
planta frigorifica y su requerimiento de calibracion y/o verificacion.

EQUIPO/INSTRUMENTO INDISPENSABLE CALIBRACION VERIFICACION

Balanza analitica X* X X
Balanza granataria X X X
Termometro de inmersidn - X X
Pesas patron X* X -
Pipetas/Micropipetas X* X X
Data Loggers X X X
Dispensador - X X
Autoclave X - X
Cabina de seguridad biologica X* -- X
Flujo laminar -- - X
Estufas de cultivo X - X
Heladeras X - X
Bafos termostaticos X - X
Termémetro digital -- X X
Stomacher X -- X
Temporizadores X -- X
Lector de placas - - -
Medidor de pH X -- X
Termociclador X* - X
Freezer X -- --
Agitador de mesada X* -- --

Destilador de agua - -- -

Aire acondicionado X - -

X* Equipos que son indispensables para un laboratorio de planta que prepara sus medios de cultivo
y trabaja con bacterias patdgenas (riesgo bioldgico 2)
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A.1 Identificacion de los equipos e ins-
trumentos

Todos los equipos e instrumentos
deben tener una identificacion (ficha técni-
ca) donde se recomienda incluir la siguien-
te informacion:

Identificaciéon

Marca/Modelo/Serie

Fecha de alta en el laboratorio
Ubicacion

Certificado de calibracion o verifica-
cion si corresponde

Manual de instrucciones

Parametros para calibrar o verificar
Mantenimiento preventivo

Limpieza

Historial: Datos de reparaciones, mo-
dificaciones y otros datos relevantes.

AN NI N NN

AN NI N NN

Tabla 7. Ejemplo de ficha técnica de un
equipo o instrumento.

FICHA TECNICA DE EQUIPO /INSTRUMENTO

Equipo/Instrumento Data Logger

Inventario E-51
Marca/Modelo Escort
Serie 1141-0038

Fecha de alta X/X/20XX

Ubicacion Sala de Incubacién
Fecha de calibracién X/X/20XX

Fecha de verificacién X/X/20XX

Fecha de mantenimiento pre- X/X/20XX

ventivo

Historial -

A la ficha técnica se anexa informa-
cion relevante: certificados de calibracion,
verificacién, manual de instrucciones, etc.

En el historial se podra dejar registro
de datos del equipo/instrumento: repara-
ciones, modificaciones, baja, entre otros.

A.2 Instructivos

Los instructivos son documentos
técnicos que deben elaborarse en los labo-
ratorios para el correcto mantenimiento de
los equipos o instrumentos y deben incluir
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como minimo la siguiente informacioén: lim-
pieza, mantenimiento preventivo de funcio-
namiento y en caso de que corresponda, la
verificacién de los equipos e instrumentos
del laboratorio. A continuacion, presenta-
mos las secciones que deben ser incluidas
en los instructivos, aunque en algunos ca-
sos no todas resulten aplicables:

Tabla 8. Ejemplo de instructivo de un equi-
po o instrumento
INSTRUCTIVO

Breve explicacion del
propdsito del documento

OBJETIVO

Campo de aplicacion del

ALCANCE
documento

Responsable de la eje-

RESPONSABLE >
cucion

Cuerpo del documento

en el cual se describe la
secuencia de actividades a
desarrollar

INSTRUCCIONES

Formularios que genera

el documento, su codi-
ficacion en caso de que
corresponda, el respons-
able de la confeccion, el
responsable y el lugar del
archivo de los registros, el
tiempo de retencién y dis-
posicién de estos

REGISTROS

Documentos vinculados al

REFERENCIAS . .
instructivo

Documentacién comple-
mentaria necesaria para la
ejecucion de algunas tar-
eas se aclara en este item

ANEXOS

A.3 Registros

Todas las actividades que se realizan en
el laboratorio generan registros cuya finalidad es
evidenciar la actividad desarrollada para el mismo

Tabla 9. Ejemplo de registro de uso de un
equipo o instrumento.

REGISTRO DE INSTRUCTIVO ESPECIFICO
AJUSTE Y VERIFICACION DE MEDIDOR DE PH

Formulario

Equipo y electrodo asociado

Ajuste y
verificaciones
Fecha | Hora Firma
Buffer | Buffer | OPserva-
pH 4 oH 7 ciones
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B. EQUIPOS
B.1 AUTOCLAVE

El autoclave se utiliza para esterili-
zar medios de cultivo, elementos para uso
en el laboratorio y para toma de muestra
en planta. También pueden ser utiliza-
dos para esterilizar material contaminado.
Los autoclaves operan con alta presién y
temperatura para eliminar todo tipo de mi-
croorganismos, incluidas las esporas. Uti-

T

Autoclave
tipo Chamberlain

Figura 5. Ejemplos de autoclaves.

- Componentes de un autoclave:

Segun el tipo de autoclave se pue-
den describir diversos componentes, es
por ello recomendable leer detenidamente
las instrucciones del autoclave que se uti-
lice en su laboratorio. A continuacién enu-
meramos Yy describimos los componentes
basicos de un autoclave con el objetivo de
comprender su funcionamiento.

v Camara de esterilizacion: espacio
donde se colocan los objetos o elemen-
tos a esterilizar. Cuando el proceso de
esterilizacion esta en marcha se llena 'y
presuriza con vapor.

v" Puerta o tapa: permite aislar la camara
de esterilizacién del ambiente exterior.
Normalmente dispone de seguros que
impiden su apertura cuando la camara
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lizan vapor saturado superior a 98% para
trasmitir su energia térmica a los elementos
que se quieren esterilizar a presiones supe-
riores a la de la atmosfera conocido como
esterilizacion por calor himedo. Los auto-
claves pueden ser a gas (Chamberland) o
eléctricos (digitales o automaticos) (Figura
5). Si bien los primeros son muy robustos
y eficientes, actualmente se recomienda el
uso de autoclaves eléctricos.

t g2 ! ®  w oL

v |

v v

Autoclave digital tipo
Chamberlain

Autoclave
automatico

se encuentra presurizada. Hay puertas
de operacion manual y puertas, cuya
apertura y cierre se controlan mediante
mecanismos electromecanicos.

v' Termometro: instrumento que indica la
temperatura a la que se realizan los pro-
cesos de esterilizacion en el autoclave,
el rango de temperatura es de 100 a
200°C.

v' Manometro: dispositivo mecanico que
indica cudl es la presion de vapor en la
camara de esterilizacion. La presion es
expresada en libras/pulgada cuadrada,
en kg/cm2 o en atmosferas. El termo-
metro y mandmetro pueden encontrar-
se en un mismo instrumento.

v' Valvula de seguridad: dispositivo que
impide que la presion de vapor aumen-
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te por encima de un valor determinado.
v' Espita: dispositivo utilizado para eli-
minar el aire durante el calentamiento,
proceso denominado purga.
v" Fuente de calor: eléctrica.

Termametro y mandmetro

WValvula de seguridad ql Q I? Espita

Tapa

Camara de esterilizacién

\ Agua destilada _/

Fuente de calor

Figura 6. Esquema simplificado con los com-
ponentes basicos de un autoclave.

- Funcionamiento del autoclave:

En primer lugar se debe constatar
que haya agua suficiente dentro de la céa-
mara. Se carga la autoclave y se aprieta la
tapa manteniendo la espita de descarga
abierta. Se ajusta la valvula de seguridad a
la temperatura requerida y se conecta a la
fuente de calor. Cuando el agua hierva, flui-
ra el vapor por la espita de descarga, arras-
trando el aire caliente existente en la cama-
ra. Se deja que salgan libremente el aire y
el vapor hasta que se haya eliminado todo
el aire (purga). Cuando se haya alcanzado
esta fase, se cierra la espita. La presiéon se
eleva en la camara (1 2 atmosfera) hasta
alcanzar la temperatura deseada (121°C).
En ese momento comienza a fluir vapor
por la valvula de seguridad y se mantiene la
presién durante 15 min. El ciclo (tempera-
tura, presion y tiempo) puede variar segun
el objetivo del proceso de esterilizacion. Al
término del periodo de esterilizacion, se
apaga la fuente de calor y se deja que la
autoclave se enfrie. Se abre la espita muy
lentamente y una vez que el mandémetro lle-
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g6 a cero, se deja que el material se enfrie
hasta alcanzar una temperatura adecuada
para la manipulacién.

NOTA: nunca se debe dejar enfriar el au-
toclave por mucho tiempo, ya que si no se
abre se forma un vacio, el cual puede rom-
per el material estéril.

NOTA: es muy importante eliminar todo el
aire de los esterilizadores a medida que se
introduce el vapor, porque las mezclas de
aire y vapor retardan el calentamiento en
la camara y producen temperaturas finales
mas bajas generando zonas no estériles.

Actualmente, los autoclaves utilizan
sistemas controlados por microprocesado-
res y cada una de sus valvulas y accesorios
trabaja de acuerdo con programas prees-
tablecidos de acuerdo con instrucciones
almacenadas en la memoria del micropro-
cesador. Su operacidon queda grabada en
un sistema de registro, que permite revisar
las distintas etapas del ciclo de esteriliza-
cion. Cada fabricante incorpor6 sistemas
de registro que son indispensables para el
control de calidad.

Los procesos de esterilizacion se
realizan siguiendo ciclos predefinidos que
varian de acuerdo con el tipo de carga que
se requiere esterilizar.

- Ciclos de autoclave utilizados con ma-
yor frecuencia:

v Material de vidrio y descartable:
121+3°C durante 15 min. La duracién
de los ciclos depende de los volime-
nes.

v" Medios de cultivo y reactivos:
121+3°C durante 15 min, 115%3°C du-
rante 15 min o segun indicaciones del
fabricante o instructivo técnico de refe-
rencia.
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NOTA: toda esterilizacion de materiales,
medios de cultivo y reactivos que se reali-
za en autoclave se efectia de acuerdo con
el instructivo del equipo, donde detalla los
pasos que se siguen para el correcto uso.
Ademas, se debe tener en cuenta las condi-
ciones de seguridad.

NOTA: se recomienda que a cada ciclo de
esterilizacion/descontaminacion se le asig-
na un numero de lote a fin de obtener una
trazabilidad.

NOTA: se utiliza agua destilada para reali-
zar la operacion, de lo contrario la salinidad
del agua puede causar inconvenientes en el
funcionamiento del equipo.

- Requerimientos para la instalacion de
un autoclave:

v Un lugar con buena ventilacién para re-
mover el calor y la humedad que gene-
ra el equipo mientras se encuentra en
operacion.

v' Espacios libres en la parte posterior y la-
teral para realizar los servicios técnicos
que requiera a lo largo de su vida util.

v El piso debe estar bien nivelado y cons-
truido con materiales que resistan la hu-
medad y el calor.

v’ Instalacién eléctrica: debe tenerse en
cuenta la potencia requerida ya que
podria ser significativamente alta. Los
voltajes tipicos requeridos por los auto-
claves son 220 V, 60 Hz, 0 380 V, 60 Hz
trifasico.

- Criterios generales para la aprobacion
de autoclaves: el laboratorio debe verifi-
car para su uso los siguientes criterios de
aceptabilidad:

v' Determinar si el equipo cumple con el
rango de tiempo y temperatura deseada.

v' Comprobar la uniformidad en la distri-
bucion de calor segun las condiciones
de trabajo estipuladas para la misma,
en el ensayo puede realizarse con carga
o sin carga.

v’ Verificar que la temperatura se mantie-
ne en el rango de trabajo durante todo
el ensayo (estabilidad).
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- Verificacion del proceso de esteriliza-
cion: para que un producto pueda conside-
rarse estéril, es necesario verificar que todas
las etapas que conforman el proceso de es-
terilizacion se hayan realizado correctamen-
te. La validez y confiabilidad del proceso de
esterilizacion en autoclaves se demuestra
mediante evaluaciones sobre la tempera-
tura, la presién, el tiempo, la humedad vy el
comportamiento general del equipo.

a) Indicadores fisicos. Estan disefiados
para supervisar el funcionamiento de
los autoclaves. Pueden ser instrumentos
que controlan parametros (termémetros,
mandmetros), y registran el desarrollo
del proceso. Existen instrumentos, como
Data Loggers, que son mas exhaustivos
en el control de los parametros (tiempo
y temperatura) y cuentan con un softwa-
re donde se evidencian los registros de
temperatura interior del equipo durante
todo el ciclo de esterilizacién, los mis-
mos pueden descargarse y archivarse.

b) Indicadores quimicos. Son pruebas de
tipo quimico que cambian de color o de
estado cuando se exponen a las diver-
sas fases del proceso de esterilizacion.
Entre los mas conocidos se encuentran
las cintas adhesivas indicadoras y/o in-
tegradores quimicos. La migracion de
un color oscuro a lo largo de la tira de
papel o hasta superar la marca acepta-
ble (segun lo indique el fabricante), indi-
ca una correcta temperatura en el ciclo
de esterilizacion. Se debe tener en cuen-
ta que la utilizacion de sélo indicadores
quimicos no garantiza que el proceso de
esterilizacion se cumplioé correctamente,
ya que indica que se alcanzo la tempe-
ratura deseada, pero no se puede saber
por cuanto tiempo.

c) Indicadores bioldgicos. Se consideran
el mejor método para controlar la calidad
de un proceso de esterilizacion. Estan
compuestos por microorganismos vivos
que tienen una mayor resistencia a un
determinado proceso de esterilizacion,
o por reactivos quimicos que reaccionan
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ante proteinas especificas de este tipo
de microorganismo. Para controlar el
proceso de esterilizacion por vapor sa-
turado, se utilizan, por lo general, espo-
ras de Geobacillus stearothermophilus
(ATCC 7958, 10° esporas), en diferentes
presentaciones (tiras, ampollas, viales
autocontenidos). La muestra de esporas
se coloca en el autoclave junto con los
materiales a esterilizar y, luego del pro-
ceso, se incuba y analiza. Un indicador
bioldgico sera positivo cuando exista un
fallo en el proceso de esterilizacién. Es-
tas pruebas estan estandarizadas y los
fabricantes sefalan la forma de utilizar-
las y de interpretar los resultados. Los
indicadores bioldgicos por si solos tam-
poco garantizan que el ciclo de esterili-
zacién cumple con todos los requisitos.
La Unica forma es controlar todos los
parametros del ciclo de esterilizacion.

Se recomienda utilizar los indicado-
res de proceso y quimicos en cada ciclo de
esterilizacion y los biolégicos al menos una
vez al mes (la frecuencia se establecera de-
pendiendo de la cantidad de ciclos diarios).

- Verificacion externa: la verificacion con-
lleva verificacién de pérdidas de volumen
(cuando sucedan cambios significativos del
proceso) y ensayo de distribucién de calor
con y/o sin carga (estabilidad y uniformidad).
La frecuencia se establece de acuerdo con
el historial del equipo y al uso. Ademas de
la verificacion del proceso de esterilizacion
se requieren controles respecto a las condi-
ciones de funcionamiento y seguridad, los
cuales pueden ser verificados por personal
del laboratorio, por organismos o servicios
contratados externamente.

- Recomendaciones para el manteni-
miento: inspeccién de burletes, carcasa,
mangueras y conexion eléctrica, verifica-
cion de valvulas de seguridad.
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NOTA: ensayo de pérdidas, medicion de
espesores, inspeccion de componentes,
verificacion de presion de trabajo, andlisis
resistivo y verificacion de valvulas de se-
guridad. El plazo es establecido por el la-
boratorio segun la demanda de utilizacién,
se recomienda anualmente, y es realizado
por servicios contratados externamente.

B.2 ESTUFAS DE CULTIVO

Las estufas de cultivo son equipos
diseflados para mantener temperatura,
atmosfera y humedad controladas, con el
fin de conservar microorganismos Vvivos
en un entorno que resulte adecuado para
su crecimiento. Las estufas de cultivo
varian en complejidad y disefio. Algunas
Unicamente controlan la temperatura,
mientras que otras, ademas, controlan la
composicion atmosférica. Otras, incluyen
sistemas de refrigeracion. Dependiendo del
disefio y las especificaciones requeridas,
pueden encontrarse en el mercado estufas
que controlan temperaturas desde -10°C
hasta 75°C. Inclusive, estufas con forzador
de aire que distribuyen el calor dentro
de la camara y acelerando el tiempo de
recuperacion térmica.

Figura 7. Estufa de cultivo.
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- Para su funcionamiento se requieren
las siguientes condiciones:

1. La toma eléctrica que alimenta la es-
tufa no debe estar a mas de 1,5 m del lugar
seleccionado para la instalacion de la es-
tufa. La toma eléctrica normalmente debe
suministrar un voltaje de 120 V, 60 Hz o de
220-240 V, 50/60 Hz y disponer de su res-
pectiva acometida a tierra.

2. Espacio libre a los lados de la es-
tufa y en la parte trasera del equipo, con
el fin de permitir el paso de los cables y la
ventilacién requerida por la estufa para su
funcionamiento normal. Dicho espacio se
estima entre 5y 10 cm.

3. Un lugar del laboratorio donde la va-
riacion de temperatura sea minima.

- Criterios generales para la aprobacion
de las estufas de cultivo: el laboratorio
debe verificar para su uso los siguientes
criterios de aceptabilidad:

v' Determinar el rango de temperatura de-
seado.

v" Demostrar objetivamente la uniformi-
dad en la distribucion de calor segun
las condiciones de trabajo estipuladas
para la misma.

v' Demostrar objetivamente que no se
produce deshidratacién de las placas
incubadas en la misma durante un pe-
riodo de 48 h superior al 15%.

v" Demostrar objetivamente que la tempe-
ratura se mantiene en el rango de traba-
jo durante todo el ensayo (estabilidad).

v' Conocer el tiempo maximo requerido
en las condiciones mas desfavorables
para lograr las condiciones de régimen
de trabajo.

- Verificacion de funcionamiento de las
estufas de cultivo: la verificacion de las
estufas se realiza mediante ensayos de
distribucion de calor (con carga). Estos in-
cluyen: estabilidad, uniformidad y tiempo
para conseguir las condiciones de equili-
brio, deshidratacion (cuando corresponda).
Esta verificacion se realiza por personal
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contratado externo a la empresa. El plazo
de verificacion lo establece cada laborato-
rio de acuerdo con su uso.

- Ensayo de distribucion de calor: con el
fin de verificar que las estufas operan a las
temperaturas de trabajo requeridas por los
ensayos que involucran, se realiza sobre
cada una un ensayo de distribucién de ca-
lor. Inicialmente se realiza con el equipo sin
y con carga, con el fin de establecer la es-
tabilidad de la temperatura, la uniformidad
de su distribucion y el tiempo necesario
para conseguir las condiciones de equili-
brio. El estudio consiste en evaluar la dis-
tribucién de calor en diferentes sectores de
las estufas monitoreando las temperaturas
de trabajo con la carga maxima utilizada
por el laboratorio en cada una de ellas para
determinar cuéles de estos sectores resul-
tan operativos. El proveedor que realiza el
servicio debe utilizar termocuplas o termo-
rresistencias calibradas, con trazabilidad a
patrones nacionales.

En caso de requerir una estufa a una
temperatura diferente a la indicada para el
ensayo de distribucion de calor, se solici-
ta un nuevo ensayo de distribucion para la
nueva temperatura antes de dar de alta el
equipo (excepcionalmente puede conside-
rarse valido el resultado de un perfil térmi-
co aplicado a otra temperatura siempre y
cuando la misma no exceda +529C).

NOTA: las temperaturas sefialadas por los
displays de las estufas de cultivo no se
encuentran controladas y no evidencian
la temperatura real dentro de las mismas.
Para ello se utilizan Data Loggers calibra-
dos o termdmetros calibrados colocados
en su interior.

A partir del ensayo efectuado, el pro-
veedor emite un Informe donde se detalla:
v’ El solicitante del trabajo
v Caracteristicas del equipo ensayado
v Descripcion del ensayo
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Resultados y Conclusiones
Observaciones y recomendaciones
Fecha del informe

Firma del responsable por el contenido
del informe

AN NN

Cada vez que ingresa una estu-
fa de cultivo nueva al laboratorio, se efec-
tda el ensayo de aptitud de funcionamien-
to arriba descripto antes de aprobarla para
su uso. Una vez aprobada para su uso se
recomienda verificar la aptitud del funcio-
namiento cada 2 anos. En caso de que el
ensayo no resulte satisfactorio para el rango
de funcionamiento especificado (por ejem-
plo 35+1°C), no se autoriza el uso del equipo
para el ensayo en cuestion. En caso de que
se decida una baja temporal o definitiva del
equipo se lo identifica con un cartel con la le-
yenda “FUERA DE SERVICIO A PARTIR DE”.

NOTA: el proveedor del servicio de verifi-
cacioén debe efectuar un nuevo ensayo de
distribucion de calor cada vez que la es-
tufa de cultivo sea reparada por desper-
fectos técnicos que afecten a sus compo-
nentes electrénicos.

- Comprobacion de pérdida de humedad
por deshidratacion: es necesario verifi-
car que la calidad de los ensayos realiza-
dos con estufas no se afecta por la posible
deshidrataciéon de medios de cultivo du-
rante el periodo de incubacion. Para ello, el
laboratorio debe realizar ensayos de com-
probacion de las estufas utilizadas para
este parametro (aplicable Unicamente para
equipos donde se incuben placas de Petri).
Dicho ensayo consiste en incubar placas
de Petri descartables con 15 ml de agar
PCA durante 24 h y luego 48 h, y controlar
el peso inicial y final de estas para determi-
nar las pérdidas por deshidratacién. El en-
sayo se efectla a la temperatura de trabajo
establecida para cada estufa y para cada
estante. Se considera aceptable una pérdi-
da por deshidratacion inferior al 15% luego
de las 48 h de incubacion.
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- Determinacion del tiempo necesario
para conseguir las condiciones de equi-
librio: para determinar el tiempo necesario
de cada estufa para lograr las condiciones
de equilibrio dentro de la misma se proce-
de a introducir material a incubar (atempe-
rado) hasta completar su capacidad maxi-
ma (condicion mas desfavorable). Esto se
efectia con las estufas en régimen. Se
agrega un Data Logger o termdmetro ca-
librado al inicio del ensayo y se determina
el tiempo necesario para que las mismas
vuelvan a sus condiciones de equilibrio. El
tiempo necesario para conseguir las con-
diciones de equilibrio de cada estufa se
registra en un formulario especifico. Dicho
tiempo es considerado durante la ejecucion
de los ensayos adicionandolo al periodo de
incubacién descripto en el procedimiento
técnico de referencia.

- Control de temperaturas de las estufas
de cultivo:

A todos los equipos (estufas, bafos
termostaticos, heladeras, freezers y auto-
claves) y salas (de incubacién, de prepara-
cion de medios de cultivo, de preparacion
de muestras y de siembra) de las areas del
laboratorio, se les debe realizar un control
de temperaturas.

El control de las temperaturas en el
laboratorio es efectuado por personal del
laboratorio utilizando termémetros digita-
les o registradores continuos de tempera-
tura (Data Loggers) calibrados. Los termo-
metros son colocados en el interior de los
equipos alternando entre los estantes que
dispone o ubicados en un lugar estratégico
del ambiente (no deben ser colocados de-
bajo de la ventilacion del aire acondiciona-
do). Los valores tomados se deben regis-
trar diariamente, lo cual puede ser una vez
al dia si el laboratorio posee de otro control
que respalde las temperaturas (registrado-
res continuos que se evallan semanalmen-
te), o se recomienda 3 veces al dia (al ini-
cio, durante y al finalizar la jornada laboral).

Pag/66



Recomendaciones para el mantenimien-
to preventivo de las estufas de cultivo:

v" Inspeccién de burletes.

v Inspeccién de conexion eléctrica.

v" Inspeccién de puertas internas, ban-
dejas y funcionamiento y apagado
de forzadores en caso de apertura
de puerta.

v’ Verificacién de funcionamiento de
alarmas, ciclos de programacién e
integridad de la cabina.

La frecuencia del mantenimiento
preventivo debe ser determinada por el
laboratorio de acuerdo con el uso de los

equipos. En caso de ser necesario, durante
el mantenimiento preventivo se reempla-
zan burletes, tornillos, rejillas, iluminacion,
plasticos y cualquier componente que no
se encuentre en éptimas condiciones. A su
vez, se verifica el estado de funcionamien-
to de la botonera, sus diferentes funciones,
ciclos de funcionamiento y su respuesta a
la tecla de bloqueo. Puede, a su vez, con-
siderarse la verificacion de carga de gas
refrigerante in situ o remitiendo el equipo a
las instalaciones del proveedor.

Tabla 10. Ejemplo de instructivo para mantenimiento y limpieza de una estufa de cultivo.

Mantenimiento e inspeccion de integridad

Frecuencia Agente de limpieza

Limpieza interior de estufas: inspeccion de elementos
constituyentes (paneles de acrilico, imanes, integridad de
las paredes, ausencia de 6xido, dureza de burletes).

Al menos una vez al
mes o en caso de
ser necesario

Limpieza exterior de estufas: Inspeccién de elementos
constituyentes

Solucién de detergente al 2%, en-
juague con pafio humedo. Desin-

feccion con solucién de alcohol al
70%.

Solucién de detergente al 2%,
enjuague con pafio humedo

B.3 CABINA DE SEGURIDAD BIOLOGICA
Y FLUJO LAMINAR

CABINA DE SEGURIDAD BIOLOGICA

Las cabinas de seguridad bioldgica
son equipos disefilados para controlar las
microparticulas asociadas al manejo del
material biolodgico, potencialmente tdxicos
o infecciosos, que se generan en el labora-
torio como resultado de actividades como
la agitacién y centrifugacion, el uso y ma-
nejo de pipetas, la apertura de recipientes
con presiones internas diferentes a la at-
mosférica.

Las cabinas fueron disefiadas para
proteger al usuario, al ambiente y la mues-
tra con la que se trabaja. En los laboratorios
de plantas frigorificas que realizan analisis
de bacterias patdgenas es recomendable
tener una Cabina de Seguridad Bioldgica
Clase Il, que debera ser verificada por una
empresa externa antes de su puesta en
funcionamiento y periddicamente se deben
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realizar controles de ambientes, superficies
y tubos UV.

Las cabinas de seguridad clase Il
son equipos disefiados para mantener un
area de trabajo libre de particulas y de con-
taminantes (microorganismos) que puedan
afectar la salud del trabajador, al medio
ambiente y la muestra para analisis.

FLUJO LAMINAR

Como alternativa a una cabina de
bioseguridad se podrian utilizar cabinas de
flujo laminar que genera un flujo de aire con
velocidad y direcciéon uniforme, evitando tur-
bulencias que conlleven una contaminacion
cruzada. Estan compuestas de filtros HEPA
(del inglés “High Efficiency Particle Arres-
ting”) que son filtros de alta eficiencia capa-
ces de retener particulas > 0,3 pm con una
eficiencia minima del 99,97%. Este equipa-
miento permite ser utilizado para la prepara-
ciéon de placas de medios de cultivos.
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Figura 8. Flujo laminar.

Existen dos tipos de cabinas de flujo
laminar:

- Horizontal: el filtro HEPA se encuentra
colocado en la parte posterior de la cabina,
por lo que el flujo del aire es unidireccional
en forma de lineas paralelas horizontales,
desde la parte posterior del equipo hacia
el personal. Este equipo no debe ser uti-
lizado para trabajar productos peligrosos
o muestras que contengan patdgenos, ya
que durante la manipulacion se pueden ge-
nerar aerosoles que llegan al personal. Se
recomienda utilizarlas para preparacion de
medios de cultivos.

- Vertical: el filtro HEPA se encuentra colo-
cado en la parte superior de la cabina, ge-
nerando un flujo de aire unidireccional que
se mueve a través de las lineas paralelas
verticales, posee una pantalla protectora
transparente que cubre la parte frontal su-
perior de la misma. No se recomienda para
productos peligrosos o que puedan conte-
ner patégenos ya que el aire contaminado
es expulsado al ambiente de trabajo.

Se utiliza para preparacién de me-
dios de cultivos o preparacion de reactivos
para PCR.

- Verificacion de cabinas de seguridad
y flujos laminares: se realiza por servicio
técnico externo y la frecuencia depende de
Su uso.

El servicio se debe solicitar detallan-
do las caracteristicas del equipo a fin de
recibir el mantenimiento adecuado. A con-
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tinuacién, se indican algunos procedimien-

tos que realiza el servicio contratado:

v’ Certificacién anual de acuerdo con los
lineamientos de la Norma NSF 49.

v" Cambio de motores.

v/ Cambio de ventiladores"

v' Cambio de filtro HEPA". La frecuencia
de cambio depende de la intensidad de
uso de la cabina y del sistema de con-
trol ambiental que se tenga instalado en
el laboratorio. Si hay un buen control
ambiental (por ejemplo: polvo), el filtro
podria llegar a durar muchos afos.

v' Reparacion del sistema electronico de
control: alarmas de control de flujo, po-
sicion de la ventana, controles de velo-
cidad.

v' Reparacion y limpieza de valvulas regu-
ladoras de flujo, ajuste de acoples tipo
campana.

(*) Requieren procedimientos especializados de descontaminacién previa.

NOTA: el servicio de mantenimiento de los
flujos laminares no incluye el recambio de
lamparas UV. La vida util de éstas lampa-
ras es de aproximadamente 7500 h, por lo
que se recomienda sustituirlas anualmen-
te o realizar una evaluacion de efectividad
de acuerdo con su uso.

NOTA: se recomienda realizar el recam-
bio de filtros HEPA cada 5 afios o segun
sugerencia del proveedor en funcion del

historial de funcionamiento.

- Verificacion en el laboratorio de planta
frigorifica

Verificacion del funcionamiento de fil-
tros: antes del ensayo se debe verificar la
esterilidad de 5 placas de Petri con PCA.
Se colocan las 5 placas con esterilidad ve-
rificada en cada uno de los extremos y en
la parte central del equipo. Se destapan y
se dejan en contacto con el flujo de aire de
la cabina durante una hora. Transcurrido
este periodo se cierran las placas y se in-
cuban a 35+1°C durante 24 h. Funciona-
miento adecuado: ausencia de desarrollo
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bacteriano en todas las placas. En caso de
haber desarrollo en alguna de las placas,
se expresa el resultado y puede conside-
rarse repetir la verificacién para descartar
contaminaciones involuntarias. De confir-
marse el desvio, el equipo se deja fuera de
servicio ya que la evidencia de presencia
bacteriana se considera inadmisible.

Verificacion de luz UV: se siembra una
alicuota de solucién que contenga un nu-
mero conocido de microorganismos de
una cepa pura de Enterobacter aerogenes
en dos placas de Petri con agar PCA. Se
expone una de las placas descubierta a la
luz UV por un periodo determinado por el
laboratorio, la placa restante sirve como
control. Se incuban ambas placas durante
48 h a 35+1°C, transcurrido este tiempo, se
efectla el recuento de ambas placas con-
siderandose como 100% al valor obtenido
en la placa que no fue expuesta a la luz
UV. Se considera que los tubos de luz UV
funcionan correctamente si en la placa ex-
puesta a la luz UV la reduccién del recuen-
to inicial comparado con la placa control
no expuesta es de por lo menos un 99% de
efectividad. La reduccién sera de un 100%
cuando en la placa expuesta a la luz UV no
se observa crecimiento.

- Verificacion externa de cabinas de se-
guridad bioldgica y flujos laminares

Las cabinas de Clase Il se encuentran re-
glamentadas por el Estandar NSF 49. El
mismo define materiales, criterios de dise-
flo y construccién, parametros de opera-
cion y pruebas que permiten garantizar que
la cabina es segura y adecuada para los
trabajos que se realizan en ella. Se presen-
ta a continuacion la lista de pruebas que
incluye el estandar mencionado. Detalles
de estos deben consultarse en el Estandar.

El Estandar incluye las siguientes pruebas:
1. Estanqueidad.

2. Fugas de los filtros HEPA.

3. Aumento de temperatura.

4. Ruido.
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Intensidad luminosa.

Vibraciones.

7. Proteccion al personal, al producto y ensa-
yos biologicos de contaminacion cruzada.

8. Estabilidad.

9. Velocidad del flujo vertical.

10. Velocidad del flujo de ingreso.

11. Patrones de humo.

12.Fugas del drenaje.

13. Funcionamiento del sistema motor/ven-
tilador.

14. Sistema eléctrico.

o

- Recomendaciones para el manteni-

miento de cabinas (frecuencia anual)

v Inspeccion de comando general.

v Inspeccién de funcionamiento correcto
de alarmas y apagado de luz UV.

v Recorrido de ventana frontal.

Limpieza y desinfeccion de cabina y flu-
jo laminar

1. Descontaminar la superficie de tra-
bajo y las superficies interiores con alcohol
70%.

2. Limpiar el vidrio frontal y la superfi-
cie de la lampara ultravioleta con solucién
de amonio cuaternario.

3. Limpiar superficies exteriores con
pafio humedo y desinfectar con solucion
desinfectante adecuada.

Frecuencia: cada vez que se utiliza la ca-
bina de bioseguridad o el flujo laminar se
debera limpiar y desinfectar el interior. El
exterior se podra realizar semanal o men-
sualmente de acuerdo con la demanda de
uso del equipo. Ademas, se debe desinfec-
tar todo material que haya estado en con-
tacto con la cabina.

NOTA: para las rutinas de limpieza y des-
infeccion se debe utilizar siempre elemen-
tos de proteccidn personal.

B.4 HELADERAS Y FREEZER

Las heladeras y freezers son equipos des-
tinados a mantener los medios de culti-
vo, soluciones, reactivos, kits y muestras
a temperatura de refrigeracion (2 a 8°C,
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usualmente se programan a 5°C) o conge-
lacion (-18°C).

NOTA: las temperaturas sefaladas por los
displays de las heladeras no se encuen-
tran controladas, por lo que no se utilizan
para evidenciar la temperatura real dentro
de las mismas. Para ello se utilizan termé-
metros calibrados o Data Loggers calibra-
dos colocados en su interior.

- Verificacion de funcionamiento de las
heladeras y freezers: el funcionamien-
to, tanto de las heladeras como de los
freezers, es verificado con el registro diario
de las temperaturas a las que operan y los
registros generados por sus Data Loggers/
termometro digital.

En el caso de que alguno de estos
equipos presente oscilaciones que resulten
inadmisibles para la correcta ejecucién de
las funciones que lo involucran (se excede el
rango de temperatura de trabajo permitido
y éste no se puede regular mediante su ter-
mostato), se inhabilita temporalmente para
iniciar una revisién de su funcionamiento.
Durante esta etapa se evalla la recurrencia
del desvio, por ejemplo, mediante el uso de
un Data Logger o termdmetro adicional. De
persistir el inconveniente se lo da de baja
momentaneamente y se recurre al servicio
técnico especializado para su reparacion.
Se debe identificar el equipo con la leyenda
“FUERA DE SERVICIO A PARTIR DE” que
inhabilita temporalmente hasta su repara-
cion. Todo desvio de las condiciones nor-
males de funcionamiento, como también
bajas temporales se debe registrar en el
formulario correspondiente al equipo. Una
vez reparado el equipo inhabilitado y antes
de que se dé el alta definitiva, se verifica el
correcto funcionamiento monitoreando su
comportamiento durante por lo menos 24 h
utilizando un Data Logger/termdmetro. Se
evita la sobrecarga tanto de las heladeras
como de los freezers para permitir una co-
rrecta circulacién de aire en su interior.
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- Verificacion de pérdida de humedad
por deshidratacion: para verificar que la
calidad de los ensayos donde se involucra
el uso de heladeras no es afectada por la
posible deshidratacion de medios de cul-
tivo listos para su uso y almacenados en
ellas, se efectian ensayos de comproba-
cidon para este parametro. Se realiza una
verificacion de deshidratacién utilizando,
al igual que como se explica en estufas de
cultivo, placas de Petri descartables de 15
ml de agar PCA.

- Verificacion de deshidratacion en tu-
bos de ensayo: ademas del ensayo de ve-
rificacion de pérdida de humedad por des-
hidratacién con placas de Petri, se realizan
con tubos de ensayo. Se toman 10 tubos
de ensayo con aproximadamente 7 ml de
medio de cultivo como podria ser Agar TSI
en pico de flauta. Se registra el peso inicial
de cada tubo. Los tubos se colocan dentro
de la heladera a verificar, indicando el es-
tante seleccionado. Se dejan almacenados
durante 30 dias. Transcurrido este tiempo
se registra nuevamente el peso y se calcula
el porcentaje de deshidratacién sufrido en
cada uno y el promedio para toda la tanda.
Se considera admisible una pérdida de hu-
medad del 5% tanto en placas listas para
usar como en tubos de ensayo con medio
listo para usar.

NOTA: el ensayo se efectla sobre las he-
laderas utilizadas para el almacenamiento
de medios de cultivo preparados. Tam-
bién se puede usar cualquier otro medio
de cultivo para cualquiera de los ensayos
anteriores.

- Limpieza y mantenimiento del equipo:
se recomienda una limpieza de al menos
una vez al mes con solucién de detergen-
te al 2% y rociado con solucién desinfec-
tante. Durante el mantenimiento preventivo
se verifica el estado general del mismo y la
necesidad de reemplazar piezas constitu-
tivas del mismo, burletes, rejillas de forza-

Pag/70



dores de aire, termostato, etc. Efectuados
los trabajos de mantenimiento preventivo
se considera al mismo cumplido. Siempre
todo debe ser registrado en su formulario
correspondiente.

B.5 TERMOCICLADOR

El termociclador es el equipo utiliza-
do para realizar la reaccidn en cadena de
la polimerasa (PCR). La PCR es una valio-
sa técnica de analisis de alimentos y tiene
multiples aplicaciones, desde la deteccion
de microorganismos patégenos hasta la
deteccion de organismos genéticamente
modificados (GMO) o identificacién de es-
pecies animales. Actualmente, es habitual
disponer de un termociclador para realizar
PCR en los laboratorios de plantas frigori-
ficas.

La PCR es un técnica in vitro eficien-
te y rapida para la amplificacion de secuen-
cias especificas de ADN o ARN. Los kits de
PCR y los equipos disponibles en nuestro
pais se detallan en el capitulo VIII del pre-
sente manual. Para el uso, la limpieza y el
mantenimiento preventivo de cada termo-
ciclador se recomienda respetar rigurosa-
mente las indicaciones del fabricante.

B.6 DESTILADOR DE AGUA

El agua es el reactivo mas importan-
te dentro del laboratorio y esta presente en
la mayoria de los procesos que se utilizan
en él, desde el lavado del material hasta el
llenado del autoclave. La mayoria de los
casos en los requisitos generales de labo-
ratorio deben tener en cuenta el efecto de
las incrustaciones utilizando agua potable
simple. Las impurezas en el agua afectan
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la eficiencia, el mantenimiento y la vida util
de los equipos. Por ejemplo, los bafos ter-
mostaticos se encuentran en muchos tipos
de laboratorios. Habitualmente se suele
pensar que el agua potable sera suficiente
para calentar los bafnos, ya que el objetivo
es mantener las temperaturas constantes y
reguladas. Si bien esto es cierto, la sucie-
dad es un problema importante y afectara
el mantenimiento y la vida util del equipo.
Por otro lado, si el agua es muy pura, pue-
de producirse oxido. El agua desionizada
(o desmineralizada), el agua destilada y el
agua ultrapura son los tipos mas comunes
en el laboratorio. El uso de agua de calidad
en los andlisis es capaz de minimizar y/o
evitar errores analiticos, reducir el desgaste
de los instrumentos de medida y propor-
cionar resultados confiables.

El laboratorio puede adquirir el agua
comercialmente estableciendo requisi-
tos de compra y solicitando el certificado
de calidad correspondiente para avalar el
cumplimiento de estos requisitos, o pro-
ducir su propia agua de grado microbiol4-
gico sometiendo el agua corriente de red
a un proceso de ésmosis inversa. El agua
producida es posteriormente almacenada
en bidones plasticos limpios, previamente
desinfectados con soluciones de alcohol
al 70%y luego rotulados, identificando su
contenido y niumero de lote. Con el fin de
poder asegurar la calidad del agua que se
utiliza en el laboratorio, es necesario que
la misma cumpla con los requisitos, tanto
si el agua es adquirida comercialmente,
como la obtenida por el laboratorio, por lo
cual deben someterse a controles de cali-
dad (Tabla 11):
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Tabla 11. Controles de calidad del agua que se utiliza en el laboratorio.

) LiIMITES
DETERMINACION PARA
RECOMENDADOS FRECUENCIA
ANALISIS DE AGUA DESTILADA (APHA, USDA, ISO)
Recuento de bacterias 100 UFC/ml GCada lote
heterétrofas a 22°C durante 68+4h (max 1000 UFC/ml)
pH 5,5-7,5a25°C Cada lote
Cloro Residual < 0,1 ppm Cada lote
. 1S/cm a25°C
Conductividad (max 25 S/cm a 25°C) Cada lote
Amoniaco / Nitrégeno organico < 0,1 ppm Mensual
Metales pesados (totales): Cadmio, Cromo,
Cobre, Niquel, Plomo y Zinc. <01 mg/ Anual
Metales pesados (por separado): Cadmio,
Cromo, Cobre, Niquel, < 0,05 mg/I Anual
Plomo y Zinc.

Para mantener la trazabilidad del
agua utilizada en el laboratorio, cada lote
de agua ya sea, adquirida comercialmen-
te o producida por el equipo de filtracion
se designa con un numero correlativo. En
caso de incumplimiento de estos se inves-
tigan las causas y se corrige el defecto.

NOTA: para las determinaciones que no
se efectlan en el laboratorio, se envia-
ran muestras de agua a algun laboratorio
de ensayo aprobado como proveedor de
servicios de ensayos para las determina-
ciones a efectuar. Los informes de ensayo
remitidos por el proveedor son revisados
y conservados en el laboratorio.

- Determinaciones:

v" Determinacion del nimero total de Bac-
terias Heterétrofas por ml de agua: para
efectuar esta determinacion se siguen
las instrucciones de la metodologia Re-
cuento de bacterias aerobias totales en
aguas.

v" Determinacion de pH: Se vierten apro-
ximadamente 200 ml de la muestra en
un vaso de precipitado y se determina
el pH. Se tolera una variacion de pH de
5,5-7,5 a 25°C.

v' Determinacién de cloro residual total:
Para la determinacion del cloro residual
se utiliza un kit comercial cuyo limite sea
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0,1 ppm o inferior. Se considera cumpli
do este requisito cuando el valor de clo-
ro residual sea menor que 0,1 ppm.

v' Determinacién de conductividad: se
procede segun el instructivo del equipo
utilizado. Se recomienda un valor en el
orden de 1 S/cm y no mas de 25 S/cm
determinados a 25°C.

NOTA: para la evaluacion de limites de las
determinaciones se toman las referencias
del Standard Methods for the Examination

of Water & Waste water, APHA.

B.7 BANOS TERMOSTATICOS

Los bafos termostaticos son equi-
pos que permiten calentar o mantener la
temperatura constante en sistemas de re-
accion, posibilitando que haya un preciso
control de las temperaturas. En el labora-
torio suele utilizarse para calentamiento
de reactivos, fusion de sustratos o incu-
bacion de cultivos. Se utilizan diferentes
tipos de bafios de agua dependiendo de la
aplicacion. Para todos los bafios de agua,
se puede utilizar hasta 99,9°C. Cuando la
temperatura esta por encima de 100°C, se
pueden utilizar métodos alternativos tales
como bano de aceite, bafio de silicona o
bafo de arena para ciertas reacciones qui-
micas a altas temperaturas.
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Figura 9. Baiio termostatico.

- Bafos termostaticos con agua circu-
lante: los bafios termostaticos con agua
circulante son ideales para mantener la uni-
formidad y consistencia de la temperatura,
por ejemplo, para ensayos enzimaticos y
seroldgicos. El agua se hace circular a fon-
do por todo el bafo, dando como resultado
una temperatura mas uniforme.

- Baios termostaticos de agua no circu-
lante: este tipo de bafio de agua se basa
principalmente en la conveccion. Por lo
tanto, es menos preciso en términos de
control de temperatura. Ademas, hay com-
plementos que proporcionan la agitacion
a bafnos de agua no circulantes para crear
una transferencia de calor mas uniforme.

- Bainos termostaticos con sacudido: los
bafos termostaticos con sacudido tienen
un control adicional para agitar los liquidos.
Esta funcion se puede activar o desactivar.
En las practicas microbioldgicas, la agi-
taciéon constante permite que los cultivos
celulares cultivados en liquido se mezclen
constantemente con el aire.

Verificacion de las condiciones de fun-
cionamiento de los banos termostaticos:
- Ensayo de distribucion de calor: se rea-
liza antes de aprobar los bafos termosta-
ticos para su uso en el laboratorio. El es-
tudio consiste en evaluar la homogeneidad
y estabilidad en diferentes sectores de los
bafios monitoreando las temperaturas de
trabajo con carga maxima. Debe ser efec-
tuado por un proveedor aprobado para tal
fin. Se debe realizar este ensayo en las si-
guientes situaciones:

v' Cada vez que ingresa un bafo termos-
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tatico nuevo al laboratorio

v Al utilizar una temperatura diferente a
la indicada (excepcionalmente puede
considerarse valido el resultado de un
perfil térmico aplicado a otra tempera-
tura siempre y cuando la misma no ex-
ceda +5°C).

v' Al cambiar un cabezal.

Una vez aprobado para su uso, se
verifica la aptitud del funcionamiento repi-
tiendo el ensayo nuevamente en un periodo
de tiempo establecido por el laboratorio de
acuerdo con la utilizacion de este. En caso
de que el ensayo no resulte satisfactorio
para el rango de funcionamiento especifi-
cado, no se autoriza el uso del equipo.

- Determinacion de la estabilidad duran-
te el uso: se introduce en cada bafio un
termdmetro con el cual se verifica la tem-
peratura de operacion en forma diaria o
Data Logger calibrado y programado para
tomar lecturas de temperatura en un deter-
minado tiempo. Transcurrido el tiempo del
ensayo se retira el Data Logger y se proce-
san los datos obtenidos.

NOTA: las temperaturas sefaladas por los
displays de los bafos termostaticos no se
encuentran controladas por lo que se no
se utilizan para evidenciar la temperatura
real dentro de los mismos. Se utilizan uni-
camente como referencia de temperatura
de programacion.

- Criterios generales para la aprobacion
de banos termostaticos: el laboratorio
debe determinar los siguientes criterios
de aceptabilidad para la aprobacién de un
bafio termostatico:

v" Demostrar objetivamente la uniformi-
dad en la distribucién de calor segun
las condiciones de trabajo estipuladas
para la misma.

v" Demostrar objetivamente que la tempe-
ratura se mantiene en el rango de traba-
jo durante todo el ensayo (estabilidad).
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El correcto funcionamiento de los
bafios termostaticos resulta evidenciado
por el registro de las temperaturas que se
originan durante el uso. En el caso de que
se presenten oscilaciones de temperatura
que resulten inadmisibles para la correcta
ejecucion de los ensayos que se efectian,
es decir, que las temperaturas registradas
estén fuera del rango establecido, éstos
son regulados nuevamente para compro-
bar la recurrencia del problema. De persistir
el inconveniente, se da de baja momenta-
neamente al equipo en cuestion y se recu-
rre al servicio técnico especializado para su
control y reparacion. Una vez reparado el
equipo y antes de darle el alta definitiva, se
verifica su correcto funcionamiento moni-
toreando su comportamiento durante por
lo menos 24 h. Luego se procede a repetir
el ensayo de distribucién de calor.

NOTA: para evitar la precipitacidon de sa-
les del agua del bafo por accion del calor
que luego resultan dificiles de remover, se
emplea agua destilada o desmineralizada.
NOTA: con el fin de evitar desvios respec-
to del normal funcionamiento de los ba-
fos termostaticos, el personal del labora-
torio no se encuentra autorizado a regular
el funcionamiento de sus cabezales de
ninguna forma. Unicamente se autoriza la
utilizaciéon de los botones de programa-

cién de la temperatura de uso.

- Limpieza: para la limpieza de los bafos

termostaticos se recomienda seguir las ins-

trucciones del fabricante. Sin embargo, se

sugiere el siguiente esquema de minima:

v’ Limpieza de gradillas: dos veces al mes
y en caso de que se requiera.

v' Limpieza exterior del bafio dos veces al
mes y en caso de que se requiera.

v Desinfeccion: debe ser con una sustan-
cia apta como detergente neutro al 2%
o alcohol al 70% y secado con un pafio
himedo o papel absorbente.
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B.8 STOMACHER

Es un equipo triturador de accién de
batido y agitacién para la homogeneizacion
de muestras directamente en bolsas estériles.
Puede tener visualizacion digital de velocida-
des y tiempos o se graddan manualmente.

Figura 10. Stomacher.

- Limpieza y mantenimiento preventivo:
suele limpiarse antes y luego de su uso con
pafio con agua y rociado con solucién des-
infectante o solucidén de alcohol al 70%.
Estos equipos no requieren ningln mante-
nimiento preventivo especifico. En ocasio-
nes puede considerarse la lubricacion de
las paletas o la reposicién del burlete.

B.9 AGITADOR DE MESADA

El agitador de mesada es un dispo-
sitivo que se utiliza para mezclar liquidos
de forma rapida y eficiente. También se lo
conoce como agitador de trompeta o agi-
tador de remolino.

- Tipos

v' manual: se utiliza en laboratorios pe-
quenos.

v’ electrdnico: controla mediante un panel
y se utiliza en laboratorios mas grandes
o en aplicaciones mas exigentes.

También existen agitadores de me-
sada con diferentes tamarios y formas de
la trompeta, para adaptarse a diferentes
tamafos y formas de recipientes.
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B.10 AIRE ACONDICIONADO

El equipo de aire acondicionado
permite mantener un control y ajuste de
las condiciones termo-higrométricas. Son
necesarios para proporcionar un ambien-
te controlado y estable para el trabajo con
microorganismos. Estos equipos propor-
cionan una temperatura, humedad y flujo
de aire controlados. En algunas situaciones
se pueden requerir determinadas condicio-
nes de temperatura o humedad, en estos
casos los parametros vendran fijados por
criterios del personal del laboratorio.

Las areas del laboratorio suelen
operan en un rango de temperaturas de
18°C a 25°C especialmente para mantener,
por ejemplo, los medios de cultivos en un
rango de temperaturas recomendadas por
el fabricante. Se recomienda mantenerlo
programado a 22°C.

Tabla 12. Ejemplo de registro de mantenimiento y limpieza de un aire acondicionado.

Mantenimiento: control de presién y carga
de gas, por personal externo. Se recomien-
da una vez al ano.

Limpieza: inspeccion y lavado de filtros. Se
debe tener en cuenta que el lavado de los
filtros se debe realizar con esponja suave
para no generar danos. Colocar los filtros
una vez que se encuentren totalmente se-
cos. Frecuencia de limpieza al menos una
vez al mes.

NOTA: se recomienda que el sistema de
aire acondicionado sea independiente y
exclusivo de cada sector.

NOTA: en el caso de que la temperatura
de la sala/sector se encuentre por deba-
jo del umbral de tolerancia, se debera in-
crementar el valor de temperatura a fin de
cumplir con los rangos. Caso contrario, si
se encuentra por encima del rango de to-
lerancia, se debera disminuir.

Registro de limpieza y mantenimiento de aire acondicionado

Fecha Limpieza

de filtros

Inspeccién visual
de la integridad

Mantenimiento

Observaciones Responsable

Tabla 13. Ejemplo de registro para el control de temperatura de un aire acondicionado.

Registro de control de temperaturas del aire acondicionado

Fecha Hora Temperatura °C

Observaciones

Responsable

C. INSTRUMENTOS
C.1. BALANZAS

La balanza es un instrumento que
mide la masa de un cuerpo o sustancia,
utilizando como medio de comparacién la
fuerza de la gravedad que actua sobre el
cuerpo. En el laboratorio se utiliza para pe-
sar mezclas de componentes en proporcio-
nes predefinidas y pesos especificos, como
la preparacion de los medios de cultivo.
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Las mas comunes a utilizar en el la-
boratorio, son las siguientes:

C.1.1 Balanza analitica

Funciona mediante la comparacién
de masas de peso conocido con la masa
de una sustancia de peso desconocido.
Dispone de una caja externa que protege
la balanza de las interferencias, como co-
rrientes de aire que pudieran presentarse
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en el lugar donde se encuentra instalada.
En la actualidad, se considera que una ba-
lanza analitica es aquella que puede pesar
diez milésimas de gramo (0,0001 g) o cien
milésimas de gramo (0,00001 g); tienen
una capacidad que alcanza generalmente
hasta los 200 g.

&% oo0tt. R
fé €5130559‘5‘5
\

Figura 11. Balanza analitica.

- Encendido y verificacion del estado de
calibracidn: antes de encender la balan-
za para su uso, el personal de laboratorio
debe verificar que esté nivelada. Para nive-
lar la balanza se regulan las perillas (apo-
yos) ubicadas en los laterales del equipo
hasta centrar la burbuja de aire dentro del
circulo del nivel. Una vez que la balanza
se encuentra nivelada se procede a en-
cender el equipo conectandolo a la fuente.
Se aguarda aproximadamente 15 min para
que el equipo se estabilice.

- Frecuencia de verificacion: antes de
cada uso el personal de laboratorio verifi-
ca el estado de calibracion de la balanza
utilizando una pesa patrén externa de va-
lor nominal con trazabilidad a patrones na-
cionales o internacionales (el tipo de pesa
se determina de acuerdo con los kg de la
balanza). La medicién con pesas externas
permite determinar los desvios remanentes
de indicacién que el sistema de ajuste ini-
cial no puede corregir.
v' Cuando se coloca una pesa de 20 g el
error maximo tolerado es +0,001 g.
v' Cuando se coloca una de 50 o0 100 g el
error maximo tolerado es de +0,002 g.
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Las pesas se manipulan con sumo
cuidado, utilizando pinzas o guantes pro-
vistos para tal fin y se conservan en su es-
tuche original.

- Recomendaciones para el manteni-
miento de la balanza analitica: por tratar-
se de un instrumento de medicion delicado
que puede resultar afectado en lo que se
refiere a su exactitud y precisién en la ex-
presion de los resultados que emite, se re-
comienda evitar las siguientes situaciones:

v El traslado innecesario de la balanza a
cualquier lugar que no sea el asignado
para ella.

v" El manipuleo del aparato y de las pe-
sas externas por cualquier persona que
desconozca los recaudos necesarios
que se deben tomar para operar este
instrumento.

v' Limpieza del instrumento por personal
externo al del laboratorio.

v' Designar la limpieza del equipo a un
responsable que pertenezca al labora-
torio.

v Colocar sobre el plato cualquier peso
que resulte superior.

v" Manipular las pesas utilizadas durante
la verificacion del estado de calibracién
externa con las manos desnudas. Para
ello se utiliza pinzas o guantes provistos
para tal fin.

- Limpieza: al momento de utilizar la ba-
lanza el platillo de pesaje debe estar libre
de polvo o suciedad. La limpieza se efectua
con una pieza de tela limpia que puede es-
tar humedecida con agua destilada. Si es
necesario retirar alguna mancha, se puede
aplicar un detergente apto. También se pue-
de usar un pincel de pelo suave para remo-
ver las particulas o el polvo que se hubiesen
depositado sobre el platillo de pesaje.

v" Frecuencia de limpieza: antes y des-
pués de cada uso, y cuando se observa
suciedad.

v" Agente de limpieza: alcohol 70% o so-
lucién de amonio cuaternario 2%.
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NOTA: el fabricante brinda instrucciones
para el tipo y modelo de balanza.

C.1.2 Balanza granataria

Se utilizan si no se requiere gran
precision.

Figura 12. Balanza granataria.

- Ajuste y verificacion de mediciones: el
personal de laboratorio verifica que la ba-
lanza a utilizar se encuentre nivelada antes
de encenderla. Para nivelar la balanza se
regulan las perillas (apoyos) ubicadas en
los laterales del equipo hasta centrar la
burbuja de aire dentro del circulo del nivel.
Una vez que la balanza se encuentra nive-
lada se procede a encender el equipo co-
nectandolo a la fuente. Finalizado el ajuste
el display marca cero y el equipo esta listo
para ser usado, teniendo en cuenta la ca-
pacidad maxima de la balanza.

NOTA: las balanzas Marca Sartorius po-
seen una pesa interna con la cual puede
efectuarse el ajuste del instrumento man-

teniendo presionada la tecla CAL.

- Frecuencia de verificacion: por lo me-
nos una vez a la semana el personal de la-
boratorio verifica el estado de calibracion
de las balanzas utilizando una pesa patrén
externa de valor nominal. Puede ser de 20
gramos, 50 gramos y/o 100 gramos con tra-

zabilidad a patrones nacionales o interna-
cionales. La medicién con pesas externas
permite determinar los desvios remanentes
de indicacién que el sistema de ajuste ini-
cial no puede corregir. Cuando se coloca
la pesa de un kilo el error maximo tolerado
es de +0,2 g (Organismo Internacional de
Metrologia Legal R76-1:1992). Cuando se
coloca una pesa de 20, 50 o 100 g el error
maximo tolerado es de +0,1 g.

- Recomendaciones para el manteni-
miento de la balanza granatarias: por
tratarse de instrumentos de medicién de-
licados, que pueden resultar afectados en
lo que se refiere a su exactitud y precision
en la expresion de los resultados que emi-
ten, se recomienda evitar las mismas situa-
ciones descriptas para balanzas analiticas.
En caso de que la balanza no responda
al ajuste interno por razones ambientales
(esto queda demostrado en el display du-
rante el mismo), ya sea corrientes bruscas
de aire, vibraciones durante el ajuste, etc.,
se procede a eliminar estos factores cuan-
do ello resulte posible.

- Limpieza: ver limpieza de balanza analitica.

- Calibracion de las balanzas: el proceso
de calibracion de balanzas debe ser rea-
lizado por personal capacitado especifico
para esta actividad. En el momento que se
solicita el servicio de calibracién se debe
constatar que los patrones se encuentren
dentro de los parametros requeridos por el
laboratorio, como por ejemplo los valores
de tolerancia, incertidumbre y trazabilidad
de los patrones de referencia que utilizan.

Tabla 14. Ejemplo de registro de ajuste y verificacion de balanzas.

REGISTRO DE AJUSTE Y VERIFICACION DE BALANZAS

Formulario

Equipo y cddigo de pesas

Fecha Hora Verificacion

Resultado de Firma

20 g 100 g

verificacion
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C.2 PESAS PATRON

Una pesa patrdn consiste en un pa-
tron de medicion que se encarga de ma-
terializar la masa. La OIML se encarga de
establecer las distintas clases de pesas.

Figura 13. Pesas patron.

- Calibracion: dado que las pesas exigen
cierta precision y veracidad en los valores
de medicidon que proveen por su influen-
cia sobre la calidad final del resultado de
los ensayos en los que son utilizados, o
requieren la conservacion en el tiempo de
alguna caracteristica propia, estos deben
ser calibrados en laboratorios de calibra-
cién externos. Para la calibracién de pesas
se utiliza la determinacion de masa con-
vencional y susceptibilidad magnética. El
intervalo de calibracidn se define segun las
recomendaciones del fabricante y la fre-
cuencia de uso.

- Recomendaciones para el manteni-
miento de pesas: se recomienda, al me-
nos una vez al afo, verificar el estado de la
campana. Inspeccidén de marcas o huellas
dactilares, grasa y polvo superficial.

C.3 TERMOMETROS

Los termdmetros son instrumentos
utilizados para medir la temperatura con un
alto nivel de exactitud. En los laboratorios
podemos encontrar distintos tipos:

- Termoémetro de inmersion

Es un instrumento conformado por
un tubo largo de vidrio con un bulbo en
uno de sus extremos. En el exterior, tiene la
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escala numérica en °C, puede medir tem-
peraturas que van desde los -20°C hasta
los 200°C.El liquido que se dilata dentro del
cuerpo del termdmetro es alcohol que esta
tefido de rojo para facilitar la observacion
de la marca.

- Termémetro digital con termocupla

Es un dispositivo disefiado para la
medicion de temperatura, basado en efec-
tos termoeléctricos, lo que le permite medir
temperaturas hasta los 200°C e inferiores a
los -50°C, dependiendo los materiales con
los que se fabrique.

- Data Logger

Es un instrumento disefiado para re-
gistrar temperaturay humedad. Tiene panta-
lla digital. El equipo almacena en su memoria
los valores que pueden ser luego impresos
en forma de tabla con su correspondiente
fecha y hora, mediante el software. Posee
un display digital multifuncional donde se
observa la informacion sobre el estado de
los ciclos, estadisticas y condiciones de la
alarma informando humedad maxima/mini-
ma, temperatura maxima/minima y prome-
dio, tiempo fuera de especificacion y valor
actual. De acuerdo con el modelo tiene una
temperatura de trabajo -40 a +70°C.

- Calibracion de termdémetros: los termo-
metros utilizados en el laboratorio deben ser
calibrados antes de su uso en un organismo
capaz de emitir certificados de calibraciéon
trazables a patrones nacionales de tempe-
ratura. Se recomienda que se encuentren
acreditados bajo norma |IRAM-ISO/IEC
17025 vigente en magnitud y rango. Los ter-
mdmetros se envian al proveedor de servi-
cios de calibracion para ser calibrados en
los puntos en los que habitualmente se uti-
lizan. Con los puntos seleccionados se ge-
neran rangos de uso, los cuales se utilizan
para realizar las correcciones de temperatu-
ra correspondientes (ver mas adelante). La
validez de la calibracion dependera del uso
y el historial del equipo, usualmente cada 2
anos.
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NOTA: la ejecucion de reparaciones so-
bre los termémetros invalida la calibracién
efectuada, por lo que la misma debe repe-
tirse antes de volver a darlo de alta.

- Verificacion de funcionamiento de ter-
mometros (digital y Data Logger): la ve-
rificacion de funcionamiento de los termo-
metros se efectla a través de un proveedor
aprobado para el servicio. Para el caso de
los termdmetros se realiza en un punto de
uso mas frecuente, con el fin de verificar
que los rangos de temperatura en los que
se utiliza, se mantienen estables y dentro
de los valores aceptables.

- Recomendaciones para el manteni-
miento de termometros: se recomienda
realizar el servicio de mantenimiento al me-
nos una vez al ano. Generalmente antes de
efectuar la verificacién de funcionamiento
de los termometros se lleva a cabo una ins-
peccion de la integridad de estos. En caso
de que se detecten potenciales roturas por
desgaste se efectla una pronta reparacién
para evitar la baja por desperfectos mayo-
res. Durante el mantenimiento preventivo
se inspecciona:

v La integridad de la sonda de tempera-
tura buscando roturas, cortes, puntos
sin aislamiento o falsos contactos.

v La integridad de la columna del termé-
metro de inmersion buscando cortes en
la misma.

v Laintegridad de la carcasa de los equi-
pOS.

v' La pila o bateria en busca de posibles
sulfataciones.

v' El historial de calibracion, el mante-
nimiento preventivo, la verificacién
y estado general de cada uno de los
termometros, incluyendo las posibles
reparaciones efectuadas sobre los
mismos se podran registrar en un for-
mulario.
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NOTA: de acuerdo con la necesidad del
laboratorio estos termdmetros son indis-
pensables o no, por lo cual debera deter-
minar para qué tipo de actividad se re-

quiere.

C.4 MICROPIPETAS

Las micropipetas son instrumentos
disefiados para succionar y transferir pe-
quefnos volumenes de liquido.

Bt Besion Tip Ejector

Tip Epector coflar

L

i =
&
= - Drisplay

Figura 14. Micropipeta automatica y sus partes.

Funcionamiento y correcta utilizacion
de una micropipeta

i) Seleccionar la micropipeta que se re-
quiere

Actualmente podemos encontrar pi-
petas de volumen fijo o variable, se reco-
mienda utilizar pipetas de volumen variable
ya que podemos ajustar distintos rangos;
por ejemplo: entre 2-20 pl, 10-100 pl, 20-
200 pl, 100-1000 pl, 1-10 ml, entre otros.

El rango de trabajo suele ser entre el
10 y 100% de su volumen nominal maximo
(liquido que es capaz de medir la micropi-
peta)

NOTA: la precision de las micropipetas
disminuye al acercarnos a su volumen de
trabajo minimo.
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ii) Seleccionar el volumen a dispensar

En las micropipetas se puede selec-
cionar el volumen a utilizar, para ello dispo-
nen de ruedas de ajuste del volumen en la
parte superior del instrumento.

NOTA: segun el modelo o marca, pode-
mos encontrar diferencias en la utiliza-
cion, por lo cual se recomienda siempre
consultar al fabricante.

iii) Seleccionar el tip adecuado para la
pipeta

Las micropipetas requieren del uso
de tips descartables estériles que son ac-
cesorios de plastico, ajustables, que reco-
gen el liquido a dispensar. Cada micropi-
peta requiere un tipo de tip especifico, que
depende del volumen nominal de la pipeta
y del modelo y marca del fabricante.

NOTA: las micropipetas se pueden iden-
tificar por colores y etiquetadas con el
volumen para el que estan disefadas.
La identificacidon por colores permite una
identificacion rapida de las puntas que va-
Mos a necesitar.

NOTA: la eleccién del tip también depen-
de del disefio del fabricante, hay tips uni-
versales que pueden ajustarse a los dife-
rentes modelos o podemos encontrar tips
con disefos especiales para adaptarse a
necesidades concretas como puntas mas
finas y largas, tips con filtros, tips disefha-
dos para aplicaciones especificas, etc.

iv) Aspirar el liquido

Mantener la pipeta vertical y presio-
nar el émbolo para llevar a cabo una co-
rrecta aspiracion del liquido. Manteniendo
esta posicion, deberemos presionar el ém-
bolo o piston con el pulgar hasta el primer
tope antes de introducirlo en el liquido.
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Figura15. Correcta utilizacién de las micropipetas
automaticas.

Luego, con el émbolo presionado,
introduciremos la punta en el liquido, for-
mando un angulo de 90° con este, y se
suelta el émbolo suavemente. La profundi-
dad de inmersion depende del volumen del
tip que estemos utilizando.

NOTA: se recomienda tomar y dispensar
el liquido 2-3 veces antes de aspirar el vo-
lumen definitivo. Esta accion favorece la
formacion de un film de liquido en la pun-
ta, lo que mejora la precision del pipeteo,
especialmente de liquidos volatiles o con
densidad superior a la del agua. Acondi-
cionar el interior de la punta de esta forma
permite también neutralizar el efecto capi-
lar que se produce en las puntas de volu-
men muy pequefo y equilibrar la tempera-
tura de la punta y de la muestra cuando se
usan puntas de volimenes mayores. Esta
practica no es recomendable al pipetear
liquidos por encima de 37°C o liquidos
muy frios.

v) Dispensar el liquido

La mejor técnica para dispensar el
liquido es dejarlo caer por la pared lateral
del recipiente donde queremos llevar la ali-
cuota, presionaremos el pistdn lentamente
hasta llegar al segundo tope.

vi) Expulsar y desechar la punta utilizada

Las micropipetas disponen de un
botdn eyector que nos permite expulsar los
tips de manera automatica, facilitando su
reemplazo y reduciendo el riesgo de con-
taminaciones.
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Siempre debemos depositar los tips
utilizados en un contenedor destinado para
ello, segun las caracteristicas de los mate-
riales o reactivos con los que estemos tra-
bajando.

NOTA: una buena gestion de los residuos
o material desechado en el laboratorio es
esencial para nuestra seguridad en el tra-
bajo y para el medioambiente.

- Calibracion y verificacion externa: la
calibracién incluye la determinacion de

MICROPIPETA

ENSAYOD

10HL

i
-)) CALIBRACION >

error absoluto y precisién (volumen mini-
mo, medio y maximo). Las pipetas auto-
maticas deben ser calibradas por un labo-
ratorio externo antes de su uso. Luego de
la calibracion se realiza la lectura de los
datos obtenidos para verificar que sean
correctos. Por ejemplo, si utilizamos una
pipeta de 10 pl durante un ensayo, con un
error maximo permitido +0,5 pl, la toleran-
cia seria de 9,5 a 10,5. Si el resultado es
de 10,6 pl, esta pipeta debe considerarse
inadecuada para este uso y destinada a
otra con mayor tolerancia.

PROCESO

MICROFIPETA ENSAYO

Error maximo Resultado
permitido

05HL
. 9.5uL
é 10,581
i e 10,6 UL

MICROPIPETA NUEVO USO
Figura 16. Calibracién de micropipetas C.5 DISPENSADORES

El periodo se define de acuerdo con
las condiciones, historial del instrumento y
resultados obtenidos luego de la calibra-
cion externa o luego de reparaciones cri-
ticas.

- Recomendaciones para el manteni-
miento preventivo: inspeccién de piezas
mecanicas, verificacién de recorrido y lu-
bricacion del émbolo. Se recomienda de
manera semestral o anual de acuerdo con
el uso.
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El dispensador es un instrumento
que tiene como propdsito traspasar volu-
menes de un recipiente a otro (usarlo como
pipeta), siempre y cuando no se requiera
mayor exactitud al momento de la medi-
cion de volumenes.

Figura 17. Dispensadores.
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También se utiliza para afiadir un vo-
lumen determinado de un reactivo o de un
diluyente a una solucién. Existen dos tipos
de dispensadores:

v Dispensador mecanico: se necesita
graduar manualmente, la medicién de
volumen tiene un porcentaje de error
mayor que los eléctricos.

v Dispensador electrénico: cuenta con
una pantalla LCD que hace mas preciso
la medicion de volumen.

- Ventajas de utilizar un dispensador:

v’ Tiene un ajuste del volumen rapido, sim-
ple y preciso (algunos modelos cuentan
con una pantalla LCD).

v' Se puede calibrar las veces que sea ne-
cesario.

v Tiene una gran resistencia a los acidos y

a los cambios bruscos de temperatura.

Los liquidos no se cristalizan.

Es facilmente desmontable.

Tiene un error de medicién de volumen

alrededor de 0,5%.

ANEANERN

- Calibracion y verificacion externa: la
calibracion incluye la determinacion de
error absoluto y precisién (volumen mi-
nimo, medio y maximo o segun el que se
utiliza en el laboratorio diariamente). Los
dispensadores se calibran por un labora-
torio externo antes de su uso. Al igual que
cualquier calibracion, se realiza la lectura
de los datos obtenidos para verificar que
sean correctos.

- Limpieza de pipetas y dispensadores:
todos los dias de trabajo se debe verificar
que el instrumento se encuentre limpio en
sus superficies interiores y exteriores. Si se
detecta suciedad, la misma debe limpiarse
utilizando un solvente adecuado o una so-
lucién jabonosa. Revisar las recomendacio-
nes del fabricante sobre la compatibilidad
que tienen los materiales con que esta fa-
bricada la pipeta para seleccionar aquellos
solventes que no produzcan efectos dani-
nos a la integridad de los componentes.
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NOTA: algunas pipetas y dispensadores
se pueden esterilizar en autoclave, utili-
zando un ciclo de 121°C y 30 min. Algunas
requieren ser desensambladas para que
el vapor esté en contacto con sus com-
ponentes internos. Para desensamblar se
debe seguir los procedimientos indicados

por los fabricantes.

C.6 MEDIDORES DE pH

Los medidores de pH potenciomé-
tricos miden el voltaje entre dos electrodos
y muestran el resultado convertido en el
valor de pH correspondiente. Se compone
de un simple amplificador electronico y un
par de electrodos, o alternativamente un
electrodo de combinacion, y algun tipo de
pantalla calibrada en unidades de pH. Por
lo general, tiene un electrodo de vidrio y un
electrodo de referencia, o un electrodo de
combinacion. Los electrodos, o sondas, se
insertan en la solucion a ensayar.

El disefio de los electrodos es la
parte clave. Se trata de estructuras de va-
rilla, normalmente hechas de vidrio, con
una bombilla que contiene el sensor en la
parte inferior. El electrodo de vidrio para
medir el pH tiene una bombilla de vidrio di-
sefiada especificamente para ser selectiva
a la concentracion de iones de hidrogeno.
En inmersién en la solucién a ensayar, los
iones hidrogeno en la solucion de ensayo
cambian por otros iones cargados positi-
vamente en el bulbo de vidrio, creando un
potencial electroquimico a través del bul-
bo. EI amplificador electronico detecta la
diferencia de potencial eléctrico entre los
dos electrodos generados en la medicion y
convierte la diferencia de potencial en uni-
dades de pH.

Se verifican diariamente con buffer
certificados 4 y 7. Se recomienda ajustar el
instrumento una vez al dia, antes de reali-
zar la primera medicion. A su vez, el instru-
mento se ajusta:

v" Cuando el electrodo o el termdmetro es
reemplazado.
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v' Después de efectuar determinaciones
de pH de productos quimicos agresi-
VOS.

v' Cuando la frecuencia de uso es alta.

NOTA: Se cambia un electrodo por rotura,
desperfecto o envejecimiento.

- Verificacion del ajuste de medidores
de pH: se recomienda que, como minimo,
una vez al mes se efectla una verificacién
intermedia del estado de ajuste de los me-
didores de pH utilizados en el laboratorio.
La verificacion se efectia utilizando una
solucién buffer de pH 6,01 denominada
“de referencia” designada especialmente
para este fin. Dicha solucién no se utiliza
para los ajustes diarios de los equipos. Una
vez que los medidores de pH se encuen-
tran ajustados se sumergen sus electro-
dos en la solucion de referencia y efectua
nuevamente la lectura. Se tolera un desvio
de +0,03 unidades de pH entre el valor de
pH de la solucion de referencia y el pH re-
gistrado por cada instrumento. En caso de
que la verificacién intermedia no resulte sa-
tisfactoria, se repite el ajuste y se efectua
una nueva verificaciéon. Si la misma resulta
nuevamente insatisfactoria se da de baja
el equipo y se consulta al servicio para su
arreglo.

- Verificacion de la sensibilidad y cam-
bios de electrodo: al tomar una medida de
pH, luego de la etapa de ajuste, el pH debe
llegar al equilibrio luego de 30 segundos y
mantenerse estable, considerando estable
la medida si en 5 segundos no hay cam-
bios mayores que 0,02 unidades de pH.
Tiempos mayores al establecido pueden
deberse a un envejecimiento del electrodo,
este proceso es especialmente acelerado
cuando se utiliza el medidor de pH con
medios de cultivo. La sensibilidad del elec-
trodo se controla midiendo la diferencia de
potencial en mV, entre pH=4 y pH=7, dicha
diferencia debe ser 171-172 mV. Si la dife-
rencia es inferior a 172 mV pero mayor de
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150 mV se debe regenerar (reestablecer el
electrodo) segun las instrucciones del fa-
bricante. Si la diferencia es menor de 150
mV se reemplaza el electrodo.

También puede verificarse aplicando la si-
guiente férmula:

Pendiente % = (mVapH 7 - mV a pH 4) x
100/177

Si el porcentaje es inferior a 95% o
superior a 105% debe efectuarse un man-
tenimiento sobre el par (electrodo/ medidor
de pH). Se verifica la sensibilidad de los
electrodos por lo menos una vez al mes. Si
existe coincidencia entre la indicacion del
instrumento y el valor asignado al material
de referencia, el instrumento se considera
en correcto estado de funcionamiento. Si
existe discrepancia (por ejemplo >0,1 U
pH), el instrumento se coloca fuera de ser-
vicio.

NOTA: la medida de pH, en algunos medi-
dores de pH se considera luego de 3 se-
gundos de estabilidad. En otros casos los
equipos traen un reloj que indica el mo-
mento de tomar la medida.

C.7 TEMPORIZADORES

Los temporizadores tienen un con-
tador en su interior, el cual se encarga de
medir los segundos/min y poseen una alar-
ma que se enciende cuando se cumple con
el tiempo programado.

Es una pieza vital en los laborato-
rios para el control del tiempo, en proce-
SOs que requieren un tiempo determinado
como puede ser la colocacién en los blo-
ques para la desnaturalizaciéon del ADN en
la reaccion de la cadena de polimerasa.

Se usa en los espacios de labora-
torio, para programar el tiempo en que se
tardara una reaccién en aparecer, lo cual al
cumplirse el tiempo se encendera una alar-
ma que le dira al personal de laboratorio,
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que ya se cumplié el tiempo de espera para
un ensayo.

D. MATERIALES

Conjunto de utensilios de los que
precisa un laboratorio para poder llevar a
cabo las técnicas analiticas. El material que
indicamos a continuacién es el que se utili-
za en un laboratorio basico de microbiolo-
gia. El material de laboratorio puede cata-
logarse en funcion de su naturaleza: vidrio,
plastico y metal.

Vidrio: se caracteriza por resistir altas tem-

peraturas, aunque pueden ser deteriorados
por productos quimicos y altas temperatu-
ras.

Plastico: tiene la ventaja de ser irrompible
y tener poco peso. Algunos plasticos pue-
den contener liquidos hasta 130°C, pero
no resisten la llama directa y pueden ser
deteriorados por disolventes organicos vy
acidos fuertes.

Metal: suele utilizarse como soporte o su-
jecién y recoger sélidos; como ejemplos te-
nemos las cucharillas o espatulas de metal.

Tabla 15. Ejemplo de materiales y cantidades necesarias para un laboratorio de microbio-

logia de una planta frigorifica bovina.

MATERIALES

CANTIDAD ESTIMADA NECESARIA

Frascos Schott 10
Probeta 1
Gradilla 3

Ansas anillo y recta 2
Embudo 1
Vaso de precipitado 2

Pinza

Segun la cantidad de técnicos

Cuchara

Segun la cantidad de técnicos

Hoja de bisturi

De acuerdo con el andlisis de muestras (caja 100 unidades)

Mango de bisturi

Segun la cantidad de técnicos

Placas de Petri

Segun la cantidad de ensayos

Tubos de ensayo

100

Espatula

Segun la cantidad de técnicos

D.1 MECHERO BUNSEN (CON VALVULA
DE SEGURIDAD)

El mechero Bunsen es un instru-
mento utilizado para calentar muestras y
sustancias quimicas. Esta constituido por
un tubo vertical que va enroscado a un pie
metalico con ingreso para el flujo de gas,
el cual se regula a través de una llave so-
bre la mesa de trabajo. En la parte inferior
del tubo vertical existen orificios y un anillo
metalico movil o collarin también horada-
do. Ajustando la posicién relativa de estos
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orificios (cuerpo del tubo y collarin respec-
tivamente), los cuales pueden ser esféricos
o rectangulares, se logra regular el flujo de
aire que aporta el oxigeno necesario para
llevar a cabo la combustion con formacion
de llama en la boca o parte superior del
tubo vertical.

Figura 18. Mechero Bunsen.
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Es importante entender las zonas de
reaccion de la llama:

* Base de la llama: De temperatura baja.
Se emplea para investigar la presencia de
sustancias volatiles que pueden colorear la
llama.

« Zona de fusion: Se utiliza para investigar
la fusibilidad y volatilidad.

« Zona oxidante inferior: se emplea para la
oxidacion de sustancias disueltas en flujo
vitreo.

« Zona reductora inferior: Es utilizada para
realizar reducciones sobre carbdn vegetal
o con flujo vitreo.

* Llama reductora superior: es la punta lu-
minosa del cono interior de la llama. Se pro-
duce reduciendo el acceso de aire. Permite
reducir 6xidos en forma de incrustaciones.
* Llama oxidante superior: Es la zona no lu-
minosa de la llama. Actia mejor cunado los
orificios de entrada del aire estan abiertos.
Se emplea en pruebas de oxidacion, para
desprender productos volatiles y para pro-
cesos de oxidacion que no necesitan tem-
peraturas excesivamente elevadas.

Las pruebas de fusibilidad permiten de-
terminar a qué temperatura se funden al-
gunas sustancias. Para determinar las dife-
rentes temperaturas de la llama se analiza
la luz emitida por un alambre de platino al
entrar en contacto con la llama.

* Rojo incipiente 525°C.

* Rojo oscuro 700°C.

* Rojo cereza 950°C.

* Rojo amarillento 1100°C.

* Rojo blanco débil 1300°C.

* Rojo blanco brillante 1500°C.

NOTA: verificar el correcto el suministro
de gas. Siempre debe ser manipulado por
una Unica persona. La cerilla debe estar
encendida antes de abrir la llave que su-

ministra gas.

D.2 PROBETA

Es un tubo transparente, el cual
cuenta con una base que permite apoyar-
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lo, y tiene como principal funcion medir el
volumen de un liquido o de un sdlido. Es
una de las piezas de material fundamental
en cualquier laboratorio. La probeta debe
limpiarse antes de utilizar. Se afiade liqui-
do hasta un punto especifico llamado me-
nisco, que es la curva que se forma en la
superficie del liquido al entrar en contacto
con las paredes de la probeta, este proce-
dimiento se conoce como enrasamiento.

. .

Figura 19. Probeta.
D.3 TUBO DE ENSAYO

Es un instrumento que se utiliza para
verter liquidos, soluciones o muestras que
se deben analizar. Posee una forma cilin-
drica alargada generalmente de vidrio. Su
base tiene forma de “U” redondeada.

El tubo de ensayo tiende a ser méas
pequeifo que la probeta promedio, y es
mas facil de transportar y almacenar.

D.4 GRADILLA

Cuando utilizamos tubos de ensa-
YO es necesario ser capaces de dejarlos
en un sitio fijo desde el cual poder trabajar.
Es por ello que una rejilla o gradilla puede
ser de gran utilidad para depositarlos, es-
pecialmente cuando contamos con varias
muestras. Las gradillas pueden adoptar
diferentes formas y tamarnos dependiendo
de la cantidad de tubos que contengan y
de los criterios utilizados para clasificarlos
en varias categorias.

D.5 PLACAS DE PETRI

Recipiente redondo, transparente
y con tapa, que se emplea habitualmente
para colocar medios de cultivo sélidos para
desarrollos bacterianos. Estos pueden de

Pag/85s



ser de vidro o de plastico, recomendando
estos ultimos por el facil uso cotidiano.

Figura 20. Placa de Petri.

Es utilizado para poder observar di-
ferentes tipos de muestras tanto bioldgicas
como quimicas. Las cuales se encuentran
encerradas dentro de la placa. En caso de
adquirir las de vidrio son reutilizables, se
esterilizan mediante autoclave; las de plas-
ticos son estériles y de diferentes tamafios
segun lo que se requiera, de diametros 60
mm, 90 mm, 150 mm y 65 mm reticulada.

D.6 UTENSILIOS

* Pinzas: son muy necesarias en un labora-
torio, generalmente con el fin de sujetar al-
gun instrumento concreto o mover algunos
elementos de las muestras que estemos
analizando. Existe una amplia variedad
de pinzas dependiendo de si se prioriza la
fuerza de agarre o la precision.

« Bisturi: puede ser necesario hacer cor-
tes precisos para alcanzar o separar una
muestra de la materia a analizar.

« Espatula: con una apariencia similar a la
de un cuchillo redondo, se trata de un ins-
trumento Util de cara a recoger pequefios
solidos en forma de polvo.

+ Cucharilla: es también un instrumento de
utilidad en un laboratorio, especialmente si
estamos realizando algun tipo de solucién
que requiera del uso de algun elemento
quimico en polvo.

+ Ansa: elemento utilizado en el cultivo de
microorganismos para trasvasar un ino-
culo. El material con el que se fabrican es
generalmente de niquel y cromo o platino,
y de plastico, estas ultimas son descarta-
bles. Existen varios tipos, cada una con
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una funcién, la eleccion dependera de lo
que se quiere realizar.

Ansa anillo sirve para tomar un in6-
culo de una suspension microbiana (medio
liquido) o una porciéon de colonia (medio
sélido), para ser sembrado en otro medio
de cultivo, también es (til para realizar ex-
tendidos microbianos sobre un portaob-
jeto; Ansa recta se usa para inocular cier-
tas pruebas bioquimicas, especialmente
aquellas que requieren ser sembradas por
la técnica de puncidén en medios semisé-
lidos tales como medio SIM (destinado a
verificar la movilidad, produccion de indol
y de sulfuro de hidréogeno por los microor-
ganismos).

Figura 21. Pinzas, bisturi y cuchara.

D.7 EMBUDO

Su principal funcién es trasvasar li-
quidos de un recipiente a otro evitando de-
rrames. Son disefados para ser utilizados
en un entorno de laboratorio. Pueden ser de
plastico o vidrio y tener un vastago corto o
uno largo, hay varios tamafos que se pue-
den elegir segun la cantidad de liquido que
se necesita para atravesarlos rapidamente.

D.8 VASO DE PRECIPITADO

Material no volumétrico utilizado
para transportar liquidos a otros recipien-
tes. Es un material de laboratorio que tiene
forma cilindrica, lo cual lo hace facil de lim-
piar. Tiene las siguientes funciones:

- Contener sustancias en estado liquido o
sdlido.

- Mezclar sustancias liquidas.

- Calentar y enfriar liquidos contenidos en él.
- Obtener precipitados.
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Figura 22. Vaso de precipitado.

D.9 FRASCOS SCHOTT

Son frascos tapa a rosca y de vidrio
borosilicato que se caracterizan por un co-
eficiente de dilatacién muy bajo, una exce-
lente resistencia a los cambios térmicos y
a los agentes quimicos. Cuentan con una
escala de volumen graduada facil de leer
y un campo de marcado en esmalte blan-
co permanente. Soportan temperaturas de
esterilizacién de 121 o 134°C. Volumen de
100 a 2000 ml.

Figura 23. Frascos Schott.

D.10 BOLSAS ESTERILES

Las bolsas estériles para microbio-
logia se usan para la homogeneizacion y
el analisis de cualquier muestra soélida. Se
recomiendan las bolsas de filtro porque la
filtracion de la muestra se realiza durante la
homogeneizacion, por lo tanto es instanta-
neay estéril. Hay diferentes tipos:
- con filtro lateral: perfecto para muestras
fibrosas;
- filtro de superficie total: perfecto para
muestras pastosas;
- BagLight®, bolsa sin filtro bolsa para
toma y homogeneizacién de muestras.
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Figura 24. Bolsa de Stomacher.

D.11 ESPONJAS

Las bolsas de muestreo con esponja
son ideales para la toma de muestras. Es-
tas bolsas estan disefiadas para satisfacer
las rigurosas necesidades de los analisis,
tienen la resistencia adecuada para sopor-
tar el proceso de preparacion de muestras.
Las bolsas estériles para microbiologia se
usan para la homogeneizacién y el analisis
de cualquier muestra.

Figura 25. Esponja.

Estas esponjas se pueden obtener
deshidratadas o pre-hidratadas; para el
caso de adquirirlas deshidratadas luego el
laboratorio las hidrata con los ml necesa-
rios del medio de cultivo que requiere uti-
lizar para la metodologia. Una vez hidrata-
das se recomienda conservarlas durante
el tiempo recomendado por el fabricante
del medio de cultivo que se utilizd para hi-
dratarlas. Para las pre-hidratadas, el me-
dio de cultivo ya se encuentra en la bolsa
con esponja.

Las esponjas pre-hidratadas pue-
den contener un caldo neutralizante, Dey-
Engley, o adquirirlo comercialmente para
hidratarlas en el laboratorio, el cual tiene
la funcion de neutralizar compuestos de
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amonio cuaternario, limpiadores con alto
contenido de acido, desinfectantes a base
de cloro y desinfectantes a base de pe-
roxido de hidrogeno y acido peroxiacético
(PAA), importantes para la toma de mues-
tras ambientales.

D.12 HISOPOS

Los hisopos estan disefiados para
evaluar los procesos de saneamiento y
permiten que se tomen medidas correcti-
vas inmediatas en el control de higiene de
superficies. Asegurar una buena recolec-
cion bacteriana de forma precisa y/o selec-
tiva es la base que asegura la eficiencia del
analisis posterior.

El hisopo de muestreo se puede
usar humedo o seco. Se presentan sin me-
dio de transporte o con medio de trans-
porte agar o liquido. Los hisopos que no
poseen medio de transporte se adquieren
embolsados de forma unitaria en formato
peel-pack, pueden ser de madera o plas-
tico y se complementa con una bolsa de
muestreo estéril con diluyente Butterfield o
agua de peptona tamponada. Los hisopa-
dos con medios de transporte, ya sea agar
o liquido, se adquieren en un contenedor
que posee la forma del hisopo.

D.13 ESCOBILLA

La limpieza del material de laborato-
rio, tanto antes como después de utilizarlo,
es algo fundamental que de hecho puede
llegar a alterar en gran medida los resul-
tados de la experimentacion o analisis. Es
por ello que una escobilla que permita por
ejemplo limpiar matraces o tubos de ensa-
yo es algo imprescindible.

E. MEDIOS DE CULTIVO GENERALIDA-
DES

Los medios de cultivo son utilizados
en el laboratorio para el transporte, desa-
rrollo o almacenamiento de microorganis-
mos.

El medio de cultivo debe contener
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todos los nutrientes que el microorganis-
Mo requiere para su crecimiento. Los mi-
croorganismos requieren de una fuente de
energia, carbono, nitrégeno, fosforo, azufre
y varios minerales. Sin embargo, la compo-
sicidon precisa del medio de cultivo va a de-
pender del Género y Especie que se desee
cultivar, y para ello es necesario conocer
sus exigencias nutritivas y condiciones de
cultivo (temperatura, pH, humedad, salini-
dad, atmosfera, luz ambiental y consisten-
cia del medio, entre otras variables).

CLASIFICACION DE LOS MEDIOS DE
CULTIVO

v' Segun la consistencia, los medios
de cultivo se clasifican en medios li-
quidos, solidos o semisodlidos. Si se
necesita un medio solido, se logra
adicionando 1 a 2% de agar al medio
de cultivo liquido. Los medios semi-
solidos incluyen agar al 0,3%. El agar
se funde durante el proceso de esteri-
lizacion, una vez fundido y templado,
se vierte en placas de Petri hasta su
solidificacién. Los medios sdlidos in-
movilizan las células, permitiéndoles
crecer y formar masas aisladas y visi-
bles llamadas colonias.

v" Por su funcion se clasifican en:

* Medio de transporte no es un medio de
cultivo en si, sino que permite el manteni-
miento de las muestras hasta su procesa-
miento en el laboratorio, un ejemplo son los
medios utilizados con los hisopos para la
toma de muestras ambientales. No tienen
nutrientes sino agua, sales y un amortigua-
dor de pH.

* Medio de enriquecimiento favorecen
la multiplicacion de la mayoria de los mi-
croorganismos que no tienen requerimien-
tos nutricionales demasiado exigentes. Por
ejemplo, caldo tripticasa de soja 0 agua
peptonada.
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* Medio enriquecido se les puede adicio-
nar nutrientes especiales para alentar el
crecimiento de microorganismos exigentes.

+ Medios selectivos favorecen la multipli-
cacién de un determinado microorganismo
0 grupo de microorganismos. Por ejemplo,
el agregado de antibioticos favorece el cre-
cimiento de algunos microorganismos por
sobre la flora acompanante.

* Medios diferenciales permiten discrimi-
nar entre diferentes grupos de microorga-
nismos basandose en las caracteristicas
bioldgicas (metabdlicas generalmente) par-
ticulares de cada uno.

Algunos medios pueden presentar
mas de una funcién al mismo tiempo, por
ejemplo pueden ser de enriquecimiento
y diferenciales, como el agar sangre que
permite el crecimiento de microorganismos
exigentes y al mismo tiempo permite distin-
guir entre aquellos que son hemoliticos de
los que no lo son. Otros medios pueden ser
selectivos y diferenciales al mismo tiem-
po, como por ejemplo el agar MacConkey
ya que tiene sales biliares (agente selecti-
vo), que inhiben el crecimiento de bacterias
gram-positivas; y ademas contiene lactosa
y rojo neutro como indicador de pH (agen-
tes diferenciales). Aquellas bacterias que
son capaces de fermentar la lactosa, y aci-
dificar el medio de cultivo (dcidos producto
de la fermentacién) se ven de color rosa-
do-rojo por el indicador de pH rojo neutro
(que se mantiene en un color rojo-rosado
en acidez-neutralidad y vira a amarillo a pH
basico). En este medio las bacterias no fer-
mentadoras de lactosa se ven incoloras.

PREPARACION, ACONDICIONAMIENTO
Y CONSERVACION DE LOS MEDIOS DE
CULTIVO

En los laboratorios de planta fri-
gorifica es recomendable la utilizacion de
métodos rapidos. Sin embargo, podria ser
necesario elaborar medios de cultivo. A
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continuacién, se presenta una serie de pa-
SOS para su preparacion:

a. Partir de un frasco de medio de culti-
vo comercial (deshidratado).

b. Pesar la cantidad indicada por el fa-
bricante en una balanza de precision.
Considerar el volumen de medio nece-
sario para el analisis a realizar.

c. Disolver los componentes del medio
en agua destilada. Utilizar una probeta
para medir el volumen de agua desti-
lada adecuada e incorporar al volumen
de medio de cultivo pesado. Si el me-
dio contiene un agente solidificante
(agar) es necesario calentar el prepa-
rado hasta su ebullicién para asegurar
una completa disolucion del agar (me-
dios sdlidos y semisdlidos). Para me-
dios liquidos no es necesario calentar.
En este caso se debe agitar la mezcla
hasta su completa disolucién.

d. Segun la forma en que vaya a utilizarse
el medio, el procedimiento a seguir sera
diferente:

« Medios liquidos: una vez disueltos los
componentes, repartir el volumen necesa-
rio en el recipiente adecuado, dependiendo
del uso posterior del mismo, ya sea Erlen-
meyer, tubos, frascos de vidrio, etc. Tapar
con tapén de algoddén y aluminio, o tapa
plastica, o metalica (resistentes a la tempe-
ratura de esterilizacion) y llevar a esterilizar
en autoclave.

+ Medios solidos: una vez disueltos los
componentes, repartir el volumen necesa-
rio en el recipiente adecuado, dependiendo
del uso posterior del mismo (Erlenmeyer,
tubos, frascos de vidrio). Tapar el recipiente
como se menciond anteriormente y llevar a
esterilizar en autoclave.

e. Esterilizar el medio de cultivo para evi-
tar el crecimiento de contaminantes.
Para la mayoria de los medios de cul-
tivo esta etapa se realiza mediante ca-
lor himedo en autoclave (10-15 min a
121°C).
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f. Acondicionar el medio estéril, en el

caso de medios solidos contenidos en
tubos deberan inclinarse para que al
solidificarse adopten la forma de agar
inclinado o pico de flauta si esa es su
finalidad. Las placas de Petri se prepa-
ran vertiendo el medio fundido y estéril
dentro de ellas y en un ambiente asép-
tico (por ejemplo en la proximidad de
la llama de un mechero Bunsen, CSB
o flujo laminar). Es conveniente homo-
geneizar el medio en el transcurso de la
operacion para evitar que el agar sedi-
mente en el fondo del recipiente y no se
distribuya por igual en todas las placas.
También es posible conservar el medio
destinado a preparar placas de Petri
solidificado y estéril en frascos que se
fundiran en bafio termostatico en el mo-
mento de la preparaciéon de estas.
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g. Conservar a temperatura de laborato-

rio por un periodo maximo de 1 sema-
na protegidos de la luz. Sin embargo,
almacenados bajo refrigeracion (2-8°C)
se prolonga la vida util ya que reduce su
posible contaminacion, deshidratacion
y el consiguiente cambio en la concen-
tracién de sus componentes.
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CAPITULO V

CRITERIOS MICROBIOLOGICOS,
PLANES DE MUESTREO

Y RECOLECCION DE MUESTRAS
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En este capitulo abordaremos concep-
tos basicos sobre criterios microbioldgicos
y planes de muestreo, para luego aplicarlos
a la industria frigorifica bovina. Se conside-
raran los siguientes componentes:

A. Criterio microbiolégico.

B. Planes de muestreo.

C. Metodologia analitica.

D. Gestidn de resultados.

E. Muestreo en frigorificos bovinos.

A. CRITERIO MICROBIOLOGICO

El criterio microbiolégico es una con-
vencion o acuerdo establecido por una
empresa, entre empresas o por organismos
oficiales (regionales, nacionales o interna-
cionales) con el objetivo de establecer de
forma objetiva la aptitud de determinado
producto alimenticio o sus materias primas.

El criterio microbiolégico constituye
una herramienta que permite aceptar o re-
chazar la materia prima o el alimento ela-
borado.

Segun el nivel de organismo o entidad
que los adopte, los criterios microbiologi-
cos pueden clasificarse en:

v" Normas o estandares.

- Codigo Alimentario Argentino (CAA). Ca-
pitulo VI.

- Reglamento Sanitario de los Alimentos
(Republica de Chile).

- Normativa N° 161 (Republica Federativa
de Brasil).

- Norma Nacional GB/T (Republica Popular
China).

- Government of Canada.
- Requerimiento 170419 (Israel).
- FSIS Directive 10010.1 Rev 5 (USA).

- Reglamento (CE) N° 2073/2005 (Union
Europea).

- SanPin 2.3.2. 1078-01 (Federacién de
Rusia)
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v' Especificaciones.

Son documentos que describen deta-
lladamente la calidad microbiolégica de un
alimento. Se los usa como requerimiento de
compra referido a un ingrediente, materia pri-
ma o producto final. Las especificaciones son
muy utilizadas en transacciones comerciales
nacionales e internacionales y tienen valor
contractual. Los criterios microbioldgicos de-
ben ajustarse al producto y a la fase de la ca-
dena alimentaria a la que se aplicaran.

v' Directrices.

Se emplean en la industria para monito-
rear un proceso de producciéon. Funcionan
como mecanismo de alerta para identificar
condiciones microbiolégicas en distintos
puntos del proceso o en el producto final.
Se utilizan para verificar la eficacia del pro-
ceso Y la conformidad de las BPM.

En la industria frigorifica bovina se pue-
den aplicar para:

- Aceptacion de materias primas: por
ejemplo analisis de cortes y recortes de
carne de elaboracién propia o de terce-
ros para elaboracion de hamburguesas.
Es posible que resulten mas rigurosos
que los criterios aplicados con fines re-
glamentarios.

- Verificacion de procesos en producto
intermedio: por ejemplo analisis de me-
dias reses en camara de maduracion o
de productos crudos que luego se co-
mercializan termoprocesados.

- Verificacion y liberacion de produc-
to terminado: por ejemplo analisis de
hamburguesas, cortes envasados al va-
cio y menudencias en su envase prima-
rio, entre otros.

Los criterios microbioldgicos se definen
por las siguientes variables:

- Ausencia/presencia o cantidad de mi-
croorganismos y/o de sus toxinas/me-
tabolitos por unidad de masa, volumen
o superficies.
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- Tipo o grupo de microorganismos: su
presencia puede ser beneficiosa, neu-
tra o perjudicial para el producto como
para la poblacién que lo va a consumir.

- Riesgo potencial de causar enfermedad
en los consumidores.

- Tipo de poblacién que va a consumir el
producto.

- Capacidad de producir alteraciones
que afecten la vida util del producto.

- Propiedades intrinsecas y extrinsecas
del alimento: seran determinantes de
las posibilidades de crecimiento del mi-
croorganismo.

- Manipulacion o proceso al que sera so-
metido el alimento antes de ser consu-
mido, y a la influencia de estos procedi-
mientos sobre el posible crecimiento o
produccion de toxinas/metabolitos por
parte del microorganismo.

De acuerdo con lo establecido en el capi-
tulo XXI del CAA, los alimentos pueden clasi-
ficarse en 3 categorias, segun el riesgo que
representan para la salud de la poblacion:

+ ALIMENTOS CLASE I: destinados a po-
blaciones de riesgo. En caso de detectarse
defectos podrian representar un riesgo grave
para la salud de los consumidores, con evi-
dencias documentadas de muerte o conse-
cuencias adversas severas en la salud.

« ALIMENTOS CLASE II: existe una proba-
bilidad de contaminacién con consecuencias
adversas temporarias o reversibles en la sa-
lud de los consumidores.

* ALIMENTOS CLASE llI: no representan un
riesgo para la salud de los consumidores, pero
un defecto podria constituir una infraccion.

Como surge de lo anterior, los criterios
microbiolégicos deben estar fundamenta-
dos en riesgos objetivos. Para la industria
carnica esta es una situacion relevante, si
ponemos como ejemplo el riesgo de sin-
drome urémico hemolitico asociado al
consumo de carne picada, hamburguesa y
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cortes de carne, el nivel de exigencia del
criterio microbiolégico sera mayor en la
medida que aumente el riesgo del produc-
to (carne picada: mayor riesgo).

Segun los principios y directrices para el
establecimiento y la aplicacion de criterios
microbioldgicos relativos a los alimentos (Co-
dex CAC/GL 21-1997), un criterio microbiolé-
gico debe:

- ser apropiado para proteger la salud del
consumidor y también para asegurar practi-
cas equitativas en el comercio de los alimen-
tos.

- ser practico, posible y establecido soélo
cuando sea necesario.

- estar claramente articulado.
- estar basado en la informacidn cientifica.

- seguir un enfoque estructurado y transpa-
rente.

- ser establecido en base al conocimiento de
los microorganismos y su presencia y com-
portamiento a lo largo de la cadena alimen-
taria.

- considerar el uso previsto y el uso real del
producto final por parte de los consumidores.

- ser revisado periddicamente para asegurar
que contindian siendo relevantes para el pro-
posito establecido y bajo las condiciones y
practicas actuales.

NOTA: se recomienda complementar la
informacion de este capitulo con:

- Directrices Generales sobre muestreo
(Codex CAC/GL 50-2004).

- Principios y directrices para la aplicacién
de la gestion de riesgos microbiologicos
(Codex CAC/GL 63-2007).

- Evaluacién de riesgos microbiologicos
en alimentos guia para implementacién
en los paises. Organizacién Panamerica-

na de la Salud 2021.
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B. PLANES DE MUESTREO

Los planes de muestreo se utilizan para
el analisis de lotes de produccién. Son ins-
trumentos estadisticos que se definen y
utilizan para determinar la cantidad de uni-
dades defectuosas en el lote mediante el
analisis de una porcion representativa del
mismo.

El plan de muestreo es un componen-
te fundamental del criterio microbioldgico,
y su definicidn, junto con el tamafio de la
muestra determinan la cantidad de mues-
tra que se debe tomar para determinar si el
producto cumple o no con el criterio micro-
biolégico establecido.

De forma general, los planes de mues-
treo se dividen en dos grandes grupos:

- Planes de muestreo por variables: se
utilizan para analizar aceptabilidad de
lotes segln parametros cuya distribu-
cion es continua (peso, pH, longitud).
Se analiza la curva de dispersién de
los parametros que se miden. Con las
mediciones es posible hacer un célculo
estadistico que se encuentra en funcion
de la media y el desvio estandar. El lote
del producto se rechaza o se acepta
dependiendo del valor.

- Planes de muestreo de atributos: se
utilizan para el analisis de variables dis-
cretas, como numero de microorganis-
mos. Especialmente Utiles para los ca-
sos en los que el andlisis es de natura-
leza destructiva y no se puede volver a
utilizar la muestra analizada, como es el
caso del analisis microbioldgico.

En este tipo de planes, se establece un
valor limite M a partir del cual se considera
que el resultado del analisis de la unidad
muestral es defectuoso cuando el resulta-
do supera ese valor.

Se extrae de forma aleatoria un deter-
minado numero de muestras N del lote a
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analizar y se las clasifica de acuerdo con
sus caracteristicas, en unidades acepta-
bles o defectuosas.

El lote sera aceptado cuando el niUmero
de unidades defectuosas ¢ sea igual o me-
nor que el limite de tolerancia establecido.

El lote sera rechazado cuando el nime-
ro de unidades defectuosas ¢ supere el li-
mite de tolerancia establecido.

Los Planes de muestreo por atributos, a
su vez, se dividen en 2 grupos:

Planes de muestreo de atributos de dos
clases:

Se utilizan para analisis cualitativos y pue-
den tener dos resultados posibles:

- Negativo, ausencia (satisfactorio).

- Positivo, presencia (insatisfactorio).
También pueden aplicarse a analisis cuan-
titativos. Previamente se define un valor li-

mite y tienen dos resultados posibles:

- El resultado no supera el valor limite: ne-
gativo, ausencia (satisfactorio).

- El resultado supera el valor limite: positi-
Vo, presencia (insatisfactorio).
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Un plan de dos clases se encuentra de-
finido por los siguientes valores:

Un plan de tres clases se encuentra de-
finido por los siguientes valores:

N = numero de unidades de muestreo a
analizar.

¢ = maxima cantidad de unidades de
muestreo en las que se puede obtener un
resultado insatisfactorio.

m = en un muestreo de dos clases delimita un
resultado satisfactorio de uno insatisfactorio,
en el caso de analisis de microorganismos
patodgenos, el valor es 0, ya que no se tolera
Su presencia en ninguna de las muestras
analizadas (presencia/ausencia).

Planes de muestreo de atributos de tres
clases:

Se aplican a analisis cuantitativos, en
los que se definen tres calidades del pro-
ducto:

- aceptable (satisfactorio)
- marginalmente aceptable

- Inaceptable (insatisfactorio)

- | Marginalmente aceptable |-
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n = ndmero de unidades de muestreo a
analizar.

M = valor definido por un nivel de peligro o de
una contaminacién inaceptable. Recuentos
superiores a este valor son inaceptables y si al
menos en una unidad se obtiene un resultado
superior a M el lote es rechazado.

m = valor definido por buenas practicas. En un
muestreo de tres clases delimita una calidad
satisfactoria (sm) de una marginalmente
aceptable (>m y <M).

¢ =maxima cantidad de unidades de muestreo
en las que se puede obtener un resultado en
el rango de calidad marginalmente aceptable.
Cuando se encuentra un valor superior a c se
rechaza el lote.

Eleccion de un plan de muestreo

La eleccion de un plan de muestreo se
establece en funcion del riesgo objetivo y
en base a la peligrosidad del microorganis-
mo, al tipo de alimento y a la manipulacion
que puede neutralizar, aumentar o no influir
sobre el riesgo en cuestion.

La ICMSF (2011) propone que, para la
eleccion de los microorganismos a analizar
se debe tener en cuenta el tipo de produc-
to, su historial como productor de enfer-
medades transmitidas por alimentos (en el
caso de patogenos), la determinacion de la
vida (til, entre otros, y sugiere ademas uti-
lizar la clasificacion de microorganismos de
acuerdo con la tabla 16:
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Tabla 16. Clasificacion de la ICMSF (2011) de los microorganismos segun niveles de peligro para la
salud, descripcién y ejemplos.

Nivel de peligro
para la salud

Descripcion

Ejemplos

Peligro severo

Patogenos que presentan un alto
peligro.

STEC TOP SEVEN (026, 045, 0103,
0111, 0121, 0145 y 0O157), C.
botulinum, S. Typhi, S. Paratyphi, V.
cholerae, L. monocytogenes para
grupos de riesgo

Peligro severo
con diseminacion
potencial

Patogenos con un menor peligro y
posibilidad de producirenfermedades
secundarias.

E. coli patogena, Salmonella no
consideradas en el punto anterior, L.
monocytogenes

Peligro moderado
con diseminacion
limitada

Patogenos que producen
enfermedades sin provocar en
general infecciones secundarias.

B. cereus, C. perfringens A, S. aureus

Peligro bajo,
indirecto

Microorganismos que se consideran
indicadores de falta de higiene, pero
no se puede establecer una relacién
entre su presencia y la de patégenos.

Coliformes, enterobacterias

Sin peligro para la
salud

Microorganismos que pueden dar
una idea de las condiciones de
higiene durante el proceso o la vida
util del producto y que no estan
relacionados con un peligro para la
salud.

Recuento de aerobios, lactobacilos

Reduccioén del
peligro

Producto estard expuesto a una
condicién que reducira el peligro.

STEC no-O157 (eae negativo) en
carne cruda que serd irradiada.

Sin cambio en el
peligro

El producto no estarda expuesto
a condiciones en que los
microorganismos se pueden
multiplicar.

Listeria monocytogenes en salames
con starters.

El peligro puede
incrementarse

El producto esta expuesto a la
posibilidad de un incremento de los
microorganismos.

Escherichia coli en carne envasada al
vacio

A partir de la clasificacién descripta en
la tabla 16, la ICMSF sugiere una clasifica-
cién de planes de muestreo que compren-
de 15 casos, definidos por el tipo y seve-

ridad del peligro y por otra parte la mani-
pulaciéon que tendra el producto luego del
muestreo y cdmo sera consumido.
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Tabla 17. Clasificacion de planes de muestreo segun nivel de peligro para la salud y las condiciones
en las cuales el producto sera manipulado y consumido luego del muestreo (ICMSF 8, 2011).

NIVEL DE PELIGRO CONDICIONES EN LAS CUALES EL PRODUCTO SERA
PARA LA SALUD MANIPULADO Y CONSUMIDO LUEGO DEL MUESTREO
Condiciones producen Condiciones no Condiciones puede
- producen un .
una reduccion . incrementar
cambio
Sin peligro directo Aumenta la vida util Sin cambio Se reduce la vida util
para la salud
. .. Caso 1 Caso 2 Caso 3
Contaminacion
eneral. vida dtil. etc 3 clases 3 clases 3 clases
9 ’ ’ ) n=5, c=3 n=5, c=2 n=5, c=1
Con peligro para la Reduccién del peligro Sin cam.blo en el El peligro se incrementa
salud peligro
C Caso 4 Caso 5 Caso 6
Bajo, indirecto
(indicadores) 3 clases 3 clases 3 clases
n=5, c=3 n=5, c=2 n=5, c=1
Moderado, directo, Caso 7 Caso 8 Caso 9
diseminacién limitada 3 clases 3 clases 3 clases
n=5, c=2 n=>5, c=1 n=10. c=1
Moderado, directo, Caso 10 Caso 11 Caso 12
diseminacion 2 clases 2 clases 2 clases
potencial n=5, c=0 n=10, c=0 n=20, c=0
Caso 13 Caso 14 Caso 15
Severo, directo 2 clases 2 clases 2 clases
n=15, c=0 n=30, c=0 n=60, c=0

Todo plan de muestreo incluye un pro-
cedimiento y criterios decisorios que se
aplican al lote, basandose en el examen del
numero prescrito de unidades de la mues-
tra y de las unidades analiticas subsiguien-
tes del tamarfo indicado en los métodos
determinados.

NOTA: un plan de muestreo adecuada-
mente disefado define la probabilidad de
deteccién de microorganismos en un lote,
pero se debe tener presente que ninguln
plan de muestreo puede asegurar la au-
sencia de un determinado organismo. Los
planes de muestreo deben ser administra-
tiva y econémicamente factibles.

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

A los efectos de facilitar la comprension
y a modo de ejemplo, tomaremos el criterio
microbioldgico del articulo 255 del CAA de-
finido para la carne picada. “La carne pica-
da fresca debera responder a las siguien-
tes especificaciones microbioldgicas”.
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Tabla 18. Criterios microbiolégicos para carne picada (CAA) - Articulo 255 - (Resolucion Conjunta

SCS y SAByDR N° 30/2021)

Determinacion

Criterio microbioldgico

Método de Analisis

Recuento de bacterias aerobias

mesdfilas (UFC/g)

n=5, c=3, m=10%, M= 107

ISO 4833-1 BAM-FDA

Recuento de Escherichia coli (UFC/qg)

n=5, c=2, m=100, M=500

ISO 16649-2 3

Recuento de Staphylococcus
coagulasa positivo (UFC/g)

n=>5, c=2, m=10?, M=103

ISO 6888-1

Salmonella spp.

n=5, c=0, ausencia en 25 g

ISO 6579-1 USDA-FSIS

E. coli O157:H7/NM

n=>5, c=0, ausencia en 65 g

ISO 16654 USDA-FSIS

STEC no-0157

n=>5, c=0, ausencia en 65 g

ISO 13136 USDA-FSIS

Comoseobservaenlatabla 18, existeun
criterio microbioldgico para cada uno de los
microorganismos relevantes, (Salmonella
spp., E. coli, E. coli O157;H7/NM) o grupo
de microorganismos (Bacterias aerobias
mesofilas, STEC no-0O157) de acuerdo
con las caracteristicas del producto y a los
antecedentes epidemioldgicos vinculados
con el consumo del producto.

El criterio microbiolégico propiamente
dicho (segunda columna de la tabla 18),
esta compuesto por 3 variables fundamen-
tales:

1. n unidades muestrales del mismo lote,
que deben ser tomadas para satisfacer
el criterio.

2. ¢ que indica el numero de unidades
muestrales que pueden estar dentro del
intervalo de aceptacién marginal.

3. Tamano de la muestra, cuando se tra-
ta de microorganismos indicadores esta
expresado en las unidades de la primera
columna como UFC/g, es decir que la
muestra debe tener como minimo 1 g,
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o en el caso de microorganismos paté-
genos, variara de acuerdo con el riesgo
que representa su presencia, motivo por
el cual se exige su ausencia en 25 g, en
65 g o0 en el tamafo de muestra que se
considere mas adecuado.

Cuando el criterio esta establecido
para microorganismos patégenos como
Salmonella spp., E. coli O157:H7 o STEC
no-0O157, no se tolera su presencia en
ninguna de las wunidades muestrales
analizadas. Si una muestra es positiva se
rechaza el lote. Por lo tanto ¢=0.

Cuando el criterio esta establecido para
microorganismos indicadores (Bacterias
aerobias mesobfilas, E. coli genérico vy
Staphylococcus aureus coagulasa positivo),
se utilizan planes de muestreo de 3 clases.

En este caso el valor de ¢ indica la can-
tidad maxima de muestras que pueden
estar dentro del intervalo de aceptabilidad
marginal como para que no se produzca el
rechazo del producto.
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NOTA: Se recomienda no interpretar au-
sencia de patégenos con base en resul-
tados de recuentos de indicadores. El
recuento de indicadores puede ser sa-
tisfactorio, aunque no significa que en el
lote pueda encontrarse un patégeno. Para
patdgenos es necesario utilizar metodolo-

gias especificas.

En el ejemplo de la tabla 18, podemos
ver los dos tipos de planes de muestreo,
aplicados segun el tipo de microorganis-
mo.

Asi, para microorganismos o grupos de
microorganismos indicadores, observamos
criterios con planes de muestreo de 3 cla-
ses, en los que se establece un nimero de
unidades muestrales (n=5). Para cumplir el
criterio es necesario analizar 5 muestras,
que ademas de ser representativas del
lote, deben tener un tamafio minimo que
permita obtener un resultado que se expre-
sa en UFC/g de muestra.

A diferencia del analisis para patoge-
nos, el analisis de los microorganismos in-
dicadores es cuantitativo, el resultado se
expresa en UFC/g.

Como en cualquier plan de muestreo de
3 clases, en el criterio aparecen 3 valores:
m,Myc.

Como se explicd, el valor m fija el limi-
te de aceptabilidad del criterio. Todos los
valores menores o iguales a m indican que
la muestra analizada es aceptable segun el
criterio establecido.

Por ejemplo, para el analisis de E. coli
en carne picada el criterio establecido es
m=100 (UFC/qg). Entonces, si ninguna de
las 5 muestras del lote analizado supera
las 100 UFC/q, el lote cumple con este cri-
terio.

El valor M fija el limite maximo de tole-
rancia. Si 1 de las 5 muestras analizadas
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supera este valor se rechaza el lote. En el
ejemplo de carne picada, si de las 5 mues-
tras analizadas, 4 estan por debajo del va-
lor m pero hay una que supera el M (>500
UFC/qg) se rechaza el lote.

Estos serian los casos mas extremos,
pero puede ocurrir que en el analisis aparez-
can resultados que estan por arriba de m (100
UFC/qg) pero por debajo de M (500 UFC/qg).

En estos casos adquiere importancia lo
que establece el valor ¢, que fija el nUme-
ro de unidades muestrales cuyo resultado
cae dentro del intervalo de aceptabilidad
marginal. En el ejemplo es c=2.

Esto implica que, si el nUmero de unida-
des muestrales que presentan resultados
marginalmente aceptables (estan entre m
y M, o entre 100 y 500 UFC/q) y es igual o
menor que 2, se acepta lote.

Si la cantidad de muestras con resul-
tados marginalmente aceptables es de 3 o
mayor, se rechaza el lote.

C. METODOLOGIA ANALITICA

Entre los componentes de un criterio
microbiologico esta la metodologia a em-
plear para las determinaciones analiticas,
lo que constituye una guia fundamental
para el laboratorio.

Los métodos microbiolégicos deben
ser razonables en lo que refiere a comple-
jidad, disponibilidad de medios y equipos,
facilidad de interpretacion, tiempo requeri-
do y costo.

Asimismo, deben utilizarse métodos
analiticos previamente validados para el
producto a analizar, teniendo en cuenta su
aptitud para detectar o cuantificar los mi-
croorganismos bajo analisis (limite de de-
teccion, capacidad de repetitividad, capa-
cidad de reproduccion, inclusividad y ex-
clusividad).
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Para el cumplimiento del criterio deben
seguirse los pasos establecidos por la nor-
mativa metodoldgica oficial definida en el
criterio microbiologico correspondiente.

Dichas metodologias forman parte de
normas oficiales que se adoptan de forma
universal o por lo menos, en grandes blo-
ques regionales como la Union Europea
(Normas ISO), o por organismos dependien-
tes del Ministerio de Salud (FDA) o del Minis-
terio de Agricultura (FSIS/USDA) de los USA,
y que son utilizadas como metodologias de
referencia en paises como el nuestro.

D. GESTION DE RESULTADOS

En las situaciones donde se detecta la
no conformidad con un criterio microbio-
l6gico (resultados no satisfactorios) deben
aplicarse acciones correctivas relativas al
proposito del analisis. Estas acciones de-
ben basarse en una evaluacién del riesgo
al consumidor, donde asi corresponda. Las
empresas de alimentos deben reevaluar
sus sistemas de control de la inocuidad de
los alimentos.

En caso de una no conformidad res-
pecto del criterio microbiolégico para un
patdgeno transmitido por los alimentos,
las medidas correctivas deben incluir la eli-
minacién o disposicién apropiada del pro-
ducto. Eso podria incluir: someterlo a otro
proceso, destinarlo a un uso distinto, retiro
del mercado y recuperacion del producto,
volver a procesarlo, rechazo o destruccién
del producto y una investigacion mas pro-
funda para determinar las medidas apro-
piadas a tomar. Otras medidas podrian
incluir un muestreo mas frecuente, inspec-
cion y auditorias, multas o hasta la suspen-
sion oficial de las operaciones.
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NOTA: el nimero y la magnitud de unida-
des analiticas examinadas por cada lote
sometido a ensayo deben corresponder
a lo establecido en el plan de muestreo y
no debe modificarse. Un lote de produc-
cion de hamburguesas positivo a E. coli
0157:H7 no se debe someter a repetidos
analisis con el fin de lograr su conformi-
dad.NOTA: el hallazgo de una bacteria
patdgena en un lote de produccion refleja
fallas en el proceso o materia prima con-
taminada que el proceso no pudo elimi-
nar. Se debe realizar un analisis causa raiz
para identificar y corregir el desvio.

E. MUESTREO EN FRIGORIFICOS BOVI-
NOS

MUESTREOS OFICIALES

Los muestreos oficiales son efectuados
y/0 supervisados por personal del Servicio
de Inspeccion Veterinaria (SIV) del Senasa
y las muestras deben remitirse a laborato-
rios de la Red Nacional de Laboratorios,
junto con la correspondiente “Solicitud de
Andlisis” (PG-07). La solicitud se completa
on-line y los informes oficiales pueden ser
entregados de forma digital.

En anexo 2 se presenta la normativa del
Senasa (Circulares, Ordenes de Servicio y
Memorandos) que incluye requisitos micro-
bioldgicos en el marco de muestreos ofi-
ciales segun el destino del producto.
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Figura 26. Zonas de muestreo en una media res.
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ANEXO 2. Normativa del Senasa para andlisis microbioldgicos segun destino y producto.

MICROOR-  METODO DE CANTIDAD CRITERIO LABORATORIO
NORMATIVA DESTINO PRODUCTO GANISMOS = MUESTREO SUPERFICIE DE MUESTRAS MICROBIOLOGICO FRECUENCIA DE ANALISIS
Media res E. coli Esponjado 300 cm?2 1 cada 300 reses Rango Aceptable = promedio | 1 prueba cada 300 reses privado (puede ser del
refrigerada (12 h (flanco, pecho, mas un desvio estandar con un minimo de 1 frigorifico)
Circular USA en camara) cuarto trasero) m = valores obtenidos entre el | muestra por semana de
Senasa 3259 en ese orden 3 x 'Ir\'jl‘"g° aceptellble yM dio ma operacion.
2 = mayor al promedio mas
Rev 8/2022 100 cm tres desvios estandar
n=13
c=3
Destructivo 20 cm de largo x 1 cada 300 reses n=13 1 prueba cada 300 reses. privado (puede ser del
15 cm de ancho y m = negativo con un minimo de 1 frigorifico)
10 cm de grosor M = > 100 UFC/cm2 muestra por semana de
(flanco, pecho, c=3 operacion.
cuarto trasero)
Media res Salmonella Esponjado 300 cm? (flanco, 82 ausencia n=83 c=1 ;ﬁsoe_ t de 82 muestras al RedLab Senasa
. después de 12 h | spp. pecho, cuarto Cumplido este requisito, el
Circular USA omasdela trasero) En ese resto del afio se tomaran
Senasa 4245 faena orden muestras mensuales al
Rev 2/2022 azar (1 por mes)
Carne picada Salmonella Luego del picado y antes | NC 53 ausencia n= 53 c=5 1 set de 53 muestras. RedILab Senasa
spp. de agregar especias y Muestra de 325 g Cumplido este requisito, el
aditivos antes del (5 submuestras de 65 resto del afio se tomaran
empagque final g cada una) muestras mensuales al
azar (1 por mes)

Media res E. coli Esponjado o hisopado | 4 x 100 cm2 =400 | 1 muestra hasta 300 | aceptable <5 UFC cm?2 , El primer mes se realizara | Laboratorio propio o
en camara de oreo o om? (cuadril, resdesgo‘g) ot g a1 R 2 tsc?er'\%sslgigelgz}rtan desvios externo
maduracion vacio, pecho y cada reses inaceptable > 100 UFC/cm se disminuye paulatina-

cogote) mente a 3 semanas el mes
dos, dos semanas el mes
tres'y una semana por mes
como base minima
siempre que se mantenga
dentro de los parametros
establecidos.
Uno a tres marginales en el
mes y ningun inaceptable,
requiere acciones
correctivas pasando a la
etapa siguiente.
Mas de fres marginales o
un inaceptable en el mes
requiere acciones
correctivas P/ seretornaala
etapa inicial (muestreo
diario por 4 semanas).

Media res E. coli Esponjado o hisopado | 4 x 100 cm2=400 | 1 ausencia mensual RedILab Senasa

Circular Consumo 0157:H7 cm2 (nalga, ijada,
Senasa 3834 | interno pecho y cogote)
Destructivo Trozo de superficie 1 ausencia mensual RedILab Senasa
muscular de 10 x
10 cm. 4 x 100
cm?2 = 400 cm?
(nalga, ijada,
pecho y cogote)
Recortes o E. coli Destructivo NC gsgg'ggﬁgﬁg{gz%rga' ausencia 1 muestra pormes para | RedlLab Senasa
trimming 0157:H7 produccion productores de menos de
(5 submuestras de 50.000 kg y 2 muestras
150 g) hasta por mes para productores
completar 750 g de mas de 50.000 Kg
. 1 muestra por mes para
porciones representa- ; RedILab Senasa
Carne picada E. coli Destructivo NC tivas de los lotes de ausencia 5603616:}(0'654(19 mertms de
0157:H7 produccion . gy 4 muestras
- (5 submuestras de por mes para elaborado-
150 g) hasta res de mas de 50.000 Kg
completar 750 g




DESTINO DE MICROOR-  METODO DE CANTIDAD CRITERIO LABORATORIO
NORMATIVA ' exporTacion PROPUCTO  GaNISMOS  muEsTREO SUPERFICIE  DEMUESTRAS  MICROBIOLOGICO FRECUENCIA DE ANALISIS
3 mélestr_a}s rggra%léales para| DILAB Senasa
roduccion 23.000 a
1p1 4.000 kg/mes. Para
mantener el destino, si no
exporta, por temas .
comerciales es necesario
realizar una muestra por
mes.
Brodacoan 5935 £ 556607 | DILAB Senasa
g/mes. P_ara'mantene'r el
destino, si no exporta, por
temas comerciales es
necesario realizar una
. . . . muestra por mes.
Carne cruda E. coli Destructivo NC Segun Anexo lll de ausencia
; . f 2 muestras mensuales para| DILAB Senasa
intacta. 0157:H7 la circular roducean Ao T 36T &
Circular Senasa USA Actualmente 721 kg/mes. Para
4210B destino STEC no mantener el destino, si no
habilitado 0157 exporta, II’OF temas .
solamente para roalizar Una muestra por
carne cruda Salmonella mes.
intacta. .
intacta PP, 2 méjest@s néenfggleﬁ %%roa DILAB Senasa
roduccién de al.
g/mes. Para mantener el
destino, si no exporta, por
temas comerciales es
necesario realizar una
muestra por mes.
1 muestra mensual para
e Bara mantener o) | DI-AB Senasa
destino; si no exporta, por
temas comerciales es
necesario realizar una
muestra por mes.
Salmonella Esponjado abrasivo 400 cm? 4 5 (medias reses) e,
localizaciones por n=50 c=
Spp. canal de 100 cm2 (4 10 semanas = 50 muestras
x 100 cm? = total
400cm?)
(Zonas a definir
segun 1ISO17604)
20 cm? 4 localizacio- E|v(1e; %orlsemane;.
Reglamento Bacterias nes por canal de 5 gég;.?trﬁ%yg%‘;mz media cambiara gada semana. ]
CE 2073/2005 | UE Media res aerobias Destructivo fotal 20 cmd — | 5 (medias reses) M: 5,0 log UFC/cm? media | LUego de 6 semanas privado (puede ser del
: o otal 20 ¢ 2 ) ,0 log UFC/ consecutivas con frigorifico). Bajo
Circular Senasal mesodfilas (Zonas a definir ogaritmica diaria resultados satisfactorios se g . it J
4176 segun ISO17604) puede disminuir el auditoria del SIV
. 400 o2 4 S| [puestio ceca 2 somans,
Bacterias localizaciones por m: 3,5 log UFC/cm? media antes de la aplicacion de
aerobias No destructivo E:Zag:égg Zi%(f)u r%rrﬂz) 5 (medias reses) ﬁggrgﬂg%('i:léplgmz media 4cido lactico'y del
mesodfilas segun ISO17604) ogaritmica diaria enfriamiento.
ﬁg scpm(fr% I&c;ilgg%io- m: 1,5t log U(I_;_C/_cm2 media
- i I iogaritmica diaria
Enterobacte Destructivo om2 A x B om? = 5 (medias reses) M92,5 o9 UFe/em? media
rnas total 20 cm22_ i logaritmica diaria
(Zonas a definir
segun 1ISO17604)
400 cm? (4 m: 1,5 log UFC/cm? media
Enterobacte- | No destructivo localizaciones por 5 (medias reses) logaritmica diaria
rias canal de 100 cm M: 2,5 log UFC/cm?2 media

(Zonas a definir
segun 1ISO17604)

logaritmica diaria




NORMATIVA

Circular
Senasa 3940

DESTINO DE
EXPORTACION

Unién aduanera:
Rusia, Republica
de Bielorrusia 'y
Republica de
Kazajistan

PRODUCTO

Carne enfriada en
cortes (con o sin
hueso), envasada
al vacio o en

atmosfera gaseosa

modificada

MICROOR-
GANISMOS

Enterobacterias
(coliformes) en
0,01g/
patégenos,
incluyendo
Salmonella en
25¢g/L.
monocytogenes
en25g/
clostridios
sulfito
reductores en

0,019

METODO DE
MUESTREO

destructivo

SUPERFICIE

NC

CANTIDAD
DE MUESTRAS

ND

CRITERIO |
MICROBIOLOGICO

ausencia

FRECUENCIA

ND

LABORATORIO
DE ANALISIS

ND

Bacterias
aerobias
mesofilas

Destructivo

NC

ND

hasta 1 x 104 UFC/g

ND

ND

levaduras

Destructivo

NC

ND

hasta 1 x 103 UFC/g

ND

ND

Carne congelada
en reces, medias
reces, cuartos,
cortes.

Enterobacterias
(coliformes) en
0,019/
patégenos,
incluyendo
Salmonella en
25g/L.
monocytogenes
en25¢g

Destructivo

NC

ND

ausencia

ND

ND

Bacterias
aerobias
mesofilas

Destructivo

NC

ND

hasta 1 x 104 UFC/g

ND

ND

Carne picada
bovina
(enfriada,
congelada)

Enterobacterias
(coliformes) en
0,0001g/
patdégenos,
incluyendo
Salmonella en
25¢g/L.
monocytogenes
en25g

Destructivo

NC

ND

ausencia

ND

ND

Bacterias
aerobias
mesofilas

Destructivo

NC

ND

hasta 5 x 108 UFC/g

ND

ND

Menudencias de
animales de faena
enfriados,
congelados,
congelados en
block.

patégenos,
incluyendo
Salmonella en
25g/L.
monocytogenes
en25¢g

Destructivo

NC

ND

ausencia (preparacion de la
muestra con flameado de
blocks congelados).

ND

ND

Circular Senasa China

4274/2017A

Carne bovina
fresca congelada

Bacterias
aerobias
mesdfilas

Enterobacterias

Salmonella spp.

La Circular Senasa 4274/2017 remite a la Circular 4176 relativo a los criterios microbiolégicos

Por lo tanto en estos puntos ver Reglamento CE 2073/2005 Circular Senasa 4176.

aplicables en productos alimenticios CE 2073/20058.

Triming y recortes
(Circular 3834)

E. coli O157:H7

Ver circular SENASA 3834




NORMATIVA

Orden de
Servicio
2/2016

DESTINO DE

EXPORTACION

Israel

PRODUCTO

MICK y/o
Trimming
KOSHER

MICROOR-
GANISMOS

Microorganis-
mos aerobios
totales a 30°C

E. coli

Estafilococos
coagulasa +

Salmonella ssp.

E. coli O157:H7

METODO DE
MUESTREO

Destructivo

SUPERFICIE

NC

CANTIDAD
DE MUESTRAS

ND

CRITERIO
MICROBIOLOGICO

<200.000 UFC/g

<10 UFC/g

<50 UFC/g

ausenciaen 25g

ausenciaen 325 g

FRECUENCIA

Al menos un muestreo por
cada embarque de hasta
500 Kg, previo al
congelamiento en los
cortes ya envasados.

LABORATORIO
DE ANALISIS

RedILab Senasa

ME-2019-385
07166-

APN-
DYCPOA
#SENASA

Israel

Carne bovina
fresca/
congelada

STEC (remite a
la circular
4210B)

Destructivo

NC

Segun Anexo lll de
la circular 4210B

ausencia

3 muestras mensuales para
produccion 23.000 a
114.000 Kg/mes. Para_
mantener el destino, si no
exporta, por temas X
comerciales es necesario
realizar una muestra por
mes.

2 muestras mensuales para
roduccion 2.722 a 23.000
g/mes. Para mantener el

destino, si no exporta, por

temas comerciales es
necesario realizar una
muestra por mes.

2 muestras mensuales para
roduccion de 1.361 a
.721 Kg/mes. Para

mantener el destino, si no

exporta, por temas .

comerciales es necesario

realizar una muestra por
mes.

2 muestras mensuales para
roduccion de 454 a 1.360
g/mes. Para mantener el

destino, si no exporta, por

temas comerciales es
necesario realizar una
muestra por mes.

1 muestra mensual para
roduccion de hasta 453
g/mes.

Para mantener el destino, si

no exporta, por temas

comerciales es necesario
realizar una muestra por
mes.

RedILab Senasa

Circular
Senasa 4365

Colombia

Media res
(Circular 3834)

E. coli O157:H7

Esponjado o hisopado

4 x 100 cm?2 = 400
cm? (nalga, ijada,

pecho y cogote)

ausencia

mensual

RedILab Senasa

Destructivo

Trozo de superficie
muscular de 10 x
10 cm. 4 x 100 cm?2

=400 cm?2

(nalga, ijada, pecho

y cogote)

ausencia

mensual

RedILab Senasa

Media res
(Circular 3259)

E. coli

Esponjado

300 cm? (flanco,
pecho, cuarto
trasero) en ese

orden 3 x 100 cm?2

1 cada 300 reses

Rango Aceptable = promedio
mas un desvio estandar

m = valores obtenidos entre el
rango aceptable y M

M = mayor al promedio mas
tres desvios estandar

n=13

c=3

1 prueba cada 300 reses.
con un minimo de 1
muestra por semana de
operacion.

privado (puede ser del
frigorifico)

Destructivo

20 cm de largo x 15
cmde anchoy 10

cm de grosor
(flanco, pecho,
cuarto trasero)

1 cada 300 reses

n=13

m = negativo

M = > 100 UFC/cm?2
c=3

1 prueba cada 300 reses
con un minimo de 1
muestra por semana de
operacion.

privado (puede ser del
frigorifico)




NORMATIVA

Circular
Senasa 4365

DESTINO DE
EXPORTACION

Colombia

PRODUCTO

Media res después
de 12 h o mas de
la faena (circular
4245)

MICROOR-
GANISMOS

Salmonella spp.

METODO DE
MUESTREO

Esponjado

SUPERFICIE

300 cm? (flanco,

pecho, cuarto
trasero) En ese
orden

CANTIDAD
DE MUESTRAS

82

CRITERIO |
MICROBIOLOGICO

ausencia n=83 c=1

FRECUENCIA

1 set de 82 muestras al afio.
Cumplido este requisito, el
resto del afo se tomaran
muestras mensuales al azar
(1 por mes)

LABORATORIO
DE ANALISIS

RedLab Senasa

Triming y carne
picada (seguin
circular 4210)

E. coli O157:H7
STEC no 0157
Salmonella spp.

Destructivo

NC

Segun Anexo lll de
la circular

ausencia

3 muestras mensuales para
produccion 23.000 a
114.000 Kg/mes. Para_
mantener el destino, si no
exporta, por temas i
comerciales es necesario
realizar una muestra por
mes.

2 muestras mensuales para
Eroduccmn 2.722 a 23.000
g/mes. Para mantener el
destino, si no exporta, por

temas comerciales es
necesario realizar una
muestra por mes.

2 muestras mensuales para
roduccion de 1.361 a
.721 Kg/mes. Para

mantener el destino, si no

exporta, por temas i

comerciales es necesario

realizar una muestra por
mes.

2 muestras mensuales para
roduccion de 454 a 1.360
g/mes. Para mantener el

destino, si no exporta, por

temas comerciales es
necesario realizar una
muestra por mes.

1 muestra mensual para
roduccion de hasta 453
g/mes. Para mantener el

destino, si no exporta, por

temas comerciales es
necesario realizar una
muestra por mes.

DILAB Senasa

Circular
Senasa 4221

Canada

Media res

E. coli
0157:H7/NM

Destructivo

NC

Minimo de 60
sub-muestras por
lote con un minimo
de 325 g. Material
recolectado de la
superficie exterior
del producto.

ausencia

1 muestra por lote de
produccion comprendido
entre un pre-operacional y
el siguiente 5|em|}o(re que no
supere los 4.500 Kg.

Laboratorio acreditado
por el OAA

Carne picada

E. coli
0157:H7/NM

Destructivo

NC

Cinco sub-unidades
de muestra de 65 g
cadauna (325g
total)

ausencia

1 muestra por lote de
produccion comprendido
entre un pre-operacional y
el siguiente siempre que no
supere los 4.500 Kg.

Laboratorio acreditado
por el OAA

Recortes

E. coli
0157:H7/NM

Destructivo

NC

60 porciones de
recortes para tener
un total de 325 g

ausencia

1 muestra por lote de
produccion comprendido
entre un pre-operacional y
el siguiente S|em|}a(re que no
supere los 4.500 Kg.

Laboratorio acreditado
por el OAA

A: remite a la Circular 4176 relativo a los criterios microbiolégicos aplicables en productos alimenticios CE 2073/2005.
NC: no corresponde
ND: no definido en la normativa




MUESTREOS PARA CONTROL INTER-
NO DE PROCESOS

Los establecimientos tienen sus pro-
pios planes de muestreo como control in-
terno de procesos y verificacidon de pre-re-
quisitos, los cuales pueden incluir:

- Productos: medias reses, cuartos, cor-
tes, recortes y hamburguesas, entre otros.
Se pueden realizar andlisis microbioldgi-
cos, fisico-quimicos y de residuos veteri-
narios complementarios a los muestreos
oficiales.

- Ambiente: verificacion de POES en en-
tornos y superficies de trabajo (ver capitulo
1X).

- Agua: ver capitulo X.

El diseno de los planes de muestreo in-
terno debe considerar:

- Normativa nacional.
- Normativa de los paises de destino.
- Requerimientos y directrices de clientes.

- Directrices Generales sobre muestreo
(Codex CAC/GL 50-2004).

- Bibliografia disponible (nacional e inter-
nacional).

- Datos histoéricos del establecimiento.

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

En las siguientes tablas se presentan
algunos ejemplos de muestreos internos
para plantas frigorificas bovinas (cada
planta debe establecer sus muestreos in-
ternos de autocontrol segun tipo de pro-
ducto y destino):

Tabla 19. Criterios microbiologicos inter-
nos para medias reses.

Tabla 20. Criterios microbioldgicos inter-
nos para cortes anatémicos.

Tabla 21. Criterios microbioldgicos inter-
nos para recortes (trimmings).

Tabla 22. Criterios microbiolégicos para

carne picada, carne porcionada y materia
prima.
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Tabla 19. Criterios microbiolégicos internos para medias reses.

P .. . Método de Toma de Método Técnica de .. Fase en la que se
Producto Analisis Requisito Frecuencia P pring Norma Limite . .
muestreo muestra Analisis analisis aplica el criterio
N Preferentemente
1 muestra cada 300 3 sectores de 3 muestras > m*en 13 0 canales después de
E. coli genérico USA Esponjado 9 Individual | ver capitulo VIl |[USDA MLG 3.02 1 muestra > M* en aesp
cabezas 100 cm? c/u 13 12 0 mas horas de
faena.
satisfactorio, si la
Salmonella spp. U.E 5 muestras cada 2 Esponjado 4 sectorgzs de Individual | ver capitulo VIII ISO 6579 presencia de Salmcznglla
China semanas 100 cm? c/u se detecta en un maximo
de 2/50 muestras
media logaritmica diaria: Las muestras
Bacterllas UE 5 muestras cada 2 . |4 bocados de 5 L . m: 3,5 log (32300 UFc/ deben tomarse en
medias aerobias China semanas Destructivo om? o/u Individual | ver capitulo VII ISO 4833 cm?) canales SIN cido
reses mesodfilas M: 5 log (100000 UFC/ P
crm?) lactico o AN,TES
de la aplicacion del
media logaritmica diaria;| TSmO Y del ingreso a
Enterobacterias CLr:ilria 5 mu:s;ii;:da 2 Destructivo 4 bo;i?cc)jude 5 Individual | ver capitulo VII ISO 21528-2 |m: 1,5 log (40 UFC/cm?) Camaras.
M: 2,5 log (350 UFC/cm?) 100
(+)en65g
(+)en25g
E.coliO157:H7 | China | ©Mmuestrascada2 | g go | 4 sectoresde | yividual | ver capitulo vilt | YSPAMEG T2 sencia en 400 o2
semanas 100 cm? c/u 5C.03
5 muestras cada 2 4 sectores de USDAMLG
STEC (stx) Interno Esponjado 9 Individual | ver capitulo VIII 5C.03 ausencia en 400 cm?
semanas 100 cm? c/u 1SO 13136

* m= UFC/cm2 AVG mejor afio + 1 DESV o M= UFC/cm2 AVG mejor afio + 3 DESV
2 utilizar cualquier técnica validada para el recuento o deteccidn del microorganismos blanco que se adecte a los requerimientos. En los capitulos VIl y VIII se presentan los métodos rapidos disponibles en la Argentina
en octubre de 2023



Tabla 20. Criterios microbiolégicos internos para cortes anatémicos.

2 . 2 P Fase en la
Producto Analisis Requisito | Frecuencia AEREDEE | (G2 NERE o) Metgc!o_de Tecn’lc_:a_ 2l Norma Limite que se aplica
muestreo muestra analisis analisis N
el criterio
E. coli genérico 25¢g ver capitulo VIl | 1SO 16649-2 100 UFC/g
Cortes de ] ] o o |
Exportacion: | Bacterias aerobias mesofilas | |nterno 5 cortes 25¢g Individual | ver capitulo VII ISO 4833 100000 UFC/g Solo al final
. por dia de olo al fina
lomo, corazon Coliformes Interno | @ duccion 25¢ ver capitulo VIl | ISO 4832 500 UFC/g del proceso
de cuadril, Interno | P desti Destructivo de fabricacion
tapa de Interno | POr destino . USDA MLG .
cuadril, bife STEC (stx) Interno | comercial 259/3259 | poolde 5 | Ver capitulo VIl 5C.03 ausencia en 25 g/325 g . ae:g;eep;tgs
. muestras ’
agﬁgg;g fe Salmonella spp. Interno 259/325¢g ver capitulo VIII ISO 6579 ausencia en 25 g/325 g
S. aureus A pedido 25¢g A pedido | ver capitulo VII ISO 6888-1 100 UFC/g
E. coli genérico 25¢9 ver capitulo VIl | 1SO 16649-2 100 UFC/g
Bacterias aerobias mesdfilas | |nterno Destructivo 25¢g Individual | ver capitulo VI ISO 4833 100000 UFC/g
Interno > co,rt - Destructivo Solo al final
Coliformes por dia de , 259 ver capitulo VII ISO 4832 500 UFC/g del proceso
Cortes de Interno | produccion | Destructivo o
Consumo TEC TOP SEVEN Interno | hor cliente* | Destructivo itulo VIII USDA MLG . de fabricacion
STEC TOP S Interno Destructivo 259/3259 | pool (:e 5 | ver capitulo 5C.03 ausencia en 25 g/325 g . ;aé)(;eepr;cgs
i muestras .
Salmonella spp. Interno Destructivo 259/325¢g ver capitulo VIII ISO 6579 ausencia en 25 g/325 g
S. aureus A pedido 259 A pedido | ver capitulo VII ISO 6888-1 100 UFC/g

* Tomar un set de 5 muestras de 5 cortes distintos individuales para cada destino comercial

a utilizar cualquier técnica validada para el recuento o deteccion del microorganismos blanco que se adecUe a los requerimientos
en octubre de 2023

. En los capitulos VIl y VIII se presentan los métodos rapidos disponibles en la Argentina




Tabla 21. Criterios microbioldgicos internos para recortes (trimmings).

Producto Analisis Requisito Frecuencia AEED ED crlat Met‘?‘i'°. ge Técnica de analisis Norma Limite
muestreo |por muestra analisis
E. coli genérico Interno Destructivo 25¢9 ver capitulo VII ISO 16649-2 100 UFC/g
Bacterias aerobias Interno Destructivo 25 ¢ pool de 3 horas, ver capitulo VII ISO 4833 100000 UFC/g
mesofilas 1 muestra una muestra por
Recortes S. aureus A Pedido por lote de Destructivo 259 turno ver capitulo VII ISO 6888-1 100 UFC/g
Coliformes Interno produccion Destructivo 259 ver capitulo VI ISO 4832 300 UFC/g
Salmonella spp. Interno Destructivo 325¢ N60 ver capitulo VIII ISO 6579 ausenciaen 325 g
STEC TOP SEVEN USA / Interno Destructivo 325¢ N60 ver capitulo VIII USDA MLG 5C.03 ausenciaen 325 g

a utilizar cualquier técnica validada para el recuento o deteccion del microorganismos blanco que se adecUe a los requerimientos.
En los capitulos VIl y VIl se presentan los métodos rapidos disponibles en la Argentina en octubre de 2023




Tabla 22. Criterios microbioldgicos para carne picada, carne porcionada y materia prima.

P - . Método de (SLLLET Métodode | .. . P -
Producto Analisis Requisito Frecuencia muestreo por andlisis Técnica de analisis| Norma Limite
muestra
E. coli genérico Interno Destructivo 259 Individual ver capitulo VII ISO 16649-2 100 UFC/g
Bacterias aerobias mesoéfilas| Interno 1 muestra Destructivo 25¢ Individual ver capitulo VII ISO 4833 100000 UFC/g
Coliformes Interno por lote de Destructivo 25¢ Individual ver capitulo VII ISO 4832 500 UFC/g
Carne picada produccién ) - ., .
STEC TOP SEVEN Interno Destructivo 325¢g Individual ver capitulo VIl |USDA MLG 5C.03 ausencia en 325 g
Salmonella spp. Interno Destructivo 325¢ Individual ver capitulo VIII ISO 6579 ausenciaen 325 g
S. aureus Interno A pedido Destructivo 259 Individual ver capitulo VII ISO 6888-1 100 UFC/g
E. coli genérico Interno Destructivo 25¢g Individual ver capitulo VII ISO 16649-2 100 UFC/g
Bacterias aerobias mesofilas| Interno 1 muestra Destructivo 259 Individual ver capitulo VII ISO 4833 100000 UFC/g
Carne Coliformes Interno por lote de Destructivo 25¢ Individual ver capitulo VII ISO 4832 500 UFC/g
porcionada STEC TOP SEVEN Interno produccién Destructivo | 325g Individual ver capitulo VIl |USDA MLG 5C.03|  ausencia en 325 g
Salmonella spp. Interno Destructivo 325¢ Individual ver capitulo VIII ISO 6579 ausenciaen 325 g
S. aureus Interno A pedido Destructivo 259 Individual ver capitulo VII ISO 6888-1 100 UFC/g
E. coli genérico Interno Destructivo 25¢ ver capitulo VII ISO 16649-2 100 UFC/g
Bacterias aerobias meséfilas| Interno Destructivo 25¢ ver capitulo VII ISO 4833 100000 UFC/g
Coliformes Interno | 5 cortes por dia | Destructivo 25¢ ver capitulo VII ISO 4832 500 UFC/g
Materia Prima E. coli O157:H7 Interno de produccion | pestructivo 325¢g ;c:iels(ifa: ver capitulo VIl |USDA MLG 5C.03 ausencia en 325 g
STEC TOP SEVEN Interno Destructivo 325¢ ver capitulo VIl |USDA MLG 5C.03 ausenciaen 325 g
Salmonella spp. Interno Destructivo 325¢ ver capitulo VIII ISO 6579 ausenciaen 325 g
S. aureus Interno A pedido Destructivo 259 ver capitulo VII ISO 6888-1 100 UFC/g

2 ytilizar cualquier técnica validada para el recuento o deteccion del microorganismos blanco que se adecUe a los requerimientos. En los capitulos VIl y VIl se presentan los métodos rapidos disponibles en la Argentina

en octubre de 2023




RECOLECCION DE MUESTRAS

La toma de muestras es el punto de

partida para una correcta realizacién de
los ensayos microbioldgicos, por lo que a
los fines de obtener resultados confiables
es preciso que la misma incluya no solo el
proceso de toma como tal, sino aspectos
tales como el disefio y empleo de registro
de datos, aspectos relacionados con las
condiciones de transporte, conservacion y
almacenamiento que eviten la alteracién o
degradacion de las muestras, y aspectos
relacionados con la custodia y trazabilidad
de las muestras. Algunos de los aspectos
basicos a considerar para una correcta
toma de muestras se indican a continua-
cion:
- El personal. La persona que realiza los
muestreos debe tener las competencias
necesarias para tal fin, ademas de presen-
tarse a los lugares de toma de muestra con
una correcta higiene personal (ufias, ropay
bata limpias) a los fines de evitar algun tipo
de contaminacién cruzada producto de la
mala higiene del analista.

- La planificacion. Cada toma de mues-
tras debe planificarse de manera previa,
por sencilla que sea, ya que es necesario
que el responsable de muestreo conozca el
tipo de muestra a recolectar, los puntos de
muestreo, los dispositivos a utilizar, las téc-
nicas de muestreo, la cantidad de mues-
tras, la temperatura de almacenamiento y
transporte de las muestras y todo lo refe-
rente al muestreo antes de su realizacion.

- Los materiales. Se debe realizar un ade-
cuado alistamiento de los materiales, de
manera de contar con todos los insumos y
herramientas necesarias para llevar a cabo
el muestreo (elementos de proteccion per-
sonal, bolsas estériles, stickers para iden-
tificacion, rotuladores, neveras portatiles
con temperaturas ideales para el transpor-
te o geles de refrigeracion, hisopos y/o es-
ponjas, y todo el material que vaya a ser
utilizado para el muestreo).

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

- La técnica. Para la toma de muestras
siempre se deben priorizar las superficies
expuestas del producto. El muestreo de
bacterias patdgenas (analisis cualitativos)
se debe realizar con la intencion de “querer
encontrar al patégeno” para lo cual se es
recomendable tomar muestras de la mayor
superficie posible para mejorar la probabi-
lidad de deteccion. Por ejemplo, si el ob-
jetivo es recolectar muestras de media res
para analisis de STEC, se deben esponjar
especialmente las zonas potencialmente
contaminadas (cogote, pelvis, linea de ase-
rrado).

- La asepsia. Al momento del muestreo
se deben tener las mayores precauciones
de asepsia de manera de evitar posibles
contaminaciones cruzadas, por lo que es
recomendable higienizar constantemente
los guantes con alcohol 70% vy evitar que
superficies no estériles entren en contacto
con la muestra a analizar.

- Los procedimientos internos. Cada la-
boratorio debe tener un procedimiento in-
terno de toma de muestra, con todas las
indicaciones, procedimientos complemen-
tarios y técnicas que realizan los respon-
sables de muestreo, como asi también
garantizar la cadena de custodia de toda
muestra que ingresa al laboratorio.

- Representatividad del lote. Las mues-
tras deben ofrecer informacion sobre deter-
minadas caracteristicas del lote. Se recurre
a metodologia estadistica internacional, ta-
blas o férmulas con fundamento cientifico
para la toma y seleccion de la muestra.

Las estrategias para la recoleccion de
muestras se pueden clasificar segun su di-
sefio en:

+ Aleatoria: adecuada para producciones
mayores, donde se asigna un numero a
cada producto y por niUmeros aleatorios, se
seleccionan al azar las muestras que seran
analizadas, teniendo la misma posibilidad
de ser elegida cualquiera de las unidades
que conforman el lote.
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« Geométrica: adecuada para muestras a
granel y que se presentan en contenedo-
res, de los cuales es factible tomar mues-
tras de los extremos y del punto central.

+ Produccion-tiempo: adecuada para to-
mar la muestra directamente de la linea de
produccion, establecer el tiempo en que se
toma cada muestra. Por ejemplo, en una
produccion de hamburguesas, con una
produccion de 12 h, se tomara una mues-
tra cada hora.

« Contramuestra. En muestras oficiales o
en caso de ser necesario se deben tomar
contramuestras bajo las mismas condicio-
nes que las muestras. Estas seran conser-
vadas en las mismas condiciones segun
corresponda.

+ Identificacion. Las muestras deben es-
tar bien identificadas en el envase y en los
registros.

+ Proteccion. Las muestras deben estar
protegidas de contaminaciones externas
y no deben sufrir dafio o transformacion
durante el transporte. Es ideal enviarla al
laboratorio en su recipiente original sin ser
alterado.

+ Tiempo. El tiempo que transcurre entre
la toma de las muestras y su analisis debe
ser lo mas breve y razonable posible. Du-
rante el transporte al laboratorio, las con-
diciones (temperatura) no deben permitir
que aumente o disminuya la cantidad del
organismo que se trata, de forma que los
resultados reflejen (dentro de las limitacio-
nes establecidas en el plan de muestreo)
las condiciones microbioldgicas del lote.

METODOS PARA LA RECOLECCION DE
MUESTRAS

Método destructivo:

El muestreo se realiza por corte super-
ficial con cuchillo, bisturi o tijeras estériles
hasta una profundidad de 0,5 cm de la su-
perficie del corte de carne, de la media res
o del cuarto. Con el método destructivo se

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

pueden extraer muestras para analisis cua-
litativos o cuantitativos.

En el caso de productos congelados, el
muestreo se efectla mediante la utilizacion
de taladro con mecha estéril (mecha paleta
de 1” o similar para muestras superficia-
les), recolector y bolsa estériles, efectuan-
dose no menos de 12 perforaciones en un
bloque de carne congelada de aproxima-
damente 27 Kg.

La unidad de muestreo debe tener un
tamafio minimo de 400 g a 500 g (segun
metodologia), que permita el analisis de in-
dicadores y patdgenos.

Luego del analisis, el resultado de mi-
croorganismos indicadores obtenidos por
este método se expresa en UFC/g vy el re-
sultado para analisis de patdgenos se ex-
presa presencia o ausencia.

Método destructivo en cortes y recortes
para recuento de indicadores:

« Opcion 1. Se desinfecta la mesada de
trabajo con un algodén humedecido con
alcohol al 70%. Se coloca el corte sobre
la mesada y asépticamente se extrae una
muestra de <5 mm de profundidad (25 g
de carne) evitando repetir la extraccién de
carne de lugares ya muestreados del corte.

« Opcidn 2. Se colocan los trozos corta-
dos en una bolsa estéril y se rotula con los
datos necesarios para su posterior identi-
ficacion. En el caso que el corte de carne
se encuentre envasado se debe desinfec-
tar previamente la superficie del envase por
donde se cortara para extraer una muestra
superficial del corte anatomico y pesar 10
0 25 g en laboratorio.

« Opcion 3. También puede utilizarse una
plantilla para delimitar una superficie de 20
cm?y extraer la muestra. En este caso, los
resultados se expresan en UFC/cm?2. Otra
alternativa es el uso de un sacabocado,
con borde afilado de 5 cm? (2,5 cm de dia-
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metro interno) y desinfectado, para marcar
la superficie de extraccion y luego poder
operar con mayor facilidad.

Método destructivo en cortes y recortes
para analisis de patdogenos:

« Opcion 1. En otra bolsa estéril se colo-
can trozos de carne de <5 mm de profun-
didad y de 25, 65 o0 325 g de carne, segun
lo requiera la especificacion. No se debe
extraer la muestra de aquellas superficies
del corte anatémico que ya fueron mues-
treadas. Luego de extraer la muestra para
analisis microbioldgico se recomienda de-
terminar y registrar el pH y la temperatura
del corte anatémico.

+ Opcion 2. N60. se usa para carne no in-
tacta y con un procesamiento posterior con
destino USA (FSIS Directive 10010.1 Rev5
MT51). Consiste en la toma de 60 recortes
carnicos de 3x8 cm que tengan un peso
final cercano a los 325 g (si la muestra pe-
sase mas, igualmente deben analizarse en
su totalidad los 60 trozos). En el anexo 3
se describe la toma de muestras utilizando
este método.

Muestreo con esponja

Se utilizan esponjas abrasivas estériles,
colocadas en bolsas estériles de cierre her-
mético, a las cuales se les debe agregar 10
ml de agua peptonada 0,1% como medio
de transporte o diluciéon. Se recomienda
que las bolsas tengan filtro, ya que la pre-
sencia de alto contenido de materia grasa
o pequefias particulas de muestra, pueden
causar inconvenientes en el procesamiento
analitico e interferencias en la posterior lec-
tura de la placa. También se pueden utilizar
esponjas pre-hidratadas en bolsas prefe-
rentemente con filtro.

Para que los resultados sean compara-
bles a lo largo del tiempo, se debe usar el
mismo tipo de esponja para cada analisis,
ya que una esponja de celulosa expandida
tendra una abrasividad diferente a una de
poliuretano o de otro material.

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

Las esponjas deben retirarse de ma-
nera aséptica de su recipiente utilizando
guantes o pinzas estériles, o manipulando
el recipiente para acceder al mango del
dispositivo. Se debe tener cuidado de no
contaminar la esponja o cualquier otra par-
te del dispositivo que se volvera a introdu-
cir en el recipiente.

Luego del analisis, el resultado de mi-
croorganismos indicadores obtenidos por
este método se expresa en UFC/cm? y el
resultado para andlisis de patdgenos se
expresa presencia (detectado) o ausencia
(no detectado).

Esponjado de media res o corte anato-
mico para recuento de indicadores:

Mediante el uso de una plantilla, se de-
limita la superficie a muestrear 100 cm?. El
responsable de recolectar la muestra puede
escurrir la esponja dentro de la bolsa antes
de proceder a muestrear la superficie, reali-
zando al menos 10 movimientos verticales,
10 horizontales y 10 transversales. Con la
misma esponja se puede esponjar hasta 4
zonas de la media res, utilizando las dife-
rentes superficies de la esponja para cada
zona de la media res.

Finalizada la recoleccion, se cierra la
bolsa, se masajea la esponja y se rotula.
En el laboratorio se completa el volumen
de medio de transporte (si fuera necesario),
y se mantiene la muestra refrigerada hasta
su procesamiento o remisién a laboratorio
externo.

Esponjado de media res o corte anato-
mico para analisis de patégenos:

- Media res: se realiza el esponjado de
toda la superficie externa de la media res
10 veces en sentido vertical y 10 veces en
sentido horizontal, y con la otra cara de la
esponja, toda la parte interna en ambas di-
recciones.

- Cortes anatdmicos: se realiza el esponja-
do de toda la superficie externa del corte
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anatémico 10 veces en sentido vertical y
10 veces en sentido horizontal.

Finalizada la recoleccién, se cierra la
bolsa, se masajea la esponja y se rotula.
En el laboratorio se completa el volumen
de medio de transporte (si fuera necesario),
y se mantiene la muestra refrigerada hasta
su procesamiento o remisién a laboratorio
externo.

Muestreo con hisopo para recuento de
indicadores

Los hisopos son dispositivos de mues-
treo que consisten en una punta o cabeza
(que puede ser de alginato, dacrén, rayon
o algodon) para recolectar la muestra unida
a un extensor largo y flexible. Se envasan
individualmente en tubos a los cuales se
les debe agregar 10 ml de agua peptonada
0,1% como medio de transporte o dilucion.

El analista humedece el hisopo en el
medio y realiza 30 movimientos sobre una
superficie de 100 cm? (media res o cortes
anatomicos), en sentido vertical, horizontal
y diagonal (10 en cada uno de ellos) giran-
do el hisopo sobre su gje.

Una vez finalizado el muestreo, el hiso-
po se introduce en el medio, se cierra el
tubo y se refrigera hasta su procesamien-
to en el laboratorio o remisién a laborato-
rio externo. Los resultados se expresan en
UFC/cm2.

Muestreo con paino para recortes

Este método se usa como alternativa al
método destructivo N60. Se basa en el uso
de un pafno especial estéril que no despren-
de pelusa (Micro Tally®) y se puede usar
tanto en forma manual en canastos como
automatizada en la linea de produccion. Es
un método utilizado en USA y actualmente
no aplica a los productos exportados a este
destino para muestras de caracter oficial.
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MATERIALES PARA LA RECOLECCION
DE MUESTRAS

- Bolsa estéril con esponja. La capacidad
debe ser la adecuada para tomar la unidad
de muestra deseada.

e K e RS

- Hisopos con tubos de ensayo/hisopos
con medio de transporte. Se recomienda
no utilizar hisopos de madera ni tubos de
vidrio en sectores de produccion de ali-
mentos.

- Taladro, mechas, cuchillos y recipien-
tes estériles.
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- Frascos de vidrios o plastico de boca
ancha estériles.

- Conservadora para transporte de
muestras y materiales.

- Refrigerantes.

Yy,
L

d

”"x.jhh" ~

™

- Rétulos para identificar muestras. Los
rétulos podran incluir la informacién que se
considere conveniente.

- Hora de muestreo y fecha:

- Especie:

- Tropa:

- Garron:

- Lote:

- Destino:

- Sector de produccion:

- Sector de extraccion:

- Sub-sector de extraccion:

- Nombre y marca del producto muestreado:
- N° de caja y cédigo de producto:

- Fecha de elaboracién del producto:

- Descripcién de la muestra:

- Esponjado de media res (cm2 de
superficie).

- Hisopado de media res (cm?2 de superficie).
- Destructivo de 20 cm? de superficie (4
zonas de 5 cmZ2c/u)

- Método de conservacion:

- Andlisis solicitado por/area:

- Tipo de analisis solicitado:

- Observaciones:
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- Escalera de material no poroso (alumi-
nio o acero inoxidable).

- Soluciéon de agua peptonada tampona-
da al 0,1% o diluyente de Butterfield.

- Plantillas delimitadoras de superficies.
Son de acero inoxidable u otro material que
no altere el alimento. Se encuentran dispo-
nibles de 5 cm?, 20 cm?2 y 100 cm?2 segun
se requiera. Antes de su uso deben ser es-
terilizados por calor seco o himedo, o bien
desinfectadas con alcohol 70% o equiva-
lente. En caso de utilizar alcohol o desin-
fectantes, verificar que no queden restos,
previo a tomar contacto con la muestra
para evitar alterar el resultado analitico.

- Tijeras, pinzas y bisturies estériles.
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- Marcadores indelebles para el rotulado
de etiquetas.

4 O
/’J 7

P
i A
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o
o
o

A

CONSIDERACIONES PARA EL ENVIO
DE MUESTRAS A LABORATORIOS
EXTERNOS

- Seleccionar laboratorios que aseguren
la calidad de los resultados. Los labora-
torios deben estar acreditados bajo la Nor-
ma ISO/IEC 17025 (ver capitulo Il).

- Remision de muestras. El laboratorio
debe desarrollar y proveer guias e ins-
trucciones precisas para la recoleccién de
muestras, ya sea para uso interno o para
quienes las remitan desde otras institucio-
nes. Estas instrucciones deben indicar las
cantidades minimas necesarias de cada
tipo de muestra para llevar a cabo los anali-
sis, asi como las condiciones de conserva-
cion, transporte y estabilidad de las mues-
tras desde el momento de su obtencién
hasta el arribo al laboratorio.

- Temperatura de transporte. Salvo que
las normas especificas indiquen lo contra-
rio, se recomiendan las siguientes tempe-
raturas de transporte:

+ productos estables a temperatura am-
biente: por debajo de 40°C

* productos congelados o ultracongelados:
-15a-18°C

* productos refrigerados: 1 a 5°C

- ldentificacion. En el analisis es de suma
importancia asegurar la identificacién y la
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integridad de una muestra que se remite al
laboratorio. Asi, las muestras y sus contra-
muestras deben rotularse adecuadamente
para asegurar inequivocamente su iden-
tidad. Se recomienda verificar el correc-
to rotulado de la muestra, con nombre y
apellido, tipo de muestra, condiciones de
recoleccion, fecha y hora, entre otra infor-
macién. Todos los rétulos y etiquetas de-
ben efectuarse con elementos de escritura
indelebles para evitar que se borren por
efecto de la humedad o rotura de los en-
vases. Registrar todos estos datos en dos
copias: una que sera archivada por quien
lo deriva y la otra que sera remitida al labo-
ratorio que realizara el analisis. Si se regis-
tran en formato digital se debe considerar
el resguardo de los datos bajo contrasefia
o programas de seguridad. Es conveniente
acordar con el laboratorio externo el forma-
to de la solicitud de analisis con el objetivo
de asegurar que todos los datos queden
registrados ademas de facilitar la carga de
la informacion.

- Transporte. Debe asegurar las condicio-
nes que minimicen cualquier tipo de alte-
racion en el nUmero de microorganismos
presentes. No se utiliza hielo suelto ya que
puede producir contaminacion si el reci-
piente se rompe o tiene fugas. El traslado
de la muestra debe efectuarse de manera
tal que al llegar al laboratorio tenga las mis-
mas condiciones que tenia en el momento
de su recoleccion.

En la tabla 23 se presenta un resumen
con los principales analisis requeridos por
tipo de muestras y las condiciones para su
envio al laboratorio.
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Tabla 23. Cantidad minima de muestra, temperatura y tiempo para el envio de muestras

al laboratorio segun andlisis requerido.

Tiempo desde

. Cantidad . . la toma de
;'S:nga Analisis minima de ?:gu'z:,taotifae muestra hasta
muestra P su recepcion en
el laboratorio
Microbiolégico 500 ml Refrigerado <24h
A Fisico-quimico 500 ml Refrigerado <24h
gua
Contaminantes 2000 ml Refrigerado < 7 dias
quimicos
500 ¢' Refrigerado <24 h?
Microbiolégico
Carne 500 g’ Congelado <72hd
Residuos 250 g* Congelado < 25 dias
) 500 g Refrigerado <24h
Microbiologico 500 c ad o h
Menudencias 9 ongelado <
Residuos 250 g* Congelado < 25 dias
Esponjado o Microbiolégico Esponjas o Refrigerado <24h
hisopado hisopos

Temperatura de congelacién: -15 a -18°C.
Temperatura de refrigeracion: 1 a 5°C.

" la cantidad minima a enviar dependera del producto (carne picada, trimmings, cortes), el
microorganismo (Salmonella spp., E. coli 0157, STEC) y la normativa a cumplir (USDA, UE, etc.).

Se recomienda coordinar previamente con el laboratorio que realizara el analisis.

2 para el cumplimiento de la Circular 4210B la DGLyCT-Senasa acepta muestras hasta 3 dias.
8 para el cumplimiento de la Circular 4210B la DGLyCT-Senasa acepta muestras hasta 5 dias.
4 en caso de muestras oficiales se debe respetar lo que indica la Orden de Muestreo.
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Recomendaciones para el envio de cal-
dos enriquecidos con screening positivo
a patégenos.

- Los caldos deben ser analizados en me-
nos de 48 h. Se debe considerar que en
un caldo de enriquecimiento (37-41,5°C
por 24 h en agua peptonada) desarrolla-
ron millones de bacterias presentes en el
alimento. Las bacterias patdégenas no son
buenas competidoras. Por lo tanto, las
chances de perder viabilidad son muy al-
tas. Cuando existe necesidad de confirmar
un screening positivo se recomienda enviar
al laboratorio externo una contramuestra
del mismo lote junto con una alicuota del
caldo de enriquecimiento.

- Los caldos deben disponerse en embala-
jes de buena calidad y lo suficientemente
fuertes para resistir los golpes y el peso que
tienen que soportar durante el transporte.

- Los embalajes se deben estar correcta-
mente cerrados para evitar cualquier fuga
de contenido que pudiera producirse du-
rante el transporte.

El embalaje debe constar de tres compo-
nentes:

* recipiente primario: con cierre hermético,
debe envolverse con material absorbente
adecuado para poder absorber todo el li-
quido del recipiente o recipientes primarios.
Si se utilizan varios recipientes primarios
éstos deberan envolverse individualmente
0 por separado para impedir el contacto
entre ellos. Si se usan tapones a rosca, de-
ben reforzarse con cinta adhesiva.

* recipiente secundario: con cierre her-
mético. Las bolsas refrigerantes o el hielo
seco deben colocarse fuera del recipiente
secundario. Si se usa hielo seco debe co-
locarse un soporte interno que mantenga el
recipiente secundario en la posicién original
cuando el hielo se derrita.

* recipiente exterior: no debe contener
mas de 4 litros. De esa cantidad hay que
excluir el hielo y/o el hielo seco. Incluir una
lista detallada del contenido entre el reci-
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piente secundario y el exterior. Asegurar su
estanqueidad, tal como un cierre sellable
por calor o un tapén con reborde.

MOTIVOS DE RECHAZO DE MUESTRAS
EN EL LABORATORIO

- Muestras derramadas, con envase abier-
to o danado.

- Muestras con temperatura de conserva-
cién inadecuada.

- Muestras con bolsa de toma de muestra
danada o mal cerrada.

- Multiples muestras dentro de una misma
bolsa de toma de muestra.

- Imposibilidad de determinar la naturaleza
de la muestra

- Falta de informacién suficiente para esta-
blecer los analisis que corresponden reali-
zar.

Cantidad de muestra insuficiente para efec-
tuar todos los ensayos correspondientes.

NOTA: El tratamiento que reciba la mues-
tra durante el rotulado y la remisién al la-
boratorio va a influir fuertemente sobre los
resultados obtenidos por lo que se presta
especial cuidado en preservar la integri-
dad de la muestra durante esta instancia.
Todas las muestras que se tomen en los
diferentes sectores, una vez obtenidas, in-
mediatamente se colocan en una conser-
vadora, para su transporte al laboratorio.
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ANEXO 3. TOMA DE MUESTRAS UTILIZANDO EL METODO N 60 PARA CARNE CONGELADA (MT51)

Kit basico de suministro de muestras
3 - Bolsas enrollables con cierre de linea de llenado
estériles
1 - Bolsa con cierre de cremallera de 13x18" etiquetada
como "No estéril"
1 - par de guantes estériles
3 - Sello facturable de FedEx: (EL, MWL, WL)
1 - Formulario FSIS 7355-2A/AB (conjunto de sellos de
muestra)
1 - funda de plastico de 6” x 12”
1 - Contenedor de envio
1 0 2 - Paquete de gel refrigerante

1 0 2 - Separador de cartén
1 - Aimohadilla absorbente
1 - Tapén de espuma

Kit de suministros complementarios N60*

1 - Carrito

1 - Cuchillo para deshuesar

1 - Gancho

1 - Guante resistente a cortes
1-Clip

1 - Plantilla de corte de muestra USDA Blue N60 (1
pulgada de ancho por 3 pulgadas de largo y 1/8 de
pulgada)

* el kit también incluye los suministros enumerados en
el kit basico de suministro de muestras

Suministros adicionales
+ Chaira
« Campo estéril
+ Cuchillo para deshuesar curvo
* Pinzas

" Suministros adicionales

Al recibir los suministros de muestreo:
1. Verifique la recepcion de todos los suministros
necesarios para realizar la recoleccion de muestras.

2. Retire los paquetes de gel refrigerante del contene-
dor de envio y coldéquelos en el congelador al menos 24
h antes de la recoleccion de la muestra. Enfrie previa-
mente el contenedor de envio.

El dia de la toma de muestra:
1. Encuentre una estacion de trabajo adecuada cerca
del area de produccion para colocar su equipo.

2. Limpie y desinfecte su estacién de trabajo y su
organizador y déjelos secar al aire.

Si no hay disponible una superficie desinfectable cerca
del area donde se realizara la recoleccién de muestras,
use el pafno de plastico estéril para crear una superficie
de trabajo para su equipo de muestreo desinfectado.

3. Desinfecte el cuchillo, la chaira y el gancho. Permita
que se sequen al aire.
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ANEXO 3. TOMA DE MUESTRAS UTILIZANDO EL METODO N 60 PARA CARNE CONGELADA (MT51)

El dia de la toma de muestra:
4. Seleccionar el nUmero de envases de producto
congelado del mismo lote. Los contenedores seleccio-
nados deben tener todos el mismo cédigo de produc-
cién o fecha. Si esta disponible, seleccione al azar
cinco (5) contenedores para muestrear.

Llevar los envases de producto congelado al area
donde se realizara la toma de muestra.

5. Retire el bloque de producto congelado de su
contenedor y coléquelo en el area designada para la
toma de muestras.

Si no es posible sacar el producto congelado de su
contenedor (como un contenedor combinado lleno de
producto congelado), entonces el contenedor debe
organizarse para exponer la superficie superior del
bloque congelado.

6. Lavese y séquese las manos.

7. Abra las bolsas enrollables estériles. Para abrir, retire
la tira desprendible de la parte superior, sujete las dos
pequeias pestafas blancas y separelas. No toque la
superficie interior de la bolsa.

8. Cologue la bolsa enrollable cerca del area donde
tomara las muestras. La bolsa tiene un fondo reforzado
para que, una vez que se agregue el producto, se
mantenga en posicién vertical.

9. Pdngase el guante resistente a los cortes en la mano
que no usa el cuchillo y pongase los guantes estériles.
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ANEXO 3. TOMA DE MUESTRAS UTILIZANDO EL METODO N 60 PARA CARNE CONGELADA (MT51)

10. Recoja asépticamente las muestras usando el
gancho y el cuchillo desinfectados. Corte una rebanada
de la superficie de aproximadamente 1 pulgada de
ancho por 3 a 4 pulgadas de largo por 1/8 de pulgada
de grosor. Recuerde concentrarse en cortes finos del
tejido de la superficie externa.

NOTA: Es importante mantener las tiras muy delgadas y
que presenten la mayor superficie externa posible.

Asegurese de que las muestras contengan algo de
carne porque si toda la muestra es grasa, la grasa
puede interferir con el andlisis de la muestra.

11. Recoja la cantidad adecuada de muestras de cada
blogue congelado segun la cantidad de contenedores
disponibles del lote especifico.

De cada uno de los 5 contenedores, tome muestras de
12 lugares distribuidos uniformemente alrededor de la
superficie del bloque congelado.

Tome muestras de la mayor cantidad posible de la
superficie.

El diagrama muestra cdmo recolectar una muestra en
cada punto de 30 grados de la superficie de todo el
bloque congelado.

12. Mantenga las rebanadas muy delgadas y asegurese
de que las muestras contengan algo de carne y no sean
solo tejido graso.

NOTA: La grasa puede interferir con el andlisis de la
muestra.

La foto muestra el tamafio de muestra correcto para cada
pieza N60 en comparacion con la plantilla.
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ANEXO 3. TOMA DE MUESTRAS UTILIZANDO EL METODO N 60 PARA CARNE CONGELADA (MT51)

13. Coloque cada rebanada en una de las bolsas
enrollables estériles. Continue este proceso hasta que
haya reunido 30 piezas en una bolsa con cierre enrolla-
ble.

14. Repita los pasos 10 a 13 hasta que haya recolecta-
do dos bolsas con cierre enrollable, cada una con 30
rebanadas.

NOTA: Cuando se corta al tamafo correcto, 30 rebana-
das de muestra deben llenar una bolsa con cierre
enrollable hasta la linea de llenado.

15. En la tercera bolsa estéril con cierre enrollable,
recolecte asépticamente muestras de recortes del
mismo lote de produccién. No es necesario cortar las
piezas a una determinada dimensién. Recoge piezas
con la mayor superficie externa posible.

Para piezas de cortes mas grandes, corte la pieza para
que guepa en la bolsa de muestra, pero aseglrese de
dejar al menos 2-3 pulgadas de espacio en la parte
superior de la bolsa y expulse la mayor cantidad de aire
de la bolsa antes de cerrarla.

16. Una vez que se complete la recoleccion de la
muestra, expulse con cuidado el exceso de aire de la
bolsa de la muestra, doblela firmemente sobre la parte
superior al menos tres veces y luego doble las lengie-
tas laterales para asegurar los pliegues en su lugar.

No ate los extremos.

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS Pag/123




CAPITULO VI

METODOS RAPIDOS EN
MICROBIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

Rodrigo Burgos'y Juan Martin Oteiza?

1. SGS Argentina.

2. Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Téecnicas (CONICET):
Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos,

Centro de Investigacion y Asistencia Tecnica a la Industria (CIATI),
Centenario, Neuguen, Argentina.




La evolucién de los métodos rapidos
en microbiologia comenzé en la década de
1960 con anadlisis clinicos. En el contexto
de los alimentos, estos métodos se adop-
taron una década después de su introduc-
cion en la microbiologia clinica, aunque su
desarrollo inicial fue mas gradual. Sin em-
bargo, en los Ultimos afios, fuimos testigos
de sustanciales avances.

En la evolucion de los métodos rapidos
podemos identificar varios hitos:

- Durante el periodo 1965 a 1975, se
produjo el desarrollo de sistemas de minia-
turizacion de las técnicas microbioldgicas
convencionales, asi como la apariciéon de
los primeros kits de diagndstico. Las prue-
bas bioquimicas miniaturizadas simplifica-
ron y agilizaron la identificacion de microor-
ganismos.

- Entre los afios 1975 y 1985, las técni-
cas inmunolodgicas experimentaron un rapi-
do crecimiento. La produccién de anticuer-
pos monoclonales posibilitd el desarrollo
de ensayos de identificacién microbiana
basados, tales como ELISA e inmunocro-
matografia.

- De 1985 a 1995, se introdujeron las
técnicas genéticas (en particular la reac-
cion en cadena de la polimerasa-PCR), las
cuales representaron un punto de inflexion
en el andlisis microbiolégico tanto en el
ambito clinico como en el de alimentos.

- En el Siglo XXI, comenzo el desarro-
llo de biosensores y microarrays, los cuales
surgieron como respuesta a las deman-
das generadas por proyectos como el del
genoma humano, asi como el avance en
protedmica y campos relacionados. Sin
embargo, aun no se utilizan en la industria
frigorifica bovina.

Este recorrido histérico refleja la cons-
tante evolucién y la adopcion de tecnolo-
gias mas rapidas y avanzadas en el analisis
microbioldgico de alimentos.
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Método rapido es cualquier procedi-
miento destinado a la deteccion, el recuen-
to, la caracterizacion y/o subtipificacion
de microorganismos. Lo que distingue a
estos métodos es su capacidad para pro-
porcionar resultados de manera sencilla,
confiable y en un periodo de tiempo signi-
ficativamente menor en comparacion con
los métodos convencionales. Sin embargo,
para la confirmacion de algunos resulta-
dos, todavia se requiere de una combina-
cion de métodos tradicionales y métodos
rapidos. Por ejemplo, para la confirmacién
STEC se requiere la obtencion de un cul-
tivo puro, que actualmente se realiza por
un método tradicional (placa de Petri con
agar), mientras que para la deteccion y ca-
racterizacion se suelen utilizar métodos ra-
pidos (como por ejemplo la PCR).

El desarrollo de métodos rapidos y au-
tomatizados en el campo de la microbio-
logia aplicada experimentd un crecimiento
sustancial en los ultimos 25 afos, adqui-
riendo una relevancia destacada tanto en
la investigaciéon cientifica como en la in-
dustria alimentaria. Estos avances brindan
herramientas innovadoras que mejoran la
verificacion de los procesos de produccién
de los alimentos.

Los métodos rapidos se basan en diver-
sos principios fisico-quimicos, bioquimi-
cos, inmunoldgicos y moleculares. Como
ejemplos de métodos rapidos aplicados a
la industria carnica se incluyen:

- Medios de cultivo deshidratados.

- Métodos basados en sustrato definido
(incluyendo medios de cultivo cromogéni-
cos Y fluorogénicos).

- Métodos automatizados para determinar
el Niumero mas Probable (NMP).

- Métodos inmunoldgicos como ELISA, in-
munocromatografia, inmunofluorescencia
e inmunocaptura.
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- Métodos basados en la deteccidon de ATP.

- PCR en tiempo real (incluyendo qPCR) o
digital.

- Amplificacién isotérmica (LAMP).

- Galerias miniaturizadas automatizadas vy
no automatizadas.

- Espectroscopia (FTIR) y espectrometria
de masas (MALDI-TOF).

- Ribotipificacion.
- Técnicas de secuenciacidén masiva de
ADN.

Variables que definen a un método rapi-
do.

El andlisis microbioldgico de alimentos
evoluciono significativamente en las Ulti-
mas décadas, con un enfoque creciente en
la rapidez y la automatizacion. Los méto-
dos empleados deben cumplir con una se-
rie de requisitos esenciales, los cuales pue-
den resumirse en los siguientes aspectos:

- Exactitud en la obtencion de resultados,
incluyendo sensibilidad, limites de detec-
cion minimos, especificidad del sistema de
analisis, versatilidad, aplicabilidad poten-
cial y comparacién con métodos de refe-
rencia.

- Rapidez, medido por el tiempo requeri-
do para obtener resultados y el nimero de
muestras que pueden procesarse por hora
y por dia.

- Costos minimos, que abarcan los gastos
iniciales, los costos por analisis y el costo
operativo total.

- Aceptabilidad por parte de la comunidad
cientifica, la industria, y las agencias regu-
ladoras.

- Sencillez de manejo, incluyendo la pre-
paracion de muestras, la operacion de
equipos analiticos y el procesamiento de
datos.

- Cualificacion y formacién del personal
adecuada para realizar las técnicas.
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- Facilidad de preparacion, estabilidad y
disponibilidad de reactivos.

- Fiabilidad del método respaldada por la
empresa u organismo responsable de la
técnica analitica.

- Soporte técnico adecuado, que abarca
la rapidez, la disponibilidad y el costo de
asistencia técnica.

- Espacio minimo para optimizar su imple-
mentacion en laboratorios de plantas ela-
boradoras de alimentos.

En el ambito de la microbiologia de ali-
mentos, es crucial comprender ciertas limi-
taciones que suelen presentan los métodos
tradicionales, como los establecidos por la
Organizacién Internacional de Normaliza-
cion (ISO), el Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA) y el Manual
Bacteriologico de la Administracion de Ali-
mentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA-BAM). Estos enfoques conven-
cionales, si bien son confiables, a menudo
no permiten tomar decisiones con la rapi-
dez necesaria, o que podria dar aumentos
en los costos asociados con la produccion
de alimentos antes de su liberacion al mer-
cado. Debido a esto, surge la necesidad de
explorar el empleo de métodos alternativos
en microbiologia. Los métodos rapidos es-
tan disefiados para el andlisis eficiente y agil
tanto de materia prima como de productos
intermedios y terminados, ambiente, aire y
agua, entre otros. Existen métodos rapidos
tanto para la deteccién de microorganismos
patdgenos, alérgenos, toxinas, proteinas,
OGM, como para el recuento de indicadores
y alterantes en diversas matrices. La adop-
cion de este tipo de métodos conlleva una
serie de ventajas significativas, ya que, entre
otras, permiten una verificacion mas efecti-
va del proceso de produccion y la toma de
decisiones a corto plazo. Asimismo, brindan
la capacidad de identificar problemas po-
tenciales en las muestras de forma rapida y
confiable, lo que es esencial para garantizar
la calidad e inocuidad de los alimentos.
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La revolucion de los métodos rapidos en
microbiologia de alimentos: eficiencia,
economia y cumplimiento normativo.

El crecimiento exponencial de los mé-
todos rapidos disponibles en microbio-
logia de alimentos se refleja en la amplia
gama de equipos, Yy marcas comerciales,
disponibles en la actualidad los cuales es-
tan disefiados con la finalidad de propor-
cionar resultados rapidos, en tiempo real,
con un alto grado de precision y a un costo
accesible. Un ejemplo concreto de su im-
pacto lo constituye la automatizacion de
los estudios de genotipos bacterianos, la
cual transformo un proceso que resultaba
tedioso y lento, en un método practico y
aplicable en los andlisis microbioldgicos de
rutina aun en los laboratorios de plantas fri-
gorificas.

La capacidad de obtener resultados
confiables de manera mas eficiente y eco-
ndémica redefinid la calidad y seguridad de
los andlisis en planta. En este contexto, la
adopcion de tecnologias emergentes y la
comprensién de su funcionamiento son
esenciales en un mundo que valora la ex-
celencia y la eficacia en la industria de ali-
mentos.

La adopciéon de métodos rapidos res-
ponde a una serie de factores fundamenta-
les que merecen ser mencionados:

- Respuesta a presiones regulatorias.
- Practicas modernas de produccion.
- Reduccion de costos.

- Optimizacion de recursos.

- Complejidad analitica.

En lo que respecta a las presiones re-
gulatorias, resulta importante destacar que
la industria alimentaria esta sujeta a riguro-
sas normativas que velan por garantizar la
calidad e inocuidad de los productos. Para
cumplir con estos estandares, se requiere el
empleo de métodos oficiales de referencia,
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recomendados tanto por USDA/FSIS, 1ISO
o FDA-BAM, entre otras. Actualmente, los
métodos rapidos son recomendados tanto
como técnicas de screening y/o confirmato-
rias por las mencionadas agencias regula-
torias internacionales. En consecuencia, el
abanico de opciones en cuanto a métodos
rapidos es amplio y diverso. No obstante,
es esencial subrayar la importancia de uti-
lizar métodos que se encuentren validados
para la matriz de uso ya que esto aumenta
la fiabilidad de los resultados obtenidos.

Eleccion de un método rapido.

La eleccion del “mejor método rapido”
en microbiologia de alimentos es una ta-
rea compleja, ya que no existe un enfoque
universalmente superior. En lugar de ello,
debemos considerar una serie de variables
y factores que se adecuen a una aplicacion
especifica.

Entre las variables clave que deben te-
nerse en cuenta, podemos mencionar:

- Tipo de alimento: el método rapido se-
leccionado debe ser compatible con el tipo
de alimento que produce la empresa que
planea implementarlo. Diferentes alimentos
pueden requerir enfoques especificos.

- Capacitacion de los analistas: la forma-
cion del personal es crucial para garantizar
la correcta aplicacion del método rapido.

- Decision de la empresa (costos): la
eleccidon del método rapido también esta
influenciada por consideraciones economi-
cas. Es necesario evaluar los costos aso-
ciados con la adopcion y el mantenimiento
del método.

- Cantidad de analisis diarios: la capaci-
dad del método para procesar una cierta
cantidad de muestras por dia es un factor
importante.

- Equipamiento adicional: algunos méto-
dos pueden requerir equipos especificos.
Esta inversién en equipos adicionales tam-
bién debe considerarse.
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- Tiempo de respuesta: el tiempo que lle-
va obtener resultados mediante el método
rapido es esencial para la toma de decisio-
nes y debe estar en linea con los requisitos
de la empresa.

- Complejidad del analisis: la complejidad
de la técnica y los procedimientos involu-
crados deben ser adecuados para el per-
sonal y los recursos disponibles en el labo-
ratorio.

En consecuencia, se recomienda llevar
a cabo analisis comparativos entre varios
métodos rapidos para asegurar la elecciéon
del enfoque mas apropiado.

A nivel industrial, no se tolera un méto-
do rapido que arroje resultados falsos ne-
gativos, ya que la liberacion de un lote de
alimentos contaminado con un patoégeno,
con potencialidad para causar un brote de
ETA, puede tener consecuencias graves en
la salud publica y afectar la reputacién de
la empresa elaboradora del alimento im-
plicado. Estas consecuencias conllevan
considerables pérdidas econdmicas y de
imagen.

Un resultado falso positivo también im-
plica pérdidas econémicas para la empre-
sa (retener alimentos refrigerado o conge-
lado), aunque es un escenario menos gra-
ve, ya que puede confirmarse el resultado
en corto plazo.

Para estar seguros de que el método
es confiable es requisito fundamental que
esté respaldado por un certificado o com-
probante de validacién. Este documento
debe detallar todos los parametros que se
evaluaron durante el proceso de validacion.
Ademas, es crucial realizar una verificacion
o familiarizacion en el laboratorio donde se
implementara el método rapido antes de su
uso real para verificar que el método fun-
ciona segun las especificaciones estable-
cidas por el fabricante.
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La validacion de un método implica
confirmar su capacidad para generar re-
sultados comparables con un método de
referencia aceptado, como los estandares
de ISO, BAM, ICMSF, APHA y otros. La
validacion de un método rapido es reali-
zada por una tercera parte independiente
del laboratorio y del fabricante. Por ejem-
plo: AOAC International, AFNOR-Francia,
NordVal-Paises Noérdicos, MicroVal-Union
Europea y Health Protection Branco-Cana-
da. La AOAC es particularmente relevante,
ya que validé un amplio nimero de méto-
dos, siendo su validacion reconocida tan-
to en USA y UE, como en todo el mundo.
Cabe destacar que cada organismo posee
su propio protocolo de validacién. En 2003,
como parte de una iniciativa de la UE, se
publicd un protocolo internacional de va-
lidacion (ISO 16140:2003/Amd 2011) para
garantizar la uniformidad en la validacién
de métodos en todo el mundo. Actualmen-
te dicha norma consta de 7 partes (ISO
16140-1:2016; 1SO 16140-2:2016/DAmd
1; ISO 16140-3:2021; 1ISO 16140-4:2020/
DAmd 1; ISO 16140-5:2020 y ISO 16140-
6:2019; ISO 16140-7:2023) dedicadas a di-
ferentes temas relacionados a validacion y
verificacion de ensayos.

En un certificado de validacidn se debe
verificar informacion de interés la cual per-
mitira la utilizacion del método rapido apro-
piado a los fines pretendidos:

- Compatibilidad con las matrices alimen-
tarias o no alimentarias (entorno) para las
que fue disefiado y validado.

- Informacién detallada sobre los caldos de
enriquecimiento y equipos utilizados en la
validacion.

- Instrucciones de uso. Se debe respetar
rigurosamente el protocolo de uso de los
métodos rapidos, ya que cualquier modifi-
cacién puede afectar los resultados. Si se
considera una modificacion, es necesario
consultar al proveedor para evaluar su via-
bilidad.
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En una visién futurista que nos sitda en
el ano 2000, el Dr. Daniel Fung, una emi-
nencia en el ambito de los métodos rapi-
dos aplicados a la microbiologia de alimen-
tos, planted un panorama que aun hoy nos
asombra. En sus predicciones, destaco va-
rios aspectos clave:

1. La imposibilidad de reemplazar el
recuento de microorganismos viables.
Si bien existen métodos gendmicos para
detectar microorganismos no cultivables,
todos los recuentos realizados de rutina en
la industria de los alimentos se basan en
microrganismos viables.

2. La supervision de la higiene en tiem-
po real a través de métodos rapidos.
Desde hace décadas se utilizan métodos
de lectura in situ para verificar POES, entre
ellos métodos colorimétricos y de biolumi-
niscencia (ATP).

3. La generalizacion de las técnicas ge-
notipicas en los laboratorios de alimen-
tos. En Argentina, en desde el afno 2010,
los frigorificos exportadores utilizan PCR
en tiempo real para la deteccién de mi-
croorganismos patdgenos.

4. La automatizacion de las pruebas in-
munologicas. Actualmente, existen diver-
sos sistemas automatizados de deteccion
e inmunoconcentracion de bacterias pato-
genas basados en innovadores desarrollos
inmunoldgicos.

5. La obtencion de resultados mas rapi-
dos mediante la inmunocromatografia.
Esta técnica permite detectar y semicuan-
tificar toxinas, proteinas y OGM en un par
de min. Sin embargo, para la deteccién de
bacterias patdgenas se debe considerar el
periodo de enriquecimiento (ver capitulo
VIII de este manual).

6. La integracion de biosensores en los
programas APPCC. Esta prediccion aun
no se utiliza en la industria frigorifica, aun-
que son numerosos los desarrollos orien-
tados a la industria de alimentos liquidos
(productos lacteos, por ejemplo).
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7. La deteccion instantanea de patoge-
nos a través de sistemas computariza-
dos. Refiere a biosensores en la linea de
produccion. Aun no utilizados en la indus-
tria frigorifica.

8. La implementacion de métodos efi-
caces para la separacion y concentra-
cion de bacterias buscadas. Aplicados
de rutina en varios frigorificos bovinos del
pais.

9. La utilizacion de sistemas de alerta
microbiolégica en los envases de ali-
mentos. Actualmente existen métodos ra-
pidos aplicados a los envases. En Argen-
tina los méas habituales son aquellos que
refieren al monitoreo de la temperatura del
producto.

10.La disponibilidad de dispositivos de
alerta rapida para que los consumido-
res puedan detectar patégenos en sus
hogares. Existen varios desarrollos que se
utilizan en otros paises y se basan en mé-
todos inmunoldégicos. En Argentina no es-
tan disponibles aun.

Es de esperar que con el correr de los
afnos y con el avance de la ciencia y la tec-
nologia todas las predicciones del Dr. Fung
terminen concretandose.

Desafios actuales de los métodos rapi-
dos en microbiologia de alimentos:

+ Costo de implementacion y accesibili-
dad: los equipos Yy reactivos para los mé-
todos rapidos a menudo son mas costosos
que los utilizados en los métodos tradicio-
nales, lo que puede ser un obstaculo para
las pequefnas empresas o laboratorios con
presupuestos limitados. Estas tecnologias
deben ser accesibles para una variedad de
industrias y operaciones, incluidas las pe-
queinas y medianas empresas, es esencial
para verificar los procesos de producciéon
de alimentos a nivel global.

« Capacitacion del personal: la operacion
y la interpretacion de resultados de los mé-
todos rapidos requieren habilidades técni-
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cas especificas. Capacitar al personal para
utilizar estas tecnologias de manera efecti-
va resulta esencial, pero puede llevar tiem-
po Yy recursos significativos.

+ Validacion y estandarizacion: es fun-
damental validar y estandarizar los méto-
dos rapidos para asegurar la precision y
la confiabilidad de los resultados. La falta
de estandares y protocolos universalmente
aceptados puede ser un desafio en la im-
plementacion y comparacion de datos en-
tre diferentes laboratorios.

* Interferencias y matrices de muestra:
algunas matrices de alimentos pueden
contener sustancias que interfieren con los
métodos rapidos, lo que puede conducir
a resultados incorrectos o imprecisos. Es
crucial abordar estas interferencias para
garantizar la fiabilidad de las pruebas.

+ Integracion con sistemas de produc-
cion: integrar sistemas de detecciéon en
linea con los procesos de produccién de
alimentos es un desafio importante. Los
sistemas deben ser capaces de adaptarse
a entornos de produccion variables y com-
plejos, asegurando una deteccion continua
sin interrumpir las operaciones.

- Seguridad de los datos: la transmision
y almacenamiento de datos en tiempo real
plantean preocupaciones sobre la seguri-
dad de la informacion. Es crucial garantizar
que los datos de deteccion en linea estén
protegidos contra posibles amenazas ci-
bernéticas y accesos no autorizados para
mantener la integridad de los resultados.

Futuro de los métodos rapidos en micro-
biologia de alimentos:

1. Integracion de tecnologias emergen-
tes: se espera una mayor integracion de
tecnologias emergentes como la inteligen-
cia artificial y el aprendizaje automatico
para mejorar la interpretacion de datos y
hacer que los métodos rapidos sean mas
eficientes y precisos en la identificacion y
cuantificacién de microorganismos en los
alimentos.
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2. Desarrollo de sensores portatiles y
dispositivos miniaturizados: la miniaturi-
zacion de los dispositivos y el desarrollo de
sensores portatiles permitiran realizar prue-
bas in situ de manera rapida y econémica,
lo que sera especialmente Uutil en entornos
donde el acceso a laboratorios especializa-
dos es limitado.

3. Enfoques multiplex y omics: los mé-
todos rapidos multiplex permitiran la de-
teccion simultanea de varios patdgenos
en una sola muestra, lo que aumentara la
eficiencia y reducira el tiempo de andlisis.
Ademas, las tecnologias ‘omics’, como la
gendmica, la protedmica y la metabolomi-
ca, se utilizaran para comprender mejor las
interacciones entre los microorganismos y
los alimentos, lo que mejorara la capacidad
de deteccién y prevencion.

4. Avances en nanotecnologia: la nano-
tecnologia se utilizara para desarrollar bio-
sensores Yy plataformas de deteccion ultra-
sensibles que pueden identificar incluso
concentraciones muy bajas de microorga-
nismos patdgenos en los alimentos.

5. Sostenibilidad: se esperan avances en
métodos rapidos que sean respetuosos
con el medio ambiente, utilizando tecno-
logias y reactivos sostenibles de manera
de minimizar el impacto ambiental de las
pruebas microbioldgicas en la industria ali-
mentaria.

Estos avances y enfoques estan des-
tinados a superar los desafios actuales y
mejorar la eficacia, precision y accesibili-
dad de los métodos rapidos en microbiolo-
gia de alimentos, los cuales deberan com-
plementarse y adecuarse a la tecnologias
alimentarias del futuro.
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Tendencias decisivas en tecnologias ali-
mentarias del futuro.

En el ambito del diagndstico in vitro de
analisis de matrices alimentarias, es crucial
comprender las areas que predominaran
en la préxima década. A continuacion, se
detallan las tendencias mas destacadas
que deberan satisfacer las tecnologias in-
volucradas:

- Tecnologias de procesamiento avanza-
das: la aplicacidn de técnicas innovadoras,
como la alta presion, pulsos eléctricos y
ultrasonido, se posiciona como una van-
guardia para mejorar la eficiencia en el pro-
cesamiento de alimentos, manteniendo al
mismo tiempo la calidad nutricional.

* Blockchain en la cadena de suministro
de alimentos: la utilizacion de la tecnologia
blockchain emerge como una herramienta
fundamental para mejorar la transparencia
y trazabilidad en la cadena de suministro
alimentaria. Esto posibilita a los consumi-
dores rastrear el origen y la calidad de los
alimentos, asegurando una mayor confian-
za en los productos.

« Alimentos personalizados y tecnologia
de nutricion personal: la evolucion hacia
alimentos personalizados, adaptados a las
necesidades nutricionales individuales, se
potencia mediante el uso de tecnologias
como la inteligencia artificial. Esto implica
un andlisis mas preciso de datos de salud
y preferencias personales para ofrecer pro-
ductos alimenticios mas acordes con las
demandas de los consumidores.

 Impresion 3D de alimentos: los avan-
ces en la impresién 3D juegan un papel
crucial en la creacion de alimentos perso-
nalizados, especialmente en entornos de
atencién médica. Esta tecnologia también
contribuye a la produccion de alimentos
visualmente atractivos, demostrando ser
una herramienta versatil y revolucionaria.

« Tecnologias de conservacion de ali-
mentos: el desarrollo continuo de métodos
de conservacion innovadores, como la apli-
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cacién de nanotecnologia, se erige como
un pilar para prolongar la vida util de los
alimentos de manera segura, garantizando
al mismo tiempo su integridad y calidad.

* Alimentos funcionales y enriquecidos:
existe un enfoque creciente en el desarro-
llo de alimentos con beneficios especificos
para la salud, incorporando ingredientes
funcionales como probidticos, prebidticos
y otros. Este campo promete aportar solu-
ciones nutricionales mas efectivas y adap-
tadas a las necesidades individuales.

+ Sostenibilidad en el desarrollo de ali-
mentos: la atencidon a practicas sosteni-
bles en la produccién de alimentos se in-
tensifica, abarcando desde la reduccion
de desperdicios hasta el uso eficiente de
recursos. La busqueda de alternativas sos-
tenibles se convierte en un imperativo para
la industria alimentaria.

 Tecnologias de etiquetado inteligente:
el desarrollo de etiquetas inteligentes y c6-
digos QR se perfila como un medio eficaz
para proporcionar a los consumidores in-
formacioén detallada sobre la procedencia
y caracteristicas de los alimentos, contri-
buyendo a una mayor transparencia en la
industria.
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CAPITULO VII

RECUENTO DE MICROORGANISMOS
INDICADORES

Pablo Escobar!, Karen Giselle Beltran Orellana’

y Jessica Babich?

I. Laboratorio Compania Bernal S.A. Laboratorio del establecimiento
frigorifico 2062. Bernal Oeste, Argentina.

2. Departamento de Microbiologia de los Alimentos,

Coordinacion de Calidad e Inocuidad de Alimentos de Origen Animal,
DLA-DGLYCT, Servicio Nacional de Sanidad y Calidad

Agroalimentaria (Senasa), Martinez, Buenos Aires, Argentina.




En la industria alimentaria se efectian
procesos de elaboracion bajo estrictos sis-
temas de aseguramiento de la calidad, tales
como planes de APPCC, que permiten otor-
gar garantias sobre los productos elabora-
dos. Ademas, desde 1998 se implementan
normas voluntarias de seguridad alimenta-
ria; por ejemplo, la Norma BRCGS. Estas
normas son actualizadas periédicamente
con el objeto de reflejar los Ultimos desa-
rrollos en materia de inocuidad alimentaria
y fomentar su adopcion en todo el mundo.
Dicha norma proporciona un sistema de
trabajo o guia que ayuda a los fabricantes a
producir alimentos seguros, auténticos y le-
gales, y gestionar su calidad para satisfacer
los requisitos de los clientes.

Los procesos de produccién requieren
de verificaciones, entre las que se incluyen
los analisis microbiologicos. El analisis mi-
crobiolégico de los alimentos se basa en
estandares establecidos por los comités
reguladores de seguridad de productos es-
pecificos.

La tendencia actual es establecer requi-
sitos de calidad cada vez mas estrictos que
garanticen la inocuidad alimentaria. Los la-
boratorios deben proporcionar resultados
rapidos, confiables y precisos.

En este capitulo abordaremos los si-
guientes temas:

A. Microorganismos indicadores en la
industria frigorifica.

B. Preparacion y siembra de muestras
para recuentos de indicadores.

C. Metodologias para recuento de indi-
cadores (métodos tradicionales y métodos
rapidos).

D. Andlisis y expresion de resultados
obtenidos en medios sdlidos (aplica a mé-
todos tradicionales y a métodos rapidos).

E. Control de calidad.
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A. MICROORGANISMOS INDICADORES
EN LA INDUSTRIA FRIGORIFICA

Bacterias aerobias mesofilas

Las bacterias aerobias mesofilas (BAM)
se definen como un grupo heterogéneo
de bacterias capaces de crecer en un ran-
go de temperaturas de 15 a 45°C, con un
optimo de 35°C. El recuento de BAM pro-
porciona informacion sobre la poblacion
microbiana total (bacterias, hongos fila-
mentosos y levaduras) capaces de desa-
rrollar bajo las condiciones establecidas.
Estos microorganismos se encuentran en
una amplia variedad de alimentos, inclu-
yendo la carne y los productos carnicos. El
recuento de BAM se utiliza para evaluar la
higiene del proceso de produccién, desde
la materia prima hasta el producto final, y
para identificar cualquier posible contami-
nacion. Nos permite verificar la efectividad
de la limpieza y desinfeccién, determinar si
las temperaturas aplicadas a los procesos
fueron las adecuadas (productos carnicos
cocidos), determinar el origen de la conta-
minacion durante los procesos, verificar las
condiciones 6ptimas de almacenamiento y
transporte, entre otras.

Las BAM representan la cantidad total
de microorganismos aerobios mesdéfilos via-
bles presentes en un alimento, y su recuen-
to puede proporcionar informacion sobre
la calidad y frescura del producto. Los re-
cuentos elevados pueden ser un indicador
de una mala higiene en la produccién o del
almacenamiento prolongado del producto.

En la industria carnica, el recuento de
BAM se utiliza en varias etapas del proceso
de produccion: materia prima, producto en
proceso y producto final. También se utiliza
como un indicador de vida Util, ya que el nu-
mero de bacterias presentes puede aumen-
tar durante el almacenamiento, reduciendo
y/o modificando la calidad del producto. De
esta manera, el recuento de BAM es uno
de los analisis utilizados para determinar la
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fecha de caducidad y estimar la calidad del
producto.

El recuento de BAM no puede utilizarse
como indicador de seguridad para los mi-
croorganismos de deterioro o patégenos,
porque no existe correlacion entre los re-
cuentos y la presencia de patégenos. Un
recuento total bajo no implica la ausen-
cia de deterioro o patdégenos. Del mismo
modo, un recuento total elevado no implica
la presencia de microorganismos alterantes
(productos carnicos envasados al vacio) o
microorganismos patdgenos.

Enterobacterias

Las Enterobacterias son un grupo de
bacterias gram-negativas que pertenecen
a la familia Enterobacteriaceae. Se pueden
encontrar en suelo, agua, alimentos y trac-
to gastrointestinal de humanos y animales.
Estas bacterias son conocidas por su diver-
sidad y adaptabilidad, asi como por su ca-
pacidad para causar enfermedades.

Son un grupo de microorganismos am-
pliamente distribuidos en la naturaleza y en
el ambiente industrial. En la industria car-
nica pueden estar presentes en materias
primas, insumos e ingredientes, equipos
de produccidn, ambiente y trabajadores. La
busqueda de Enterobacterias sirve para el
mismo proposito que las pruebas de coli-
formes, ya que proporcionan evidencia de
falta de higiene, procesos inadecuados y/o
contaminacion pos-proceso. A menudo,
estos microorganismos indicadores son
elegidos por ser relativamente rapidos y fa-
ciles de detectar.

Las Enterobacterias se caracterizan por
tener mayor resistencia al medio ambiente
que los coliformes.

La familia Enterobacteriaceae incluye
bacilos anaerobios facultativos con nece-
sidades nutricionales sencillas. Las propie-
dades metabdlicas de esta familia bacte-
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riana son muy Utiles para caracterizar sus
géneros constituyentes. Las Enterobacte-
rias degradan glucosa mediante la ruta de
Embden-Meyerhof y escinden el acido pi-
rivico en un proceso que Se cConoce como
fermentacién acido formica. El acido formi-
co, por accién de una enzima, se convierte
en H,y CO,. Las Enterobacterias producen
grandes cantidades de gas durante la fer-
mentacién del azlcar, como las especies
de Escherichia, que degradan el acido fér-
mico a H, y CO,.

Esta familia puede dividirse en dos gru-
pos, en funcidn de sus productos de fer-
mentacion:

1. Fermentacién acido-mixta: se pro-
ducen principalmente lactato, acetato,
succinato, formiato y etanol. Por ejemplo:
Escherichia, Salmonella, y Proteus, entre
otros.

2. Fermentacién butanodidlica: los pro-
ductos principales son butanodiol, etanol
y CO,. Por ejemplo: Enterobacter, Erwinia,
Serratia.

Para identificarlas se utilizan pruebas
bioquimicas luego de un examen preliminar
de su morfologia, movilidad y crecimiento.
Las pruebas utilizadas para evidenciar el
metabolismo de las Enterobacterias son:
utilizacion de hidratos de carbono, activi-
dad de o-nitrofenil-B-D-galactopiranésido
(ONPG), produccion de indol, rojo de meti-
lo, pruebas de Voges-Proskauer, utilizacion
de citrato, produccién de ureasa, descar-
boxilacién de la lisina, arginina y ornitina,
produccién de fenil-alanina desaminasa,
produccion de SH, y movilidad.

Varios géneros bacterianos se encuen-
tran dentro de esta familia; entre ellos
Escherichia, Shigella, Salmonella, Erwinia,
Cronobacter, Citrobacter, Klebsiella, Hafnia,
Serratia, Enterobacter, Edwardsiella, Proteus,
Morganella, Providencia 'y Yersinia.
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A su vez, esta familia se divide en géne-
ros que fermentan y no fermentan la lactosa.

- No fermentadores de lactosa: Salmonella,
Shigella, Erwinia, Providencia y Cronobacter.

- Fermentadores de Lactosa (coliformes):
Escherichia, Klebsiella  (excepto K.
rhinoscleromatis), Enterobacter, Citrobacter,
Hafnia, Serratia, Proteus, Edwardsiella,
Morganella 'y Yersinia.

Coliformes Totales

Los coliformes son un grupo de bacte-
rias gram-negativas, no formadoras de es-
poras, faciles de cultivar e identificar, que
se definen por su capacidad para fermentar
la lactosa con produccién de acido y/o dio-
xido de carbono gaseoso. Si bien, solo una
fraccion de los coliformes son de origen
fecal (la mayoria son contaminantes am-
bientales), se utilizan como indicadores de
contaminacion fecal en ambiente, agua y
alimentos. Algunas especies de coliformes
pueden ser patdgenas y causar enferme-
dades en humanos y animales. A pesar de
que no existe una relacidn directa entre los
recuentos de coliformes y la presencia de
microorganismos patogenos o alterantes,
un valor elevado de coliformes totales en
el ambiente de produccidn puede, en oca-
siones, desencadenar pruebas adicionales
de busqueda de patdgenos. En general, las
pruebas de coliformes se utilizan en com-
binacion con otras pruebas de indicadores
(como microorganismos aerobios mesofi-
los) de manera de validar o verificar los pro-
cedimientos y protocolos de saneamiento.

Este grupo de microorganismos com-
prende algunos géneros de la familia
Enterobacteriaceae, capaces de fermentar
la lactosa a 35°C con produccion de acido
y gas. Los alimentos pueden contaminarse
con coliformes durante la produccién, pro-
cesamiento, transporte y almacenamiento.
Las fuentes de contaminacién pueden in-
cluir agua, tierra, animales y manipuladores
de alimentos.
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Entre los coliformes se pueden distin-
guir dos tipos:

- Coliformes fecales, provienen del tracto
intestinal de animales de sangre caliente y
que serian los mejores indicadores de ries-
go de afecciones humanas.

- Coliformes totales, son residentes natu-
rales de ambiente y agua. Si bien esta clasi-
ficacién continda siendo utilizada en regla-
mentaciones, se considera en proceso de
revisién, ya que el método de diferenciacion
de ambas categorias no seria concluyente.

Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo gram-negati-
Vo y pertenece a la familia Enterobacteriaceae.
Son microorganismos no esporulados y con
flagelos periticos en el caso de ser moviles.
Los cultivos son anaerobios facultativos,
citocromo oxidasa negativos y sensibles al
cianuro potasico, reducen los nitratos a ni-
tritos. El crecimiento a partir de pequenos
indculos se inicia a intervalos de pH entre
4,4 y 8,8, a un rango biocinético de 9-44°C
y en gradientes salinos de 0- 0,65%. Fer-
menta una gran variedad de azlcares, tales
como arabinosa, lactosa, manitol, glucosa y
xilosa, produciendo una mezcla de acidos,
etanol, CO, e hidrégeno.

Las cepas de E. coli se pueden agru-
par de acuerdo con sus 6rganos blanco
en: 1) diarreogénicas (DEC, por sus siglas
en inglés diarrheagenic E. coli), asociadas
a infecciones gastrointestinales; y 2) extra-
intestinales (EXPEC, extra-intestinal E. coli),
causantes de infecciones urinarias, septice-
mia y meningitis. Las DEC se clasifican se-
gun sus manifestaciones clinicas, patogeni-
cidad y caracteristicas epidemiologicas en:

- E. coli enteropatégeno (EPEC, enteropa-
thogenic E. coli).

- E. coli enterotoxigénico (ETEC, enterotoxi-
genic E. coli).
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- E. coli enterohemorragico (EHEC, entero-
hemorrhagic E. coli)

- E. coli enteroinvasivo (EIEC, enteroinvasi-
ve E. coli).

- E. coli enteroagregativo (EAEC, enteroaggre-
gative E. coli).

- E. coli de adherencia difusa (DAEC, diffu-
se-adherent E. coli).

El habitat natural de E. coli es el intes-
tino de los animales vertebrados. Los cri-
terios microbiologicos que incluyen E. coli
son de utilidad en casos en que se desee
determinar contaminacion fecal. La conta-
minacién de un alimento con E. coli, implica
el riesgo de que puedan encontrarse en el
mismo, patdgenos entéricos que constitu-
yan un riesgo para la salud. Sin embargo,
la ausencia de E. coli no significa que otros
patégenos entéricos no estén presentes.

En productos y subproductos céarnicos
crudos es posible encontrar recuentos de
E. coli, como consecuencia del proceso de
faena y produccion. Si el objetivo del ana-
lisis es verificar la contaminacién de estos
alimentos el indicador bacteriano a analizar
es E. coli. En estos casos se puede referir
como E. coli genérico.

En productos carnicos cocidos E. coli
se puede eliminar o reducir mediante pro-
cesos térmicos. La presencia de este mi-
croorganismo en un alimento sometido a
temperaturas elevadas significa un proceso
deficiente o una contaminacion posterior al
proceso (equipo, manipuladores o conta-
minacion cruzada). Si el objetivo del anali-
sis es verificar la contaminacién pos-trata-
miento térmico, los indicadores bacterianos
a analizar son los coliformes.

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria
gram-positiva y de forma esférica, pertene-
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ciente a la familia Staphylococcaceae. Se
dispone en grupos irregulares o racimos.

Esta bacteria es un patégeno humano y
animal que puede causar una amplia gama
de afecciones, desde infecciones leves de
la piel hasta cuadros sistémicos graves. Es
parte de la flora bacteriana normal de la piel
y las mucosas del hombre y los animales.
Aproximadamente el 20-30% de las perso-
nas son portadoras colonizadas de forma
transitoria o permanente de esta bacteria en
su nariz o piel. La transmisién puede ocurrir
a través del contacto directo de persona a
persona, asi como a través de objetos con-
taminados.

S. aureus produce una amplia variedad
de factores de virulencia que le permiten
colonizar, invadir y causar dafo en los te-
jidos del huésped. Ademas, tiene capaci-
dad para desarrollar resistencia a multiples
antibiodticos. Los mecanismos de virulencia
mas destacados son:

- Enterotoxinas: causantes de intoxicacion
alimentaria. Son toxinas preformadas en
el alimento que causan vomitos, diarrea y
eventual septicemia.

- Enzima coagulasa: promueve la forma-
cion de codagulos sanguineos al convertir
el fibrinogeno en fibrina, permitiendo que
la bacteria se esconda de las defensas del
huésped y facilite la formacion de abscesos.

La presencia de S. aureus en productos
carnicos se interpreta como un indicador
de contaminacién por manipuladores, ani-
males y/o ambiente de elaboracion. El ana-
lisis de S. aureus tiene especial relevancia
en productos y subproductos carnicos co-
cidos o listos para el consumo.

Hongos filamentosos y levaduras

Los hongos filamentosos y las levadu-
ras son microorganismos eucariotas.
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La mayoria de los hongos filamentosos
son pluricelulares y se caracterizan por es-
tar constituidos por filamentos ramificados
o hifas que se desarrollan y entrelazan for-
mando el micelio. Existe un micelio vege-
tativo adosado a la superficie del sustrato
(suelo, plantas, alimentos) y un micelio aé-
reo o reproductor, donde se forman las es-
poras (sexuales y asexuales).

Las levaduras son hongos unicelulares
con forma oval (5-20 pm) inméviles y que
se dividen por diversos mecanismos, espe-
cialmente por gemacion.

Los hongos filamentosos y levaduras
son en su mayoria saprofitos, hallandose
en el ambiente, especialmente en la mate-
ria organica en descomposicion. Algunas
especies son parasitas, formando parte de
la flora normal, como por ejemplo Candida
albicans, una levadura que puede compor-
tarse como oportunista y resultar patdgena.
Otras especies de hongos pueden produ-
cir micotoxinas durante su desarrollo; por
ejemplo, las aflatoxinas producidas por
Aspergillus flavus, un hongo filamentoso al
cual deben su nombre aunque actualmente
se conoce que otras especies de hongos
también pueden producir aflatoxinas como
también otras clases de micotoxinas.

Algunos hongos son bifasicos, es decir,
unas veces se comportan como hongos fi-
lamentosos y otras como levaduras.

Los hongos filamentosos y las levaduras
crecen mas lentamente que las bacterias
en los alimentos no acidos que conservan
humedad y por ello pocas veces determi-
nan problemas de deterioro en productos y
subproductos céarnicos.

Las condiciones necesarias para que un
hongo crezca en superficie son: presencia
de esporas, nutrientes, humedad y tempe-
ratura (entre 4° y 38°C).
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Los hongos filamentosos y las levadu-
ras se diferencian en el laboratorio en dos
grupos segun el aspecto macroscépico de
sus colonias: las levaduras forman colonias
humedas, cremosas, opacas o pastosas, y
los hongos filamentosos producen colonias
algodonosas, lanosas o pulverulentas.

La identificacién de los hongos filamen-
tosos se basa en el examen macroscdpico
de la colonia y en sus caracteristicas mi-
croscopicas. La identificacion definitiva se
basa en la forma caracteristica, método de
produccién y ordenamiento de las esporas,
siendo también importante el tamafo y la
disposicién de las hifas.

Waksman (1922) sugirié el uso de me-
dios acidificados para el recuento de hon-
gos filamentosos del suelo y a partir de la fe-
cha se adopto esta técnica para el recuento
de hongos y levaduras en alimentos. Para
inhibir el crecimiento de bacterias en estos
medios se utilizaron antibiéticos como clo-
ranfenicol, estreptomicina, ciclotetracicli-
na, oxitetraciclina y gentamicina. La mejor
incubacion de los cultivos se sitla alrede-
dor de 22°C y el tiempo de incubacion mas
adecuado es de cinco dias. Algunos de los
medios de cultivo empleados para el aisla-
miento de hongos y levaduras son el agar
Rosa de bengala y el Agar extracto de leva-
dura-glucosa-cloranfenicol (YGC).

Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) juegan
un papel crucial en la fermentacién lactica
de los azlcares presentes en los alimentos
y producen acido lactico, lo que resulta en
un descenso del pH y una acidificacion del
producto. Son microorganismos gram-po-
sitivos, aerotolerantes o anaerobias faculta-
tivas y son catalasa negativa. Si bien estan
asociadas con efectos beneficiosos sobre
los alimentos, pueden causar problemas si
no se controlan adecuadamente. Un creci-
miento descontrolado de estas bacterias
puede resultar en acidificacion excesiva,
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textura indeseable, cambios en el color y
sabores agrios en los alimentos. Por lo tan-
to, es fundamental mantener estrictas prac-
ticas de higiene y controlar las condiciones
de fermentacién para garantizar un produc-
to final de calidad.

Listeria spp.

El género Listeria estd formado por
bacilos gram-positivos, no encapsulados
ni esporulados y anaerobios facultativos.
Actualmente,seconocenmasde20especies
deListeria que se subdividenendos grandes
grupos: Listeria sensu stricto, constituida
por las especies monocytogenes, innocua,
welshimeri, seeligeri, ivanovii y marthir;
y Listeria sensu lato, constituida por las
especies grayi, rocourtiae, fleischmannii,
weihenstephanensis, floridensis, aquatica,
cornellensis, riparia, grandensis, booriae,
newyorkensis, costaricensis, goaensis y
thailandensis (Leclercq et al., 2019).

En cultivos de varios dias pueden apa-
recer formando filamentos de 6-20 mm de
longitud. Presentan de 1 a 5 flagelos peri-
ticos que les confieren movilidad a 28°C.
Las colonias son lisas y pequefias, de 1 a
2 mm tras uno o dos dias de incubacion.
Su temperatura Optima de crecimiento
esta entre 30°C y 37°C, pero pueden cre-
cer a 4°C en pocos dias. Listeria spp. son
anaerobias facultativas, catalasa positiva
y oxidasa negativa. Las reacciones de Vo-
ges-Proskauer y rojo de metilo son positi-
vas. Hidrolizan la esculina en pocas horas,
pero no la urea ni la gelatina; no producen
indol ni SH,. Producen &cido de la D-gluco-
sa y de otros azUcares.

Las especies de Listeria estan muy ex-
tendidas en el medio ambiente. Se aislaron
del suelo, materia vegetal en putrefaccion,
aguas residuales, comida animal, carne,
verduras, pescado y mariscos, pollo fresco
y congelado, alimentos frescos y procesa-
dos, lacteos (queso, leche no procesada),
desechos de los mataderos, asi como en

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

el tracto digestivo de humanos y animales
asintomaticos. También fueron aisladas de
muestras ambientales de plantas de trans-
formacién de alimentos.

La identificacién de especie es impor-
tante particularmente en productos carni-
cos cocidos y precocidos. Los miembros
del género Listeria pueden estar presentes
en los alimentos, aunque L. monocytogenes
es el principal patégeno del género asocia-
do a enfermedades en humanos.

Clostridium sulfito reductores

Los anaerobios sulfito-reductores cons-
tituyen un grupo asociado a los Clostridium
spp. Y como tal se caracterizan por ser or-
ganismos gram-positivos, anaerdbicos,
formadores de esporas, que estan normal-
mente en las heces, aunque en nimero mu-
cho mas reducido que E. coli.

El origen de los anaerobios sulfito-re-
ductores no es exclusivamente fecal, ya
que pueden proceder de otras fuentes
como suelo, sedimentos marinos, vege-
tacién en descomposicion, heridas infec-
tadas de hombre y animales, aguas su-
perficiales, pero también de alimentos,
especialmente cuando las condiciones de
higiene en la elaboracién son deficientes.
Los microorganismos anaerobios sulfi-
to-reductores pueden clasificarse en me-
séfilos y termofilos.

En el anexo 4 se presentan los criterios
microbiolégicos que incluyen microorga-
nismos indicadores en productos carnicos
bovinos comparados segun destino.
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Anexo 4. Criterios microbioldgicos que incluyen microorganismos indicadores en productos carnicos bovinos comparados segun destino.

PLAN DE MUESTREO e e
DESTINO MATRIZ MICROORGANISMO LIMITES NORMA METODOLOGIA
n (o]
: - m=106 ISO 4833-1
Aerobios Mesoéfilos (UFC/g) 5 3 M=107
. Articulo 255 - CAA | BAM-FDA
Carne picada . m= Resolucién Conjunta
fresca P E. coli (UFC/g) 5 2 M=500 (scs y SAByDR ,’\, ISO 16649-2
m=100 30/2021)
Estafilococos coagulasa positiva (UFC/g) 5 2 M=1000 ISO 6888-1
Recuento de coliformes (NMP/g) 5 2 m:} 80 E/—\OM‘E?% Azgg(;i, ICMSF
m=10 Articulo 286 bis -
Salazones Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (NMP/g) 5 1 M=100 CAA (Resolucion ISO 6888-3:1999; ICMSF
cocidas Conjunta SPRel SO 21527-2:2008
m=100 N°178/2012 y SAGyP | ISO 21527-2: ;
Recuento de hongos y levaduras (UFC/g) 5 2 M=1000 N° 714/2012) BAMFDA:2001; APHA:2001
Recuento de anaerobios sulfito reductores (UFC/g) 5 1 m:]l 880 1ISO 15213:2003
. m=10 ISO 4831:2001;
Recuento de coliformes (NMP/g) 5 2 M=100 BAMFDA:2001: ICMSF
m=10 Articulo 286 tris -
Salazones Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (NMP/g) 5 1 M=100 CAA (Resolucion ISO 6888-3:1999; ICMSF
crudas Conjunta SPRel
m=100 N°178/2012 y SAGyP | ISO 21527-2:2008;
Recuento de hongos y levaduras (UFC/g) 5 2 M=1000 N° 714/2012) BAMFDA:2001 APHA:2001
Recuento de anaerobios sulfito reductores (UFC/g) 5 1 mf]l 880 1ISO 15213:2003
Argentina = .
Recuento de aerobios meséfilos (UFC/g) 5 2 mj 85 g‘fﬁ‘_?%ﬁ?gg&
ISO 16649-3:2005
Recuento de E. coli (NMP/g) 5 m<3 ICMSF (método 1)
Articulo 302 - CAA BAM-FDA:2002 (método 1)
Chacinados . . (Resolucién Conjunta | ISO 6888- 1:1999
embutidos Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (UFC/g) 5 SPRel y SAV N° 4 - ICMSF
cocidos E/2017) ISO 21527- 2:2008,
Recuento de hongos y levaduras (UFC/g) 5 BAM-FDA:2001,
APHA:2001
Recuento de anaerobios sulfito reductores (UFC/g) 5 1SO 15213:2003
Recuento de E. coli (NMP/g) 5 e g aa0as
Chacinados Articulo 302 - CAA BAM-FDA:2002 (método 1)
embutidos ] - (Resolucién Conjunta
frescos Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (UFC/g) 5 SPRel y SAV N° 4 - ISO 6888- 1:1999
) : E/2017) ICMSF
Recuento de anaerobios sulfito reductores (UFC/g) 5 1SO 15213:2003
Recuento de E. coli (NMP/g) 5 oS s taaa 1)
Chacinados m=100 Articulo 302 - CAA BAM-FDA:2002 (método 1)
embutidos Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (UFC/g) 5 M=1000 (Resolucion Conjunta | SO 6888- 1:1999
secos SPRel y SAV N° 4 - ICMSF
Recuento de anaerobios sulfito reductores (UFC/g) 5 mj 880 E/2017) 1SO 15213:2003
Recuento de E. coli (NMP/g) 5 m=100 Igﬁ’néﬁe‘ﬁfgtﬁﬁé’? )5
M=1000 Articulo 302 - CAA BAM-FDA:2002 (método 1)
Chacinados no ] . - (Resolucién Conjunta i
embutidos Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (UFC/g) 5 m:jl 880 SPRel y SAV N° 4 - ISO 6888- 1:1999
ICMSF
(frescos) E/2017)
Recuento de anaerobios sulfito reductores (UFC/g) 5 m:]l 880 I1SO 15213:2003




PLAN DE MUESTREO

DESTINO MATRIZ MICROORGANISMO LIMITES NORMA METODOLOGIA
n C
—104 .
Chacinados Recuento de aerobios mesdfilos (UFC/g) 5 2 m;} 85 gEM‘l_?%AZ:gg&
i
O coutidos | Recuento de E. coli (NMP/g) 5 0 m<3 IGMSE (métodoT)
cocidos) m=100 Articulo 302 - CP.‘A BAM-FDA:2002 (método 1)
Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (UFC/g) 5 1 M=1000 gtpesglll;’cgkvcr\%n!lu_nta 1SO 6888- 1:1999; ICMSF
= E/2017 1ISO 21527- 2:2008,
Recuento de hongos y levaduras (UFC/g) 5 2 mJ 880 ) BAM-FDA:2001,
APHA:2001
Recuento de anaerobios sulfito reductores (UFC/g) 5 1 m=100 1SO 15213:2003
Argentina M=1000
Recuento de coliformes (NMP/g) 5 2 m:} 80 :gf\)/l g|§31 12001, BAMFDA:2001,
Pernil Articulo 293 bis - CAA
; r m=10 (Resolucion Conjunta | 1SO 6888-1:1999
Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (UFC/g) 5 1 M=100 RESFC-2018-17-
APN-SRYGS#MSYDS
m=100 ISO 21527- 2:2008; BAM-FDA:
Recuento de hongos y levaduras (UFC/g) 5 2 M=1000 N°17/2018) 2001, capitulo 18 APHA: 2001
Recuento de anaerobios sulfito reductores (UFC/g) 5 1 ﬂﬂ 8 0 ISO 15213:2003
Productos de Recuento de aerobios mesdéfilos (UFC/g) - - 1x10° GB-T 4789.2
Carne de Norma Nacional de la
China Animales y Aves | Goliformes (NMP/100g) - - 1x104 Republica Popular GB-T 4789.3
17238-2008
(P:roducotlos de Recuento de aerobios mesdfilos (UFC/g) - - 5x105 Reemplaza GB/T GB-T 4789.2
arne de 17238-1998
Animales y Aves | o itormes (NMP/100g) - -
Congelados 9 1x103 GB-T 4789.3
-106 Reglamento Sanitario
Carne cruda Recuento de aerobios mesdfilos (UFC/g) 5 3 m;} 87 de sIyos Alimentos -
Articulo 173 (10.1)
Recuento de aerobios meséfilos (UFC/ 5 1 m=5x104
u ' ilos (UFC/g) M=5x105
i m=10 Reglamento Sanitario
Cecinas cocidas | Recuento de E. coli 5 1 M=100 de?os Alimonton -
= Articulo 173 (10.3
Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (UFC/g) 5 1 mJ 80 ( )
C. perfringens 5 1 m:?go
= 6
Recuento de aerobios mesdfilos (UFC/g) 5 3 m;} ﬂ 87
Chile ?Cecinas cru%as 100 Reglamento Sanitario
ecinas crudas " . m= de los Alimentos -
1
frescas y Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (UFC/g) 5 M=1000 Articulo 173 (10.4)
hamburguesas) ) m=100
C. perfringens 5 1 M=1000
_ Reglamento Sanitario
Cecinas crudas | Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (UFC/g) 5 2 m;} 80 de?os Alimentos -
maduradas Articulo 173 (10.5)




PLAN DE MUESTREO

DESTINO MATRIZ MICROORGANISMO LIMITES NORMA METODOLOGIA
n (o]
. - m=5x103
Recuento de aerobios mesdfilos (UFC/g) 5 2 M=1x106
. . = Reglamento Sanitario de
Chile Cecinas crudas Recuento de E. coli 5 2 mggo IosgAIimentos - Articulo
acidificadas 173 (10.6)
Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (UFC/g) 5 2 mj 80
Carnes crudas, afejadas ; e m=1x103
0 no, condimentada o no, Recuento de aerobios mesdfilos (UFC/g) 5 3 M=1x106 NORMATIVA N° 161, DEL 1
refrigerada o congelados, m=10 DE JULIO DE 2022
envasados al vacio o no Recuento de E. coli (UFC/g) 5 2 M=100 (Anexo 1 - punto 6)
Carne molida, productos | Recuento de aerobios meséfilos (UFC/g) 5 3 mﬂ ﬂ 82
carneos crudos moldea- - NORMATIVA N° 161. DEL 1
) Se??ibcé?:c?;rgentada 019 | Recuento de E. coli (UFC/g) 5 2 m:} 80 DE JULIO DE 2022
Brasil congelados (hamburgue- (Anexo 1 - punto 6)
sas, albondigas, kibbeh) | Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (UFC/g) 5 2 m:} 8800
Carne cruda y productos | Recuento de E. coli (UFC/g) 5 2 mffag
CArnicos = NORMATIVA N° 161, DEL 1
menudencias internas " - m=100 DE JULIO DE 2022
saladas, externas y piel Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (UFC/g) 5 2 M=1000 (Anexo 1 - punto 6)
Productos carnicos Recuento de E. coli (UFC/g) 5 2 m=<10
cocidos, curado o no, M=100
ahumado o no, desecado . N NORMATIVA N° 161, DEL 1
o no, incrustado o no, Recuento de Estafilococos coagulasa positiva (UFC/g) 5 1 mﬂ 880 Dg JULIO DE 2022
refrigerado o no (mortade- = (Anexo 1 - punto 6)
la, chorizo, jamén, Recuento de C. perfringens 5 1 m=100
morcilla, patés). pertring M=1000
i Recuento de aerobios meséfilos (UFC/qg) m=3,5log UFC/cm2* | Reglamento (CE) N° 2073/2005 | |50 4833-1
g\irrl?)fsci%r?r?(\)"snys, M=5,0 log UFC/cm2* | ge la Comision, de 15 de S0 4833
iNO¢ - m=1,5log UFC/ cm2* | noviembre de 2005 (Capitulo
equinos Recuento de Enterobacteriaceae (UFC/g) M=23 |og UFG/em2* | 2, Categoria de alimento 2.1.1) 1ISO 21528-2
i Recuento de aerobios meséfilos (UFC/g) 5 2 m=5x103 Reglamento (CE) N° 2073/2005 | ISO 4833-1
Carne picada M=5x106 de la Comision, de 15 de SO 16649
. _ noviembre de 2005 (Capitulo
Recuento de E. coli (UFC/g) 5 2 m;SOO 2, Categoria de alimento 2.1.6) | partes -1 0 2
Unién . <o = 5 o
Recuento de aerobios mesdfilos (UFC/i 5 2 m=5x10 Reglamento (CE) N° 2073/2005 | ISO 4833-1
Europea Carne separada ( 9 M=5x106 de la Comision, de 15 de
nicar t ; _ noviembre de 2005 (Capitulo 1ISO 16649
mecanicamente Recuento de E. coli (UFC/g) 5 2 m;ggo 2, Categoria de alimento 2.1.7) | partes -1 0 2
. = 2 Regl to (CE) N° 2073/2005
Preparados cérnicos Recuento de E. coli (UFC/g) 5 2 mggg&’g%ﬁ g° a2 d:?aag:n:igién, Le 15 do ISO 16649
noviembre de 2005 (Capitulo partes-102
2, Categoria de alimento 2.1.8)
m=negativa »
Muestras extraidas de 13 3 2,";,]9‘,’3 ;Jc';%/tgme:
tejido negativo
m=UFC/cm2 hasta el valor
Escherichia coli genérico (Biotipo 1) promedio mas un desvio
Estados estandar 2
Unidos ; M=Valores de UFC/cm2
Muestras extraidas por 13 3 obtenidos entre el rango
esponjado aceptable y el rango
inaceptable
Rango aceptable: UFC/cm2
hasta el valor promedio mas
un desvio estandar

* media logaritmica diaria




B. PREPARACION Y SIEMBRA DE
MUESTRAS PARA RECUENTOS DE IN-
DICADORES

Para muestras de carne se efectla pre-
ferentemente la siembra de por lo menos
dos diluciones sucesivas (en producto cru-
do) para evitar la apariciéon de placas don-
de la elevada cantidad de colonias dificulte
la lectura o por el contrario una porcién de
muestra demasiado diluida no brinde un
dato preciso. En lo posible, realizar la siem-
bra de cada dilucién por duplicado, para
poder obtener un resultado mas certero
(tomando como resultado, el promedio de
las dos placas de la misma dilucién).

Vale recordar que, en el método con-
vencional, el recuento aceptable de bacte-
rias debe estar entre 30-300 colonias por
placa, mientras que en hongos y levaduras
debe ser de 15-150. Estos limites se basan
en el andlisis estadistico en el que se consi-
dera el tamano de la placa frente al espacio
minimo de diferentes colonias que se pue-
den cultivar en la placa sin superponerse.
De esta manera se evita la subestimacion
de los recuentos. En la figura 27 se detallan
algunas recomendaciones de diluciones,
segun la matriz.

Se recomienda rotular las placas con
marcador indeleble identificando el nimero
de muestra y dilucion a sembrar.

Para la siembra, se pipetea 1 ml de la
muestra utilizando una micropipeta y tip
estéril o bien pipeta de vidrio o descarta-
bles (estériles) de 1 o 2 ml. Se coloca la
pipeta perpendicularmente a la placa y se
siembra cuidadosamente 1 ml de la mues-
tra en el centro de la placa o lamina inferior
(segun la técnica utilizada).

Para las técnicas de siembra en profun-
didad, una vez fundido el medio a utilizar, se
recomienda mantenerlo en un bafo termos-
tatico a 45+1°C durante no menos de 40
min. De esta manera, se logra que el medio
de cultivo llegue a la temperatura adecuada
antes de proceder al vertido en placa o pla-
queado, evitando asi dafiar a los microor-
ganismos. Posteriormente, se preparan dos
placas de Petri estériles por muestra y por
diluciéon. Para cada muestra se transfiere 1
ml de muestra, si es liquida, o 1 ml de la
suspension inicial (dilucién 10") en otros
productos. En otras dos placas se repite
este procedimiento, dispensando 1 ml de
la dilucion 10" de producto liquido o 1 ml
de la dilucién 102 para otros productos. A

w
s | s | | s §|E
Il = = o - = o
] ] & 3 S a e
- o = o @ w 8
8 3 S 2 = e S
5 [ ~ 3 oy = 3
o g 5 g S | &2
< & S & s | 8
e T <
Cortes y materia prima carnica | 1/100 1/10 1/10
Hamburguesas / medallones 1/1000 1/100 1/10
Menudencias 1/10000 1/100 1/10
Esponjados pre/operacional 1/10 1/10
Soja texturizada 1/1000 1/10 1/10
Harina de Soja 1/1000 1/10 1/100
Esponjado de carcasa directo

Figura 27. Recomendacion de diluciones segun matriz para un muestreo realizado inmediatamente

después del proceso de fabricacion.
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continuacién, se incorpora cuidadosamente
el medio de cultivo fundido y atemperado,
entre 12 y 15 ml, intentando que no caiga
directamente sobre la muestra. Homogenei-
zar el medio de cultivo con la muestra giran-
do la placa en sentido horario y antihorario,
aproximadamente 5 veces por lado. Se deja
solidificar sobre una superficie plana y se
lleva a incubar las placas de forma invertida
segun las indicaciones de la metodologia.

Cuando el recuento de colonias deba
realizarse en forma manual, podra optarse
por lo siguiente:

Si se observa que la distribucién de las
colonias es homogénea en la superficie de
la placa, es valido contar las colonias pre-
sentes en un area de 1 cm?, y multiplicar
el resultado por el area total de la placa.
Por ejemplo, si el area circular de cultivo
es aproximadamente de 20 cm?. Se pue-
den hacer estimaciones en las placas que
contienen mas de 250 colonias contando
un numero representativo de cuadrados
y multiplicando por el niumero apropiado
para obtener un recuento estimado para el
total de los 20 cm?. Si en cada uno de tres
cuadrados se conté 14, 13 y 12 colonias,
efectuando el promedio se obtienen 13 co-
lonias/cuadrado. Considerando que el area
de cultivo es de 20 cm? el resultado final es:
13 colonias x 20 cuadrados = 260 colonias
/ ml sembrado o placa.

PREPARACION DE LA MUESTRA

- Alimento

En caso de que la muestra se encuentre
congelada se la puede descongelar mante-
niéndola por no mas de 18 h a temperatura
de refrigeracion (2-8°C). No deben transcu-
rrir mas de 15 min entre que la muestra fue
homogeneizada y la posterior siembra. Se
pesan en forma aséptica 10, 25 o 50 g de
la muestra. Se agrega 90, 225 o 450 ml de
diluyente de Butterfield o agua peptonada,
respectivamente. Se homogeniza la mues-
tra durante 2 min.
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Esta dilucion se designa como 10, Si
es necesario se pueden preparar dilucio-
nes decimales sucesivas (102, 103, etc.),
que se realizaran colocando 1 ml de la
dilucién anterior en 9 ml de diluyente. Se
agitan las diluciones utilizando un agitador
de mesada. Actualmente, existen equipos
para realizar el pesaje y la primera dilucion
de la muestra de forma automatica.

- Esponjado de media res

Antes de procesar la muestra se agregan
15 ml de diluyente para lograr un volumen
final de 25 ml (teniendo en cuenta que la
esponja fue previamente hidratada con 10
ml). Se homogeniza la muestra durante 2
min Si es necesario se pueden preparar
diluciones decimales sucesivas (102, 1073,
etc.), que se realizaran colocando 1 ml de
la dilucién anterior en 9 ml de diluyente. Se
agitan las diluciones preparadas utilizando
un agitador de mesada.

- Esponjado de superficies

La esponja recibida se hidrata con 90 mi
de diluyente para completar 100 ml de
diluyente final (teniendo en cuenta que la
esponja fue previamente hidratada con 10
ml). Si es necesario se pueden preparar
diluciones decimales sucesivas (102, 1073,
etc.), que se realizaran colocando 1 ml de
la dilucion anterior en 9 ml de diluyente. Se
agitan las diluciones utilizando un agitador
de mesada.

- Hisopados de superficies

Para el caso de hisopados de superficies
se considera como superficie muestreada
20 cm? (salvo aclaracion del cliente indi-
cando lo contrario) y volumen de diluyen-
te 10 ml (generalmente, también podrian
agregarse de 10 a 40 ml de acuerdo con
la dilucion pretendida). Si es necesario se
pueden preparar diluciones decimales su-
cesivas (102, 103, etc.), que se realizaran
colocando 1 ml de la diluciéon anterior en
9 ml de diluyente. Se agitan las diluciones
utilizando un agitador de mesada.
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C. METODOLOGIAS PARA RECUENTO
DE INDICADORES

En esta seccion del capitulo analizare-
mos las diferentes metodologias para re-
cuento de indicadores:

- METODOS TRADICIONALES: descritos
en normas internacionales y considerados
gold standard. Se incluyen Normas ISO,
FDA-BAM, ICMSF.

- METODOS RAPIDOS: métodos alterna-
tivos disponibles en Argentina, los cuales
fueron validados contra los métodos tradi-
cionales. Se incluyen Petrifilm, MC Media
Pad, Compact Dry, SistemaTEMPO, Sim-
Plate.

C.1. METODOS TRADICIONALES

En esta seccidn presentaremos méto-
dos tradicionales para diferentes microor-
ganismos segun algunas Normas ISO para
recuento de microorganismos indicadores
en medios sodlidos (en superficie, en pro-
fundidad y en anaerobiosis), en medios li-
quidos (NMP).

Tabla 24. Ejemplos de metodologias oficiales (ISO) en las que se utilizan medios de cultivo
sdlidos y liquidos para el recuento de microorganismos indicadores.

MEDIOS SOLIDOS

Recuento

en superficie Parte 2: Método de enumeracién.

- 1ISO 11290-2:2017 Método horizontal para la deteccidon y enumeracion de Listeria monocytogenes.

- ISO 4833-1:2013 Método horizontal para la enumeracion de microorganismos.

Parte 1: Técnica de recuento de colonias en profundidad a 30°C.

Recuento
en profundidad | Parte 2: Técnica de recuento de colonias.

- ISO 21528-2:2017 Método horizontal para la deteccion y enumeracion de Enterobacteriaceae.

- ISO 4832:2006 Método horizontal para la enumeracién de coliformes. Técnica de recuento de colonias.

- ISO 6888-1:2021 Método horizontal para la enumeracion de estafilococos coagulasa positiva

(Staphylococcus aureus y otras especies). Parte 1: Método que utiliza agar Baird-Parker.

- ISO 6888-2:2021/Amd 1:2023 Método horizontal para la enumeracion de estafilococos coagulasa positiva

(Staphylococcus aureus y otras especies). Parte 2: Método que utiliza agar plasma de conejo con fibrinégeno.

- 1ISO 21527-1:2008 Método horizontal para la enumeracién de hongos y levaduras.

Parte 1: Técnica de recuento de colonias en productos con actividad de agua mayor a 0,95.

- ISO 15213-1:2023 Método horizontal para la deteccidon y enumeracion de Clostridium spp.

Anaerobiosis

Parte 1: Técnica de recuento de colonias de Clostridium spp. sulfito-reductores.

MEDIOS LiQUIDOS

Numero Mas
Probable
(NMP)

Parte 1: Deteccion de Enterobacteriaceae.

- ISO 21528-1:2017 Método horizontal para la deteccidon y enumeracion de Enterobacteriaceae.

- ISO 16649-3:2015 Método horizontal para la deteccion de Escherichia coli beta-glucoronidasa-positiva.

Parte 3: Técnica de deteccién y niumero mas probable usando 5-bromo-4-cloro-+3-indolyl-B-D-glucurdnido.

- ISO 6888-3:2003 Método horizontal para la enumeracion de estafilococos coagulasa positiva

(Staphylococcus aureus y otras especies). Parte 1: Técnica de deteccidon y nimero mas probable (NMP)

para bajo recuento.
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I.- RECUENTO EN MEDIOS SOLIDOS

Norma ISO 7218 Guia y requisitos
generales para ensayos
microbioldgicos

a) Recuento de microorganismos
en superficie

Los métodos que utilizan siembra en
superficie presentan ciertas ventajas sobre
aquellos métodos que utilizan siembra en
profundidad. La morfologia de las colonias
en superficie se observa con facilidad, au-
mentando la capacidad del analista para
distinguir entre distintos tipos de colonias.

Los microorganismos no se exponen al
calor del medio de agar fundido, por lo que
pueden conseguirse recuentos mas altos.

Se utilizan placas previamente vertidas,
con un medio de agar de como minimo 3
mm de espesor, planas y sin burbujas de
aire ni humedad en su superficie. La placa
de Petri deberia estar rotulada con el nu-
mero de la muestra, la dilucion, la fecha y
cualquier otra informacion que se desee
incluir.

Materiales

« Pipetas estériles o micropipetas (con
tips estériles) con capacidad de 0,1 a
0,5 ml.

+ Placas de Petri de 90 mm y de 140 mm
de diametro.

+ Tubos de ensayo.

+ Frascos de vidrio (aptos para autocla-
ves).

« Espatula de Drigalsky de vidrio estéril o
de plastico estéril descartable.

+ Porta placas.
* Rotulador indeleble.

» Estufa de cultivo.

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

Siembra

Utilizando una pipeta estéril, se trans-
fiere el inoculo (generalmente, entre 0,1
ml y 0,5 ml) de la muestra para analisis,
cuando ésta es liquida, o de la suspen-
sién inicial, para el resto de las muestras,
en la placa de agar (de 90 mm o de 140
mm de didametro, segun corresponda). Se
repite este paso para la siguiente dilucién
decimal (las colonias que se van a contar
estaran presentes en una dilucién de 10
para muestras de materiales liquidos y de
102 para muestras de otros materiales). Si
€s necesario, se repite con diluciones deci-
males adicionales.

Si en algun producto es necesario de-
tectar bajos recuentos bacterianos, el limi-
te de deteccién puede aumentarse en un
factor de 10 analizando 1 ml de muestra,
para los productos liquidos, y 1 ml de la
suspension inicial para el resto de los pro-
ductos. En este caso, se extiende 1 ml del
indculo sobre la superficie de una placa de
agar grande (de 140 mm de diametro) o
sobre la superficie de tres placas de agar
pequenas (de 90 mm de didametro).

Utilizando una espatula de Drigalsky de
vidrio, plastico o acero, se extiende el in6-
culo lo méas deprisa posible de forma ho-
mogénea sobre la superficie del agar, sin
tocar las paredes de la placa de Petri. Se
deja absorber el inéculo durante unos 15
min a temperatura ambiente con las tapas
de las placas puestas.

En algunas ocasiones, el inéculo se
puede depositar sobre una membrana y a
continuacién extenderse segun se descri-
bié anteriormente.

Incubacion

Salvo que las normas especificas indi-
quen lo contrario, las placas se invierten in-
mediatamente después de la siembra y se
llevan rapidamente a una estufa de cultivo.
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Durante el periodo de incubacién, es
inevitable, y aceptable, que se produzcan
pequenas fluctuaciones en la temperatu-
ra de incubacién, por ejemplo, durante las
operaciones normales de carga y descarga
de la estufa de cultivo. Es importante que
estos periodos se reduzcan al minimo. La
duracién de dichas fluctuaciones deberia
monitorizarse para asegurar que no ejercen
un efecto significativo sobre los resultados.

En algunas circunstancias, puede ser
mejor para la organizacion del trabajo en
el laboratorio, refrigerar las placas inocu-
ladas durante un tiempo maximo de 24 h
antes de su uso. En este caso, el labora-
torio debe asegurar que esta practica no
afectard al resultado del recuento.

De forma general, las placas de Petri
no deberian apilarse en mas de seis para la
incubacion aerdbica, y deberian separarse
unas de otras y de las paredes de la estufa
de cultivo en una distancia de 25 mm como
minimo. Sin embargo, cuando las estufas
de cultivo tienen sistemas de circulacion
de aire, se pueden apilar mas placas y de-
jar espacios mas reducidos. En este caso,
se debe verificar la distribucién de la tem-
peratura.

La incubacion de las placas se realiza
segun la metodologia especifica. Por ejem-
plo para L. monocytogenes se incuba a 35-
37°C por 24 h.

Habitualmente, las placas son exami-
nadas luego del periodo de incubacion. Sin
embargo, y salvo que las normas especi-
ficas indiquen lo contrario, pueden alma-
cenarse en la heladera durante un tiempo
de hasta 48 h. Solamente es aceptable un
almacenamiento refrigerado durante pe-
riodos mas prolongados si se demuestra
que no afecta el nimero, la apariencia o la
confirmacioén de colonias. Cuando los me-
dios contienen colorantes indicadores, las
placas deben ser atemperadas a 20-25°C
antes de la lectura de resultados, para ase-
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gurarse de esta manera que se recupera el
color correcto.

Expresiéon de los resultados: se reco-
mienda ver el punto D de este capitulo
(analisis y expresion de resultados obteni-
dos en medios sélidos).

b) Siembra en profundidad

La placa de Petri debe estar rotulada
con el numero de la muestra, la dilucién, la
fecha y cualquier otra informacién que se
desee incluir.

Deben seleccionarse las diluciones
adecuadas que aseguren que las placas
contienen un numero adecuado de colo-
nias y evitar posibles problemas de inhibi-
cion.

Se utilizan pipetas estériles diferentes
para transferir las distintas diluciones, sal-
Vo si se trabaja desde la mas diluida a la
mas concentrada.

Materiales

+ Pipetas estériles o micropipetas (con
tips estériles) con capacidad de 1 ml.

« Placas de Petri de 90 mm de diametro.
+ Tubos de ensayo.

* Frascos de vidrio (aptos para autocla-
ves).

+ Porta placas.
*  Rotulador indeleble.

« Estufa de cultivo.

Técnica

Se toman los volumenes adecuados de
la dilucidon que se va a examinar, tocando
la punta de la pipeta contra el lateral del
tubo para eliminar el exceso de liquido que
pudiera haberse quedado en la parte exter-
na. Se levanta la tapa de la placa de Petri
a la altura justa para introducir la pipeta, y
se dispensa a continuacién su contenido.
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Se vierte sobre cada placa de Petri el me-
dio de agar fundido, a una temperatura de
entre 44-47°C. Se evita verter directamente
el medio sobre el indculo. Se mezcla inme-
diatamente con suavidad el medio fundido
con el indculo, para conseguir una distribu-
cion homogénea de los microorganismos
dentro del mismo. Se deja enfriar y solidifi-
car colocando la placa de Petri sobre una
superficie horizontal fria (el tiempo de soli-
dificacién del agar no debe ser superior a
10 min).

Cuando se retira el medio de agar fundi-
do del bafno de agua, se seca la botella con
una toallita limpia para evitar que el agua
contamine las placas. Se evita que el me-
dio salpique fuera del recipiente o en el inte-
rior de la tapa de las placas cuando se esta
vertiendo. Esto puede requerir mantener el
frasco en una posicién casi horizontal y no
apoyar el frasco entre vertido y vertido.

Si se sospecha la presencia de colonias
con capacidad invasiva en el producto que
se esta analizando (por ejemplo, de Proteus
spp.), se puede agregar una segunda capa
de agar cuando el agar inicial esta solidifi-
cado. Esta segunda capa puede ser de un
agar no-nutritivo estéril, o del mismo agar
que se utilizé para realizar la primera capa.

La incubacién de las placas se realiza
segun la metodologia especifica. Por ejem-
plo para BAM se incuba 30+1°C por 72+3 h.

Expresion de los resultados: se reco-
mienda ver el punto D de este capitulo
(analisis y expresion de resultados obteni-
dos en medios solidos).

c) Recuento en anaerobiosis
(ISO 15213-1:2023)

Siembra e incubacion

Se retiran los tubos estériles o frasco
Schott con el medio de cultivo del auto-
clave y se regeneran en bafo termostatico
a 100°C durante 10 min Las soluciones y
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medios de cultivo, en contacto con la at-
mosfera, contienen aire disuelto que perju-
dica el crecimiento de las bacterias anae-
robias estrictas, como son los Clostridios.
La regeneracion del medio de cultivo tiene
como objetivo expulsar el aire. Luego de
regenerarlos, se enfrian rapidamente y se
mantienen atemperados a 44-47°C.

Se siembra 1 ml de cada dilucién deci-
mal de la muestra en placas estériles. Pos-
teriormente, se vierten aproximadamente
15 ml del Agar Hierro Sulfito regenerado y
atemperado. Se mezcla suavemente con
movimientos rotatorios para un lado y el
otro de las agujas del reloj evitando cual-
quier derrame y se deja solidificar. Cuando
el medio esté solidificado, se agrega una
nueva capa de 5-10 ml de Agar Hierro Sul-
fito.

Las placas se colocan en una jarra de
anaerobiosis, con un sobre de Anaerocult
Ay un control de anaerobiosis.

NOTA: Puede considerarse la sustitucion
de las placas estériles por tubos con Agar
Hierro Sulfito. En ese caso se siembra 1
ml de muestra en cada tubo atemperado
a 44-47°C. Se homogeneiza evitando la
formacién de burbujas de aire. Una vez
solidificado, se agregan 2-3 ml del mismo
medio para sellar cada tubo. En caso de
utilizar tubos no es necesario incubar en
jarra de anaerobiosis.

NOTA: En caso de que por pedido del
cliente se requiera el recuento de esporas
de bacterias sulfito reductoras anaero-
bias, se calienta la muestra para eliminar
todas las formas vegetativas de bacterias
formadoras y no formadoras de esporas
sometiéndose a 75°C durante 20 min En
caso de que el cliente especifique otra
combinacion de tiempo/temperatura, se

siguen sus instrucciones.

La incubacion de las placas se realiza
a 37+1°C por 24-48 h. En caso de que se
sospeche la presencia de bacterias termé-
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filas o por solicitud de recuento de bacte-
rias sulfito reductoras anaerobias termofi-
las, se incuba un set de muestras a 50+1°C
durante 24-48 h.

Para el recuento de Clostridios sulfito
reductores también puede usarse el Diffe-
rential Reinforced Clostridial Agar el cual
puede tener una mejor recuperacion de los
anaerobios estrictos por los agentes re-
ductores incluidos en el medio de cultivo.

Lectura e interpretacion

Se cuantifican todas las colonias ne-
gras. El ennegrecimiento indica la reduc-
cion de los iones sulfatos y la formacion de
sulfuro de hierro (de color negro).

Expresion de los resultados: se reco-
mienda ver el punto D de este capitulo
(analisis y expresiéon de resultados obteni-
dos en medios solidos).

I.- RECUENTO EN MEDIOS LiQUIDOS

Recuento por técnica del Nimero Mas
Probable-NMP (ISO 7218)

Se inoculan las porciones de andlisis en
un medio liquido disefado para permitir el
desarrollo de un microorganismo o un gru-
po de microorganismos determinados, y
que normalmente inhibe la proliferacién de
los demas microorganismos.

Pueden utilizarse distintos criterios para
determinar el desarrollo de los microorga-
nismos estudiados, como por ejemplo la
deteccién visual de la turbidez, la produc-
cion de gas, los cambios de color o el pos-
terior aislamiento de los microorganismos
en un medio de agar selectivo. La compo-
siciéon del medio de cultivo y los criterios
con los que discriminar entre un resultado
positivo o negativo se definen en las nor-
mas correspondientes.
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Mediante esta aproximaciéon sélo se
puede asignar un valor cualitativo a cada
porcidn de analisis, es decir, el resultado
solamente puede ser positivo o negativo.
Para obtener una estimacion de la cantidad
de microorganismos presentes es necesa-
rio examinar varias porciones de andlisis y
aplicar procedimientos estadisticos para
determinar el NMP.

Materiales

+ Pipetas estériles o micropipetas (con
tips estériles) con capacidades de 0,1
a10ml.

+ Tubos de ensayo con campanas de
Durham.

+ Frascos de vidrio (aptos para autocla-
ves).

*  Rotulador indeleble.

» Estufa de cultivo.

Procedimiento

Salvo que las normas especificas indi-
quen lo contrario, los volimenes de por-
cion de andlisis iguales o inferiores a 1 ml
se pueden afiadir normalmente a voliume-
nes cinco o diez veces superiores de los
medios ya preparados a la concentracion
de trabajo. Las porciones de andlisis de en-
tre 1 mly 100 ml se pueden anadir normal-
mente a volUmenes iguales de los medios a
concentracién doble de la de trabajo.

Para volumenes superiores a 100 ml,
pueden utilizarse medios mas concentra-
dos. En casos especiales, los medios esté-
riles deshidratados se pueden disolver en
la muestra que se va a analizar refrigerada
(o previamente calentada a 30°C).

Salvo indicacion contraria, el intervalo
transcurrido entre la preparacién de la pri-
mera dilucion de la muestra y la inocula-
cioén del ultimo tubo debe ser inferior a 30
min. Debe utilizarse una pipeta estéril nue-
va para cada dilucién.
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Eleccion del sistema de inoculacion

Se escoge entre las diversas configu-
raciones posibles de NMP en funcion del
numero esperado de microorganismos de
la muestra analizada, las necesidades nor-
mativas, la precision requerida, y cualquier
otra consideracion practica. A modo de
ejemplo se presenta el sistema de dilucion
Unica:

Sistema de dilucion unica

Cuando la concentracion esperada de
microorganismos es pequena o se espera
que varie solamente de forma moderada, el
sistema de inoculacion mas adecuado es
el de una serie Unica de porciones de ana-
lisis iguales. Si se espera que la proporcion
aproximada entre el nUmero maximo y el
ndmero minimo de microorganismos va a
ser inferior a 25, el nimero minimo de por-
ciones de analisis en paralelo con las que
se espera que salga bien es de 10; para 50
tubos en paralelo, el limite es una propor-
cion de 200.

NOTA: recurrir a la norma ISO 7218:2007
donde se encuentran detallados ejemplos

de NMP de dilucion unica.

DETERMINACION DE LOS VALORES DE
NMP

Hay tres posibilidades distintas de
determinar el valor de NMP: el céalculo me-
diante féormulas matematicas, la consulta
de tablas de NMP o el empleo de progra-
mas informaticos especificos. Siempre que
se basen en las mismas consideraciones
estadisticas, las tres son igualmente vali-
das. Uno de estos tres métodos se detalla
a continuacion.
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- Formulas matematicas:

Estimacion de la precision en analisis de
dilucion Unica
Los limites de confianza al 95% de la

estimacion del NMP pueden calcularse de
forma aproximada mediante la ecuacién:

donde

X es 2] limite superior o nferior del inrervato de confianza al 95 %
iy 25 la masa de referencia de la nnestea, ¢n granmos;

Mg osla masa de Lo muestma en cada tbo de la s¢ne, en games.

In e ] logaritmo nvtural:

[} s el miunero de mbos de la serie;

25 ] minero de mbos con reaccidn negativa

El signo mas esta relacionado con el li-
mite inferior y el signo menos con el limite
superior. La aproximacién no es muy bue-
na cuando la mayoria de los tubos son ne-
gativos (estériles) pero mejora al aumentar
el nimero de tubos positivos.

Tablas de NMP: recurrir a la norma 1SO
7218:2007 donde se encuentran detalladas
las tablas necesarias para el calculo.

Programas informaticos especificos

Los programas informaticos mas ver-
satiles no plantean restricciones en el nu-
mero de diluciones ni en la simetria o en
los tubos en paralelo del sistema de NMP.
El NMP Assay Analyzer es un programa de
acceso libre basado en un programa pre-
vio.

Expresion final del resultado

Utilizando el indice de NMP determi-
nado en la tabla [segun la combinacion
de tres (o cinco) diluciones consecutivas
escogidas], se determina la cantidad mas
probable de microorganismos en el volu-
men de referencia.
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El resultado se expresa como el niUmero
mas probable de microorganismos (o de un
grupo especifico de microorganismos) por
g o por ml. La masa o el volumen de refe-
rencia pueden ser diferentes del g o del mi
(por ejemplo 100 g o 100 ml).

C.2. METODOS RAPIDOS

En esta seccion se describiran los prin-
cipales métodos rapidos para el recuento
de microorganismos indicadores utilizados
en laboratorios de plantas frigorificas. En
la tabla 25 se presentan las alternativas de
métodos rapidos disponibles en Argentina
para el recuento de microorganismos des-
critos en este capitulo.

- PETRIFILM™

Las placas Petrifilm™ son un sistema
compuesto por un medio de cultivo lis-
to para usar que contiene nutrientes, un
agente gelificante soluble en agua fria y
una tecnologia de indicador (cloruro de
2,3,5-trifeniltetrazolio, Tetrazolium o TTQC)
de deteccion dual que facilita la enumera-
cion de colonias. Todos estos componen-
tes son necesarios para el crecimiento mi-
crobiano. No es necesaria la preparaciéon
de medios de cultivo, disminuyendo asi
tiempo y mano de obra de laboratorio.

En cuanto a los diluyentes estériles
a utilizar (ver capitulo V) para la prepara-
cion de la muestra es importante agregar
una cantidad apropiada de ellos. No usar
buffers que contengan citrato, bisulfito o
tiosulfato ya que pueden inhibir el creci-
miento.

Siembra e incubacion (AOAC 990.12)

Usaremos como ejemplo BAM. La téc-
nica de siembra se presenta en la Figura
28. Se incuban las placas horizontalmente,
con la lamina transparente hacia arriba, en
pilas que no excedan las 20 placas. Se in-
cuban a 35+1°C durante 45,5 a 51 h.
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En caso de realizar solo una dilucién, se
recomienda efectuar la siembra por dupli-
cado. Si se realiza mas de una dilucion, no
se considera necesario ya que podriamos
comparar los resultados de dos diluciones
sucesivas.

Lectura e interpretacion

El conteo de las Placas Petrifilm se
efectla de forma manual o en el contador
automatico de placas Neogen. El rango de
colonias a contar esté detallado en la tabla
25. En caso de tener un nimero de colonias
incontables, se debe repetir el analisis con
la contramuestra guardada anteriormente,
para evitar esta situacién se recomienda
realizar por lo menos tres diluciones suce-
sivas cuando es un producto nuevo o que
no puedo estimar el resultado que voy a
obtener. En el caso de sembrar la dilucion
por duplicado, se hace un promedio de los
dos resultados obtenidos para obtener el
resultado final.

La reduccién del indicador de TTC ori-
gina el color rojo de las colonias. Todos los
puntos rojos deben considerarse como co-
lonias, aunque sean muy pequeios 0 poco
intensos.

Algunos microorganismos pueden li-
cuar el gel contenido en la placa, pudién-
dose producir una difusion que oculte la
presencia de otras colonias. Si la licuacion
del gel interfiere con el recuento, entonces
debe hacerse un recuento estimado con-
tando las areas no afectadas.

NOTA: de no ser posible realizar el recuen-
to de las placas en el lapso de 1 h luego de
retirarlas de la estufa de cultivo, se pue-
den almacenar para enumerarlas en otro
momento congelandolas en un recipien-
te hermético a una temperatura menor o
igual a -15°C durante un periodo maximo
de 1 semana. Al momento de realizar la
lectura e interpretacion, dejar que las pla-
cas alcancen la temperatura ambiente.
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1 Proceso de hidratacion:

1Colocar la placa 3M™
Petriflm™ en una superficie
nivelada. Colocar 1 mL de
diluyente para hidratacién en
el centro de la parte inferior de
la placa.

2 Estirar cuidadosamente la

i pelicula superior para que

P tenga contacto con el diluyente
de hidratacién y luego baje la
pelicula.

3 Presionar suavemente con el
4 difusor para distribuir la muestra
en la superficie circular antes de
@ que se forme el gel.
@ 4 Mantener la placa cerrada por
un minimo de una hora antes
de usarse.

-

Figura 28. Técnica de siembra (informacion co-
mercial).

Al momento de la lectura se puede op-
tar por las siguientes variantes:

+ Manual: se cuentan las colonias carac-
teristicas de cada dilucién realizada (tener
en cuenta el maximo establecido para con-
teo de cada microorganismo segun la Ta-
bla 25). Para la expresion de resultados se
recomienda ver el punto D de este capitulo
(analisis y expresion de resultados obteni-
dos en medios solidos).

* Lector de placas: es compatible con las
placas Petrifilm™: BAM, E. coli/coliformes,
coliformes, E. coli y Enterobacterias. Da re-
sultados en cuatro segundos por placa.

* Lector de placas avanzado: enumera
10 placas Petrifilm™ diferentes: recuento
aerobico rapido, recuento rapido de coli-
formes, recuento rapido de E. coli/colifor-
mes, hongos y levaduras, BAM, coliformes,
Enterobacterias, E. coliy S. aureus. Cuenta
con inteligencia artificial fija incorporada, la
cual da el resultado en menos de seis se-
gundos.

- MC-MEDIA PADS

Los MC-Media Pads cuentan con unas
almohadillas cromogénicas conformadas
por una estructura multicapa, que permi-
te la difusion automatica de la muestra, sin
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necesidad de un difusor plastico.

Cuentan con un medio de crecimiento
que se expande uniformemente por accién
capilar, un polimero que absorbe el exceso
de agua y un sustrato cromogénico de de-
teccidn especifica, promoviendo a la me-
jora en el tiempo de trabajo, garantizando
resultados rapidos, precisos con 6ptimas
lecturas de organismos indicadores.

=

Despues de |z inocu-
lacion, la muestra se
difundira automati-
camente por toda la
almohadilla.

Abra la pelicula
cobertora en diagenal,
luego inocule ka
muestra en el centro
de la almohadilla.

T~

Recusnto.

Cierre la lamina
transparente e incube
segun las condiciones
de aplicacion.

Figura 29. Técnica de siembra (informacién co-
mercial).

Las almohadillas tienen una estabilidad
prolongada (periodo de validez de hasta 3
anos) y son apilables (precisan de menor
espacio tanto en almacenamiento como en
incubacion) ya que son mucho mas peque-
Aas que las placas de agar convencionales.

Los paquetes abiertos pueden con-
servarse en heladera (2-15°C) durante un
maximo de 4 semanas. Se utilizan directa-
mente desde la heladera y no es necesario
esperar a que se atemperen.
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Siembra en placas MC Media pads
(AOAC 2019.02)
https://abtlaboratorios.com/indicado-
res-placas-cromogenicas

Usaremos como ejemplo BAM. Se
siembra 1 ml de la dilucién en el centro de
la lamina inferior y se incuba a 35+1°C por
24+2 h. Para su incubacion, se pueden api-
lar en bloques de hasta 20 placas.

En caso de realizar solo una dilucién, se
recomienda efectuar la siembra por dupli-
cado. Si se realiza mas de una dilucién, no
se considera necesario ya que podriamos
comparar los resultados de dos diluciones
sucesivas.

Lectura e interpretacion

Las placas cromogénicas MC Media
pads para el recuento de aerobios meso-
filos utilizan un medio que contiene Agar
de Cultivo Estandar o PCA, compuesto por
Tetrazol, un indicador redox que permite
observar las colonias con una coloracion
roja. De esta forma, las colonias pueden
distinguirse muy facilmente sobre el agar y
facilitar su recuento.

Al momento de la lectura se puede op-
tar por las siguientes variantes:

- Manual: se cuentan las colonias de co-
lor rojo (reduccion de TTC) de cada dilu-
cion realizada. El maximo establecido para
recuento de cada microorganismo se pre-
senta en la Tabla 25. Para la expresion de
resultados se recomienda ver el punto D de
este capitulo (analisis y expresién de resul-
tados obtenidos en medios solidos).

- Lector de placas: SPHEREFLASH®
Contador de colonias automatico.

- COMPACT DRY

Compact Dry son placas compactas
con una cubierta robusta que contiene me-
dios cromogeénicos listos para usar. Su cu-

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

bierta impide contaminaciones y derrames.
No requiere el uso de difusor ni tiempo de
gelificacion, ya que el medio infundido en la
almohadilla de tela se solidifica rapidamen-
te tras la inoculacién. Tampoco es necesa-
rio presionar, extender o inclinar las placas,
lo cual las hace mas practicas. Las placas
Compact Dry se pueden conservar a tem-
peratura ambiente durante 18 y 36 meses.

Cuenta con una capacidad de apila-
miento ilimitado sin comprometer el de-
sarrollo del microorganismo objetivo. Sus
colonias aisladas son de facil recoleccion
para posterior analisis.

Pilaca compacta
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Figura 30. Descripcién de una placa Compact
Dry (informacion comercial).

Siembra e incubacion (AOAC-RI 010401)

Usaremos como ejemplo BAM. Se
siembra 1 ml de la dilucion y se incuba a
35+2°C por 48+3 h segin AOAC, o segun
normas NordVal y MicroVal a 30+1°C por
48+3 h. En caso de realizar solo una dilu-
cion, se recomienda efectuar la siembra
por duplicado. Si se realiza mas de una di-
lucidn, no se considera necesario ya que
podriamos comparar los resultados de dos
diluciones sucesivas.

Lectura e interpretacion

Al momento de la lectura se puede op-
tar por las siguientes variantes:
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- Manual: la reduccion del indicador de
TTC origina el color rojo de las colonias.
Todos los puntos rojos deben considerarse
como colonias, aunque sean muy peque-
fAos 0 poco intensos. En el caso de tener un
numero de colonias incontables se debe
repetir el andlisis con una contramuestra.
Para evitar esta situacién se recomienda
realizar por lo menos tres diluciones suce-
sivas cuando es un producto nuevo o no
es posible estimar el resultado. El rango de
colonias a contar esta detallado en la Tabla
25. Para la expresion de resultados se re-
comienda ver el punto D de este capitulo
(analisis y expresion de resultados obteni-
dos en medios solidos).

- Lector de placas: SPHEREFLASH® Con-
tador de colonias automatico.

- SIMPLATE
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Figura 31. Simplate (informacién comercial).

La tecnologia de deteccion binaria de
Simplate, combina medios y un dispositi-
vo patentado para proporcionar resultados
cuantitativos rapidos y precisos para gru-
pos clave de microorganismos indicadores.
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Los sustratos definidos incorporados
al medio se utilizan para detectar multiples
reacciones enzimaticas y redox asociadas
con los organismos objetivo, lo que produ-
ce cambios cromogénicos o fluorescentes
en el medio, proporcionando resultados fa-
ciles de leer.

Los medios SimPlate no contienen agar,
se mantienen liquidos, por lo tanto, los nu-
trientes estan facilmente disponibles, listos
para usarse, bastando hidratar con agua
estéril, agua peptonada o agua peptonada
tamponada.

Estos medios liofilizados se encuentran
disponibles en formato de dosis unitaria
para laboratorios de bajo volumen (1 prue-
ba por tubo de medio) o formato de dosis
multiple para laboratorios de alto volumen
(10 pruebas por tubo de medio). Se alma-
cenan a temperatura ambiente.

Al tener un limite de recuento superior
(segun el fabricante 738 UFC), los reanali-
sis y las diluciones son minimizadas, eco-
nomizando trabajo, tiempo y costos de
materiales de laboratorio.

Para utilizar esta tecnologia solo bas-
ta con mezclar la muestra con el medio y
colocarlo en la placa Simplate, distribuir e
incubar (Figura 32 a).

En la Figura 32 b se puede ver la placa
previo a la incubacion y en la Figura 32 c la
placa luego de la incubacion, con los poci-
llos positivos que cambiaron de color.
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Figura 32. Siembra y lectura de SimPlate (infor-
macioén comercial).

Ejemplo de recuento y expresion del re-
sultado

Luego de la incubacion se identifican 7
pocillos con cambio de color respecto al
color de fondo (7 positivos), se debe con-
sultar la Tabla XX de conversion Simplate y
se confirma que 7 pocillos positivos equi-
valen a una poblacién de 14 NMP. Para de-
terminar el nimero total de microorganis-
mos se multiplica el resultado expresado
en NMP por el factor de dilucién:

Organismos totales = Poblacién x factor de
dilucion = 14 x 10 = 140 UFC/ml

posities wells T populstion® positive walis = pogaiation positive mell = popalation
1 = 2 % = TO 57 = 190
1 =4 30 = 74 58 = 196
3 = &6 3l = Té 59 = 202
=g 32 = B0 60 = 208
5 = |0 33 = B84 &l = 21é&
6 = |12 34 = Bé 62 = 274
T = |14 5 = 90 63 = 231
8 = |6 36 = 94 64 = 240
g = |8 3T = 96 65 = 248
o = 22 38 = |oo 66 = 156
11 = 24 39 = 104 67 = 266
i2 = 28 40 = |08 6B = 2TE
13 = 18 41 = 112 69 = 288
4 = 30 42 = 11é 70 = 298
15 = 32 43 = 120 71 = 311
& = 36 44 = 124 T2 = 324
17 = 38 45 = |18 73 = 338
I8 = 40 46 = 132 T4 = 354
19 = 42 47 = 136 75 = 371
20 = 46 48 = 142 76 = 391
2l = 48 49 = 146 77 = 414
22 = 50 50 = 150 78 = 440
23 = 54 51 = 156 79 = 4T0
24 = 58 52 = |80 80 = 508
25 = 58 53 = 166 B8l = 556
26 = 62 54 = 172 82 = 624
27 = 64 55 = |78 83 = 738
28 = &8 56 = 184 84 = >738

Tabla XX. Tabla de conversion Simplate.

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

Figura 33. Estaciones de preparacién, PC vy
software y lectura de TEMPO® (informacion
comercial).

TEMPO es un sistema automatizado
para recuento de microorganismos con
base en el método de NMP. Estad com-
puesto por una estacion de preparacion
de muestras (Figura 33 a), una PC con un
software especifico (Figura 33 b) y una es-
tacion de lectura (Figura 33 c). Proporciona
resultados precisos reduciendo los tiem-
pos de preparacion y lectura de resultados.
Consiste en un método NMP miniaturizado
con 3 series de 16 tubos. Cada serie tiene
diferentes volumenes (2,25 pl, 22,5 pl y 225
ul) (Figura 34).

W m & B R 8 B R AR

TR Y

m,”]]}]m 3 x 16 tubos miniaturizados

Figura 34. Tarjeta plastica TEMPO® con poci-
llos de diferentes tamanos. Es un sistema mi-
niaturizado del método NMP.

Consumibles necesarios:

- Medios de cultivo TEMPO® deshidra-
tados en viales. Facilitan un rapido creci-
miento bacteriano y contienen un indicador
fluorescente.

- Tarjetas TEMPO® para la inoculacién, in-
cubacién y lectura automatica.

- Bolsas con filtro TEMPQO® para la prepara-
cion de las muestras.

- Kit TEMPO® QC para el control periddico
del sistema TEMPO®.
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Estacion de preparacion (Figura 33 a)

- Para sembrar una dilucién final 1/40 con
rango de lectura <10 a 49.000 UFC se rehi-
drata un vial con 3 ml de agua estéril el cual
luego se siembra con 1 ml de la solucion
madre (1/10 ) que proviene de la bolsa.

- Para sembrar una dilucién final 1/400 con
rango de lectura <100 a 490.000 UFC se
rehidrata un vial con 3,9 ml de agua estéril
el cual luego se siembra con 0,1 ml de la
solucién madre (1/10 ) que proviene de la
bolsa.

Las tarjetas se llenan con la muestra a
analizar y son selladas para su posterior
incubacion en estufa de cultivo. La
temperatura y tiempo de incubacion
dependera del microorganismo que se
pretende analizar (Tabla 25).

Figura 35. Bandeja de llenado TEMPO®

Estacion de lectura (Figura 33 c)

La lectura de las tarjetas se efectla por
una medicion de la fluorescencia usando
una camara de arreglo lineal (CCD) con luz
UV. Cada tarjeta es leida en 7 seg. La lectu-
ra para una bandeja completa (20 tarjetas)
se realiza en 2,5 min.

La fluorescencia puede originarse de-
bido a la actividad de la enzima 4MU
(4-methylumbelliferone) en las tarjetas para
recuento de E. coli o por procesos de Oxi-
do-reduccion efectuados por la nitro-re-

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

ductasa (7TAMC: 7- aminocoumarin) de los
siguientes microorganismos: hongos fi-
lamentosos y levaduras, BAL, BAM y B.
cerevus.

Para Staphylococcus coagulasa, Ente-
robacterias y coliformes totales, la lectura
se da cuando desaparece la fluorescen-
cia en el medio debido a su acidificacion,
como consecuencia del metabolismo de
carbohidratos por parte de la molécula
fluorescente 4MU a pH >7.

Figura 36. Bandeja de incubacion y lectura
TEMPO®

El software TEMPO® aplica métodos
estadisticos para calcular el nimero de
microorganismos presentes en la muestra
inicial de forma automatica. Los resultados
se pueden expresar en UFC/g o NMP en el
producto inicial.

El sistema asegura la trazabilidad del
proceso completo.
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Tabla 25. Kits de recuento de microorganismos indicadores disponibles en Argentina validados para carne bovina cruda*

, . LiMITE MAXIMO
MICROORGANISMO TECNICA INCUBACION DE CONTEO VALIDACIONES PROVEEDOR
UTILIZADA (TEMPERATURA Y TIEMPO) pDE COLONIAS
Petrifilm 30+1°C, 72+3 h 300 UFC AFNOR (Alimentos) OnelLab: info@onelab.com.ar
Redilab: redilab@redilab.com.ar
Petrifilm (Rapido) 35+1°C, 24+2 h 300 UFC AOAC (Carne picada) Neogen: pedidosARG@neogen.com
Mc- Media Pad 35+1°C, 24+2 h 300 UFC MicroVal (Alimentos) Merck: atencion_industria@merckgroup.com
. . Medica-tec S.R.L: ventas@medica-tec.com.ar
Compact Dry A(?AC: 35+2°C, 48+3 h 300 UFC A(?AC (Carn.e picada) Hixwer Argentina S.A.: info@hixwer.com
MicroVal y NordVal: 30+1°C, 48+3 h MicroVal (Alimentos)
Aerobios NordVal (Carne cruda)
Mesofilos o : )
Totales TEMPO® AC 30+1°C, 24-48 h 4900 UFC AFNOR/ISO 16140 bioMérieux: consultas.ar@biomerieux.com
BIO 12/35-05/13
Alimentos
AOAC RI PTM
Certificado 121204
Carne picada cruda
SimPlate 30+1°C, 72+3 h 738 UFC AOAC Official Method: 2002.07, 2002.11 | Merck: atencion_industria@merckgroup.com
Petrifilm 37+1°C, 242 h 100 UFC AFNOR (Alimentos) OnelLab: info@onelab.com.ar
Redilab: redilab@redilab.com.ar
Neogen: pedidosARG@neogen.com
Enterobacterias Compact Dry AOAC: 35+2°C, 24+2 h 300 UFC AOAC (Carne picada) Medica-tec S.R.L: ventas@medica-tec.com.ar
MicroVal: 37°C, 24 h NordVal (Alimentos) Hixwer Argentina S.A.: info@hixwer.com
NordVal: 37+1°C, 24+2 h MicroVal (Alimentos)
TEMPO® EB 37+1°C, 242 h 4900 UFC AFNOR (Alimentos) bioMérieux: consultas.ar@biomerieux.com
AOAC (Carne)
SimPlate 37+1°C, 24+2 h 738 UFC AOAC Official Method: 2002.07, 2002.11, | Merck: atencion_industria@merckgroup.com
2005.03
Petrifilm 30+1°C, 2422 h 150 UFC AFNOR (Alimentos) Onelab: info@onelab.com.ar
Redilab: redilab@redilab.com.ar
Coliformes Petrifilm (Rapido) | 30+1°C, 18-24 h 100 UFC AOAC OMA#2018.13 Neogen: pedidosARG@neogen.com
Totales Mc-Media Pad 35+1°C, 18-24 h 300 UFC AOAC-PTM MicroVal Merck: atencion_industria@merckgroup.com
Compact Dry MicroVal: 37+1°C, 24x2 h 300 UFC AOAC (Carne picada) Medica-tec S.R.L: ventas@medica-tec.com.ar
NordVal: 37+1°C, 242 h MicroVal (Alimentos) Hixwer Argentina S.A.: info@hixwer.com
AOAC: 37+1°C, 24+2 h NordVal (Alimentos)
Egﬂfl::,?n(?echso) 30+1°C, 24-27 h 4900 UFC AFNOR (Alimentos) bioMérieux: consultas.ar@biomerieux.com
SimPlate 37+1°C, 24+2 h 738 UFC AOAC Official Method: 2002.07, 2002.11, | Merck: atencion_industria@merckgroup.com
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LIMITE MAXIMO

MICROORGANISMO TECNICA INCUBACION DE CONTEO VALIDACIONES PROVEEDOR
UTILIZADA (TEMPERATURA Y TIEMPO) DpbE COLONIAS
Petrifilm 35+1°C, 48+4 h 150 UFC AOAC OMA #991.14 (Alimentos) OnelLab: info@onelab.com.ar
AOAC (Carne cruda) Redilab: redilab@redilab.com.ar
Neogen: pedidosARG@neogen.com
Mc-Media Pad 35°C, 24 h 300 UFC AOAC-PTM Merck: atencion_industria@merckgroup.com
MicroVal
Compact Dry AOAC: 35+2°C, 24+2 h 300 UFC AOAC (Carne picada) Medica-tec S.R.L: ventas@medica-tec.com.ar
. 3 MicroVal y NordVal: 37+1°C, 24+2 h NordVal (Alimentos) Hixwer Argentina S.A.: info@hixwer.com
Escherichia coli MicroVal (Alimentos)
TEMPO® EC 37+1°C, 24-27 h 4900 UFC AFNOR (Alimentos) bioMérieux: consultas.ar@biomerieux.com
AOAC (Carne picada)
Método oficial AOAC 2009.02
SimPlate 37+£1°C, 242 h 738 UFC AOAC Official Method: 2002.07, 2002.11, | Merck: atencion_industria@merckgroup.com
2005.03
Petrifilm 37+1°C, 24+2h 150 UFC AOAC (Productos carnicos) One!_ab: |nfc.>@onelal?.com.ar
AFNOR (Alimentos) Redilab: redilab@redilab.com.ar
Staphylococcus Neogen: pedidosARG@neogen.com
aureus Compact Dry MicroVal, NordVal: 37+1°C 242 h 300 UFC NordVal (Alimentos) . . .
AOAGC: 35+2°C, 242 h MicroVal (Alimentos) Medlca-tec S.B.L. ventgs@me.dwa-tec.com.ar
Hixwer Argentina S.A.: info@hixwer.com
TEMPO® STA 34-38°C, 24+2 h 4900 UFC AFNOR (Alimentos) bioMérieux: consultas.ar@biomerieux.com
Petrifilm 20-25°C, 3-5 dias 150 UFC AOAC OMA #997.02 (Alimentos) OnelLab: info@onelab.com.ar
Redilab: redilab@redilab.com.ar
Neogen: pedidosARG@neogen.com
Hongos , AOAC-PTM o
filamentosos MC-Media Pad 25x1°C, 48-72 h Microval Merck: atencion_industria@merckgroup.com
levaduras )
y Compact Dry 25+2°C, 3-7 dias 300 UFC NordVal (Alimentos)
MicroVal (Alimentos)
AOAC Medica-tec S.R.L: ventas@medica-tec.com.ar
Hixwer Argentina S.A. info@hixwer.com
Compact Dry AOAC: 25+2°C, 48-72 h 300 UFC NordVal #050
(Rapido) NordVal, MicroVal: MicroVal #2016LR61
25+1°C, 3 dias
SimPlate 25+1°C, 72+2 h 738 UFC AOAC OMA: 2002.07, 2002.11, 2005.03 Merck: atencion_industria@merckgroup.com
MicroVal 2009LR25
Todas las categorias de alimentos con
actividad de agua superior a 0,95
TEMPO® YM 72-76 h 4900 UFC AOAC RI PTM 041001 bioMérieux: consultas.ar@biomerieux.com
Listeria spp. Compact Dry 35+1°C, 24+2 h 300 UFC MicroVal (Carne) Medica-tec S.R.L: ventas@medica-tec.com.ar
Hixwer Argentina S.A. info@hixwer.com
Petrifilm 3021°C, 483 h 150 colonias con AFNOR (Alimentos) Onelab: info@onelab.com.ar

Bacterias
acido lacticas

gas o0 300
colonias sin gas

Redilab: redilab@redilab.com.ar
Neogen: pedidosARG@neogen.com




D. ANALISIS Y EXPRESION DE RESUL-
TADOS OBTENIDOS EN MEDIOS SOLI-
DOS (aplica a métodos tradicionales y a
métodos rapidos)

Los calculos se efectian de acuer-
do con lo establecido en la Norma ISO
7218:2007/Amd.1:2013 considerando los
siguientes casos probables:

Caso general

Considerando un recuento de al menos
10 colonias en alguna placa a partir de di-
luciones sucesivas.

El numero total de microorganismos en
la muestra se calcula utilizando la siguiente
férmula:

YV
N =y iixd

Donde:
N: UFC/g

CV: suma de las colonias obtenidas
de dos placas de diluciones sucesivas,
en donde una de ellas contenga al me-
nos 10 colonias.

V: volumen de homogenato inocula-
do en cada una de las placas expresa-
do en ml.

d: menor dilucion utilizada.

Por ejemplo, utilizando para las dilucio-
nes volumenes de homogenato de 1 ml, si
en la dilucién 102 se contaron 165 colonias
y en 102 se contaron 14 colonias se realiza
un promedio utilizando la siguiente férmula:

165 + 14

=—F—=16.272
1x1,1x1072

Por lo que el resultado final redondea-
do, se expresa como 16.000 UFC/qg.

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

- Cuando la placa sin diluir o de dilucion
inicial contiene menos de 10 colonias

Cuando la placa contiene menos de 10
colonias, pero por lo menos 4, se calcula
el resultado final como en el punto anterior.

Cuando la placa contiene de 1 a 3 colo-
nias el resultado se expresa como:

N< 4 x 1/d

Por ejemplo, utilizando para las dilucio-
nes volumenes de homogenato de 1 ml, si
en la dilucién 10! se contaron 3 colonias y
en 102 se contaron 0 colonias el resultado
es:

N <4 x1/10" UFC/g

Por lo que el resultado final se expresa
como <40 UFC/q.

- Si la primera dilucion no contiene colo-
nias el resultado se expresa como

N< 1/d

Por ejemplo, utilizando para las dilucio-
nes volumenes de homogenato de 1 ml, si
en la dilucién 10" se contaron 0 colonias y
en 102 se contaron 0 colonias el resultado
es:

N <1/10" o N <10 UFC/g

- Cuando el resultado del recuento de
una dilucién es >300 y la siguiente dilu-
cion es <300

Solamente considerar para el calculo el
recuento de la dilucién mas lejana a la del
homogenato.

Por ejemplo, utilizando para las dilucio-

nes volumenes de homogenato de 1 ml, si
en la dilucion 102 se contaron >300 colo-
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nias y en 102 se contaron 48 colonias el
resultado es:

N=c/Vxd
Siendo “d” la dilucion mas alejada del
homogenato y “c” el recuento de esa dilu-
cion.
N= 48/ 1x103

N= 48000 UFC/g

NOTA: en el caso de que la dilucién mayor
de >300 y la siguiente dilucién de menos
de 8 colonias el recuento se considera in-
valido. En caso de que la siguiente dilu-
cion de mayor a 8, utilizar el recuento de

esa dilucion.

- Cuando todas las diluciones ofrecen
conteos >300 colonias el resultado se
expresa como:

N> 300/d

Siendo d la dilucién mas alejada del homo-
genato.

NOTA: en caso de que no se puedan ha-
cer los recuentos inmediatamente des-
pués de la incubacion, las placas se pue-

den quardar en heladera por 48 h.

Expresion final del resultado

En esta seccién se describen los cél-
culos segun las posibles superficies mues-
treadas, volimenes o cantidades de mues-
tra. Se desarrollan las férmulas que tienen
como finalidad independizar el célculo del
ejemplo particular, que puedan aplicarse
y adaptarse a cualquier caso (como por
ejemplo, las distintas superficies muestrea-
das).

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

Para el calculo final y la expresién del
resultado, debera tenerse en cuenta lo si-
guiente:

- Sobre qué medida o parametro desea
expresarse la cantidad de UFC. Por ejem-
plo, UFC/g (UFC por unidad de masa de
muestra).

- La cantidad de muestra tomada (pue-
de ser en unidad de masa, volumen o su-
perficie).

- La dilucién generada al momento de
preparar la muestra para su ensayo (homo-
genato).

- En caso de tratarse de esponjados o
hisopados, la cantidad de diluyente con la
que se hidrata el hisopo o esponja previo a
la toma de muestra.

- Las diluciones seriadas realiza-
das previo a la inoculaciéon en placa.

Caso 1: Muestra de superficie
N, =N, xV,/V,

Donde:

N,: cantidad de microorganismos en la
muestra tomada.

N,: resultado del recuento (contemplan-
do las diluciones decimales).

V.: volumen de siembra.

V,: volumen de diluyente utilizado para
la hidratacion previa (contemplar el volu-
men de diluyente utilizado para hidratar
el hisopo o0 esponja previo a la toma).
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Para un esponjado de media res de 300
cm?, donde la esponja estaba previamente
hidratada con 10 ml de diluyente, y poste-
rior a la toma, se hidrata con 15 ml més (en
el laboratorio). El resultado en placa para
el recuento de E. coli fue de 48 UFC (en la
placa se sembrd 1 ml directamente desde
el homogenato).

N,: 48 UFC.
V,:1ml.

V,: 25 ml (15 ml + 10 ml previos a la
toma).

Superficie: 300 cm?.
N, = 48 UFC x 25 ml/1 ml = 1200 UFC

En este caso se puede expresar como
1200 UFC/300 cm?.

Caso 2: Expresion por unidad
de superficie

N, = N,/superficie muestreada

En este caso, se debe dividir el nUme-
ro de microorganismos cuantificados en el
total de la superficie muestreada, por el ta-
manfo de esta, siendo:

N,: cantidad de microorganismos en la
muestra tomada

N,: cantidad de microorganismos por

unidad de superficie
Superficie muestreada: 300 cm?

N, = 1200 UFC/300 cm? = 4 UFC/cm?

En este caso se puede expresar como
4 UFC/cm?.

Caso 3: Expresion por unidad de masa

N=N,x1/d

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

donde:
N: UFC/g en la muestra.

N,: resultado del recuento (contemplan-
do las diluciones decimales).

D: dilucién efectuada en la hidratacion
de la muestra.

El resultado se expresa por unidad de
muestra en gramos. En este ejemplo la
cantidad de muestra a analizar es de 10 g,
y se hidraté con 90 ml de diluyente. El re-
sultado en placa para el recuento de E. coli
fue de 48 UFC (en la placa se sembré 1 ml
directamente desde el homogenato).

Entonces:
NO: 48 UFC

d: 1/10 (se toman 10 g de muestra, y al
agregarse 90 ml de diluyente, se consi-
dera una masa total de 100 g. Por lo tan-
to, la relacién entre la muestra y la masa
total del homogenato es 1/10).

N = 48 x 1/(1/10) = 48 x 10 = 480 UFC/g
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E. CONTROL DE CALIDAD

- Control de esterilidad

Una vez por dia se efectia un control
de esterilidad sembrando 1 ml del diluyen-
te, utilizado para la siembra, en una placa
para recuento del microorganismo a en-
sayar. Este control se registra con nimero
de lote del diluyente utilizado y en el caso
de obtener crecimiento bacteriano se to-
man acciones correctivas que incluyan por
ejemplo la anulacion de los ensayos afec-
tados y la repeticion de estos.

- Control de calidad del ensayo

A) Correlacion entre recuento de bacte-
rias aerobias totales, Enterobacterias, co-
liformes totales, E. coli y Staphylococcus.

Todas las muestras que incluyan homo-
genatos compartidos para estas determi-
naciones, se utilizan para verificar la corre-
lacién de datos suponiendo los siguientes
criterios que deben cumplirse en forma si-
multanea en el resultado final:

El valor de recuento de BAM seré para
todos los casos igual o mayor al recuento

Rocuonto do Acrobios

Formulario N’

My dbe | Tigees il

il

Focha Houn
v e
Hmaing Fiaca

|
|
En resultado obtenido se registra el

numero de colonias cuantificadas para
cada una de las diluciones realizadas.

NOTA: Para casos como los de recuentos
de E. coli y coliformes totales, que pue-
dan realizarse en la misma metodologia,

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

de Enterobacterias, coliformes totales, E.
coli y Staphylococcus. Por otro lado, la su-
matoria del recuento de Enterobacterias y
Staphylococcus, debera ser menor o igual
al recuento de BAM.

El valor de Enterobacterias serd para
todos los casos igual o mayor al de colifor-
mes totales y E. coli.

El valor de coliformes totales sera para
todos los casos mayor o igual al de E. coli
genérico.

En caso de que estos criterios no se
cumplan para una determinada muestra,
se repiten los tres ensayos utilizando la
contramuestra respectiva.

REGISTROS

Con el fin de poder demostrar la traza-
bilidad de todas las etapas del proceso de
analisis, los datos deberan ser registrados
en un formulario de registro, vinculado a
cada determinacién. Lo ideal es confec-
cionar un registro para cada tipo de deter-
minacién. A continuacién se presenta un
modelo:

REGISTRO ESPECIFICO

Diluywnioe |

Maosdfilos

Hosurada Oheeresc o

et anbda

Retposiatis
[

se debe aclarar en el campo de “Resulta-
do obtenido”, las colonias contabilizadas
para cada microorganismo por separado.
NOTA: Los registros también pueden ser
digitales siempre que se pueda demostrar

la correspondiente trazabilidad asociada.
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CAPITULO ViIi

DETECCION DE BACTERIAS PATOGENAS
EN CARNE BOVINA

Victoria Brusa', Magdalena Costa’ y Jessica Babich?

I. Facultad de Ciencias Veterinarias UNLP, IGEVET - Instituto de Genética
Veterinaria “Ing. Fernando N. Dulout”

(UNLP-CONICET LA PLATA), La Plata, Argentina.

2. Departamento de Microbiologia de los Alimentos, Coordinacion de Calidad
e Inocuidad de Alimentos de Origen Animal, DLA-DGLyCT,

Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (Senasa),

Martinez, Buenos Aires, Argentina.




Las carnes rojas son un medio de culti-
vo excepcional para el desarrollo de la ma-
yoria de los microorganismos (Bantawa et
al., 2018). El tejido muscular esta recubierto
por sus fascias protectoras y las miofibrillas
contenidas dentro del sarcolema. Cuando
las reses son cuarteadas, gran parte de su
proteccion inicial se pierde, facilitando la
colonizacion de los microorganismos (He-
redia et al., 2014).

Todos los animales portan grandes
cantidades de microorganismos en cuero
pelaje, ubre, pezunas y sistema digestivo,
los cuales pueden ser transmitidos a las
medias reses durante el proceso de faena.
Los restos de materia fecal del cuero y el
contenido intestinal suelen contaminar el
musculo, si el proceso de faena no se hace
cuidadosamente. Por otra parte, las bacte-
rias también pueden proceder del entorno
de produccién como pisos, paredes, me-
sadas, cuchillos y manos de los operado-
res en la planta de faena (Bosilevac et al.,
2015; Brusa et al., 2019; Cap et al., 2019).

Los problemas mas graves de inocui-
dad en carne bovina y que afectan la sa-
lud del consumidor, desencadenan retiros
de productos e involucran patégenos bac-
terianos (Abebe et al., 2020). Los bovinos
son reservorios de bacterias potencial-
mente patdgenas, tales como Escherichia
coli productor de toxinas Shiga (STEC),
Salmonella spp. y Listeria monocytogenes
(Heredia y Garcia, 2018). Para el control de
estas bacterias es necesario aplicar accio-
nes preventivas en todas las etapas de la
cadena “de la granja a la mesa”, de este
modo se reduce el riesgo de enfermeda-
des transmitidas por los alimentos (Lianou
etal., 2017).

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

Las metodologias oficiales para la bus-
queda de bacterias patdgenas en carnes se
basan en una secuencia de pasos:

ENRIQUECIMIENTO |

I o |

= 55| T
| ’
E . TAMIZAJE — Resultado negative —s Fin del andliais
| &2 [
f@ ] |
| :‘E | | Resuliado posiive presuntive

[al TMIELAMIENTD

| =

I +

E | Resultado positivo confirmado |

1l f

g CONFIRMACICN |

| & | camacTERIZACION

| &

| % SUBTIPIFICACIOM

- Las etapas de enriquecimiento y tamizaje
pueden realizarse tanto en laboratorios de
plantas frigorificas como en laboratorios
externos debidamente acreditados.

- Las etapas de aislamiento y confirmacién
pueden realizarse en laboratorios de plan-
tas frigorificas especializados y en labora-
torios externos debidamente acreditados.

- Las etapas de caracterizacion (fenotipica
y genotipica) y subtipificaciéon (fenotipica o
genotipica) se realizan en laboratorios de
referencia o investigacion (CONICET, INTA,
Universidades, INEI-ANLIS Malbran).

En la Tabla 26, se presentan compara-
das las metodologias descritas para E. coli
0O157:H7, STEC no-O157, Salmonella spp.
y L. monocytogenes.
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Tabla 26. Metodologias ISO (UE), USDA (USA) y GB (China) para la busqueda de E. coli 0157, STEC, Salmonella y L. monocytogenes en

carne.
ISO 16654:2001 1SO 13136 MLG 5C.03 ISO 6579-1 MLG 4.14 GB 4789.4 1ISO 11290 MLG 8.13 GB 4789.30
Microorganismo E. coli 0157 STEC y STEC STEC 0157, 026, Salmonella L. monocytogenes
0157, 0111 026, 045, 0103, 0111,
0103y 0145 0121y 0145
Matriz -Alimentos de -Alimentos de -Carnicos -Alimentos de -Carney -Alimentos -Alimentos de -Carnes rojas -Alimentos
consumo consumo humano y media res consumo Media res consumo humano | -Aves
humano -Piensos -Muestras humano -Esponjas -Piensos -Siluriformes
-Piensos -Muestras ambientales -Piensos ambientales -Muestras -Productos de huevo
ambientales de -Muestras -Aves ambientales de listos para comer
areas de ambientales de | -Huevo areas de -Muestras
produccién y areas de pasteurizado produccién y ambientales
manipulacién de produccién y -Siluriformes manipulacién de
alimentos manipulacion de alimentos
alimentos
Pre-enriquecimiento APB CTSm?® APB HF UVM LB
Temperatura y tiempo 34-38°C, 18x2 h | 42+1°C, 15-24 h® |36+1°C,8-18 h | 30x1°C, 24-26 h 30+2°C, 20-26 h 30+1°C, 24 h
de incubacion
Tamizaje Sistema de
Deteccion
Molecular 3M o
equivalente 4
Enriquecimiento CTSm+n -CTSm+n (16mg/It)1 | CTSm RVS MKTTn | RV TT (Hajna) | TT SC Fraser MOPS-BLEB LB,
(20mg/It) -APB2
Temperatura y tiempo | 41,5+1°C,6 hy 37+1°C,18-24 h 42+1°C,15-24 h 41,5+1 34-38°C, | 42+0,5°C, 22-24 h 42+1°C, | 36+1°C, 37+1°C, 22-26 h 35+2°C,18-24 h 30+1°C,18-24 h
de incubacion luego por 12-18 °C, 24+3 h 18-24 h |18-24 h
h adicionales3 24+3h
Tamizaje 1°: PCR-TR para stx/eae Sistema de
2°: PCR-TR para serogrupo Deteccién Molecular
3M o equivalente4
Aislamiento SIM y siembra SIM (a stx/eae+) y/o | SIMy siembraen | XLDy otro BGS y DMLIA BS y XLD ALOA Yy otro MOX Listeria
CT-SMAC y siembraen TBX (0 | agar Rainbow selectivo a -Picar al menos 1 selectivo a cromogénico y
SMAC (o alternativo) modificado eleccion colonia eleccion a partir PALCAM
alternativo) -Picar 50 colonias -Picar colonias -Picar colonias caracteristicas del HF y del Fraser
-Picar 5 colonias caracteristicas caracteristicas por placa -Picar colonias
de cada placa caracteristicas
Confirmacién * -Prueba de Indol | PCR stx/eae o 1°: aglutinacion a | Pruebas -Bruker® MALDI | TSI, LIAr, Indol, -Aspecto -Tamizaje (-) y no Xilosa (-) y
(+) o identifica- aglutinacién para colonias tipicas, si | bioquimicas y Biotyper o Urea, KCN microscopico crecimiento de colonias | ramnosa (+)
cion bioquimica | serogrupo (si (+); serolégicas sistemas -Beta-hemodlisis tipicas en UVM-MOX:
con kit comercial | corresponde) 2°: PCR-TR para equivalentes -CAMP Muestra negativa
-Aglutinacion en stx, eae y validados -Azicares - Tamizaje (-) y
latex o antisuero serogrupo -Catalasa crecimiento de colonias
-Motilidad tipicas en UVM-MOX:

continuar confirmacion
desde UVM-MOX
-Tamizaje (+): siembra
en agar selectivo desde
el MOPS-BLEB y
continuar confirmacion
desde UVM-MOX
-Colonias tipicas en
UVM-MOPS-BLEB:

continuar confirmacion®

-Siembra de colonias
tipicas en agar sangre
equina




ISO 16654:2001  ISO 13136 MLG 5C.03 ISO 6579-1 MLG 4.14 GB 4789.4 1ISO 11290 MLG 8.13 GB 4789.30

Caracterizacion Enviar a Enviar a laboratorio | Pruebas Susceptibilidad | Test serolégicos Pruebas bioquimicas
laboratorio de de referencia para bioquimicas antimicrobiana y genotipicas
referencia para caracterizaciones Confirmacién de (AST)y
caracterizacio- adicionales AgO secuenciacion del
nes adicionales (opcional) Genes stx/eae genoma completo
(opcional) (WGS)

*Siempre debe realizarse a partir de colonias puras.

1 se sugiere su utilizacién en muestras sospechosas de contener alta carga de flora contaminante.

2 se sugiere su utilizacién cuando se analizan muestras que se asume contienen bacterias estresadas (productos congelados).

3incubacién de 6 h seguida de SIM y siembra en agar selectivo. Repetir SIM luego de incubar 18 h adicionales.

4 si las circunstancias (p. ej., un corte de energia o una falla del equipo) no permiten realizar pruebas con el sistema de deteccién rapida, el laboratorio debera, si es posible, continuar el anlisis por aislamiento cultural de todas las muestras.
El tamizaje se hace a partir del caldo de pre-enriquecimiento.

5 para andlisis de carne cruda y media res. Revisar la metodologia en caso de analizar otra de las matrices para la cual esta validada.

6 para una mejor comprension de la metodologia remitirse al texto del presente manual.

Interpretacion de resultados ISO 13136:

- Presencia de STEC: stx (+).

- Presencia de STEC causante de lesion A/E: stx y eae (+).

- Presencia de STEC “X” serogrupo: stx, eae y serogrupo (+).

Interpretacion de resultados MLG 5C.03

- STEC Positiva confirmada: stx y eae (+), gen de serogrupo (+) y bioquimicamente E. coli.

- E. coli 0157 Positiva confirmada: Serolégica y genéticamente “O157”, bioquimicamente E. coli y ademas produccién de toxina Shiga (+), y/o stx (+), y/o genéticamente H7.
- STEC negativa: stx, eae (+) o gen de serogrupo (-).



En este capitulo se abordan los siguientes
componentes:

A. Escherichia coli productor de toxi-
nas Shiga (STEC).

B. Salmonella spp.

C. Listeria monocytogenes.

D. Técnicas de screening o tamizaje
para la deteccién de bacterias pato-
genas en alimentos.

NOTA del editor: los 3 géneros bacterianos
son de gran importancia para la industria
frigorifica. Sin embargo, el apartado sobre
STEC se desarrolld con mayor detalle
debido a la experiencia de las autoras y a
los resultados obtenidos por el grupo de
trabajo interdisciplinario “Escherichia coli
productor de toxina Shiga del Instituto de
Promocion de la Carne Vacuna Argentina

(STEC-IPCVA)”.

A. Escherichia coli productor de toxina
Shiga

Escherichia coli productor de toxina
Shiga (STEC) es un patdégeno transmiti-
do por alimentos que se caracteriza por la
habilidad de producir potentes citotoxinas
denominadas toxinas Shiga, con capaci-
dad de inhibir la sintesis proteica en célu-
las eucariotas. Las toxinas Shiga estan co-
dificadas en los genes stx. Las cepas de
STEC se diferencian seroldogicamente por
sus antigenos. Hasta el presente se identi-
ficaron mas de 185 antigenos O y alrededor
de 80 antigenos H (Iguchi et al. 2015, 2016).
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Factores de virulencia asociados a STEC
y fisiopatogenia de las enfermedades
asociadas

A diferencia de otras toxinas bacte-
rianas, las toxinas Shiga no son preforma-
das en el alimento, sino que se sintetizan
dentro del organismo del individuo tras la in-
gesta del alimento contaminado con STEC.
Una vez que STEC ingresa al hospedador
se desencadenan una serie de eventos que
permiten la colonizacion bacteriana de las
células y produccién de la toxina. Para que
esta cascada de eventos ocurra, las cepas
STEC deben ser portadoras de algunos
genes que codifican para factores involu-
crados en la colonizacién, toxinas e inmu-
nomoduladores (Torres, 2016). En la Tabla
27 se presentan algunos de los factores de
virulencia asociados a cepas de STEC.
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Tabla 27. Factores de virulencia de STEC.

FACTORES DE ADHERENCIA QUE FACILITAN LA UNION DE LA BACTERIA

A LA CELULA

Intimina*

Sistema de secrecion de tipo III*

EspA, EspB, EspD*

Tir*

LPF (long polar fimbriae**)

P1 (fimbria tipo 1)

Iha (iron regulated gene A homologue adhesin™*)
Efa1 (EHEC factor for adherence™)

Saa (STEC autoagglutinating adhesin™*)
Sfp (sorbitol fermenting plasmid™*)
ToxB (proteina identificada en pO157)
Toxinas que producen daio celular
Stx1 (Shiga-toxin 1*)

Stx2 (Shiga-toxin 2™*)

CDT-V (cytolethal distending toxin**)
SubAB (subtilase cytotoxin™),

EAST1 (enteroaggregative E. coli heat-stable toxin 1*%)
Enterohemolisina

Otros

AaiC (proteina secretada por EAEC)
AggR (plasmid-encoded regulator**)

* Isla de patogenicidad LEE (locus for enterocyte effacement)
** por sus siglas en inglés

Los genes de virulencia se encuen-
tran heterogéneamente distribuidos entre
las cepas de STEC y sélo una subpobla-
cion de estas cepas fue asociada con las
formas mas severas de enfermedad (sin-
drome urémico hemolitico). El receptor
Tir, codificado en la isla de patogenicidad
LEE, es introducido a la célula intestinal
del hospedador por un sistema de secre-
cion propio de la bacteria. Este receptor
se expone en la superficie de las células
intestinales del hospedador como receptor
de Intimina (principal adhesina de STEC,
codificada en el gen eae), favoreciendo la
union intima entre la bacteria y la célula.
Consecuencia de esta unién, se produce
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GEN/OPERON

eae
sep, esc

espA, espB, espD
tir

Ipf1, Ipf2

fim

iha

efa-1

saa

spf

toxB

Stx1

Stxo

cdt-V
subAB

astA

ehxA o hlyA

aaiC

aggR

la lesion A/E (attaching and effacing), que
consiste en un reordenamiento del cito-
esqueleto de la célula hospedadora con
reduccion de la superficie de absorcion y
la consecuente diarrea sin sangre. Sin em-
bargo, en otros la adhesién puede estar
mediada por otras adhesinas putativas.
Otras cepas solo contienen una parte del
genoma de virulencia y pocas veces fueron
asociadas a enfermedad severa a pesar
de poseer los genes stx. La variabilidad en
la virulencia, incidencia y severidad de las
infecciones producidas por los diferentes
serotipos de STEC, no puede ser atribuido
exclusivamente a los factores de virulencia
presentes, sino también a la expresion de

Pag/167



dichos genes de virulencia, la interaccién
del patogeno con factores del hospedador
y el ambiente y a la dosis infectiva.

Epidemiologia del sindrome urémico he-
molitico (SUH)

El SUH se caracteriza por la triada
de anemia hemolitica microangiopatica no
inmune, trombocitopenia y disminucion de
la funcion renal. EI SUH se clasifica segun
su etiologia en: 1) SUH infeccioso, causado
principalmente por STEC (STEC-SUH) y en
menor proporcién por otros microorganis-
mos (Streptococcus pneumoniae, influen-
za); y 2) SUH atipico, por desregulacion de
la via alternativa del sistema del comple-
mento o independiente del complemento
(mutacion de cobalamina C, mutaciones),
SUH con enfermedad coexistente (tras-
plante, trastornos autoinmunes, farmacos,
hipertension maligna, cancer o quimiotera-
pia) y SUH idiopatico (Loirat et al., 2016;
Feng et al., 2022).

STEC es un patégeno transmitido
por los alimentos asociado con diarrea
leve, colitis hemorragica, trombocitope-
nia y SUH (JEMRA, 2018). En el periodo
1998-2016, los alimentos asociados con

casos de STEC fueron: carne bovina (2,6-
18,2%), vegetales (10,8-15,6%), lacteos
(5,5-8,57%) y otros alimentos (5,1-10,3%).
Sin embargo, el 54-65,7% de los casos de
STEC notificados en el mundo no pudieron
atribuirse a un origen alimentario (JEMRA,
2018). Asimismo, se identificaron como
factores de riesgo viajar al extranjero, es-
tar en contacto con personas enfermas y
animales de granja, estar expuesto a aguas
no tratadas y ambiente contaminado, y la
transmisién persona-persona (EFSA-BIO-
HAZ Panel 2020; Augustin et al., 2021).

La informacién disponible sobre los
casos de SUH en el mundo es escasa y se
limita a datos de enfermedad por STEC y
estimaciones sobre la poblacion (Majowicz
etal.,2014). Los datos epidemioldgicos dis-
ponibles no discriminan los casos de SUH
de otras enfermedades causadas STEC
(diarrea, diarrea sanguinolenta, colitis he-
morragica), lo que dificulta la interpretacion
y comparacién de la informacién (Kirk et al.,
2015; JEMRA 2018). Ademas, los sistemas
de vigilancia epidemiolégica difieren entre
paises, con la consiguiente variabilidad en
la forma de presentar la informacién de los
casos de STEC-SUH (Tabla 28).

Tabla 28. Incidencia de SUH en diferentes paises por cada 100.000 personas totales y cada 100.000

ninos menores de 5 anos.

a INCIDENCIA
PAIS . REFERENCIA
100.000 personas 100.000 ninos < 5
Nueva Zelanda 0,8 2,6 Annual Report Concerning Foodborne Diseases in
New Zealand 2020
Argentina 0,6 5,95 BEN 611, 2022
China 0,57 0,38 Feng et al., 2022
Irlanda 0,54 - Annual Epidemiological Report for VTEC Infection
Francia 0,49 3,1 ECDC 2019
Bélgica - 4,5 Jacquinet et al., 2018
Estados Unidos - 1,4 CDC https://wwwn.cdc.gov/foodnetfast/HUS

-: sin notificacién
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Las infecciones causadas por cepas
de STEC poseen caracter zoondtico vy el
ganado bovino fue reportado como el prin-
cipal reservorio animal de este grupo bac-
teriano (Kim et al., 2020). En los frigorificos,
STEC puede transferirse a la superficie de
la res en cualquier etapa del procesamien-
to por contaminacion cruzada entre pro-
ducto, equipos, herramientas y operarios
(Bosilevac et al., 2015; Brusa et al., 2019;
Costa et al., 2020; Dickson y Acuff, 2017).
En Argentina, STEC y/o stx fueron repor-
tados en cueros y medias reses bovinas,
cortes carnicos, recortes, carne molida y
ambiente de frigorifico (Etcheverria et al.,
2010; Baezaetal., 2013; Brusa et al., 2017;
Cap et al., 2018; Brusa et al., 2019; Brusa
et al., 2020; Costa et al., 2020). Sin embar-
go, la deteccién de stx o el aislamiento de
cualquier cepa STEC en el ganado, la car-
ne o el ambiente en contacto con ella no
son suficientes para predecir el riesgo para
la salud asociado con el consumo de carne
(JEMRA, 2022). En este sentido, el analisis
de riesgo fue aceptado internacionalmente
como una secuencia légica de pasos para
estimar los riesgos para la salud humana,
identificar e implementar medidas apropia-
das de gestién y comunicacién de riesgo
basadas en evidencia cientifica (Nakashi-
ma et al., 2021).

Evaluaciones cuantitativas de riesgo e
intervenciones en productos carnicos

El analisis de riesgo consiste en
una secuencia logica de pasos para esti-
mar el riesgo de un determinado peligro
para la salud humana, e identificar, imple-
mentar y comunicar medidas de gestion de
riesgos basadas en evidencia cientifica. El
andlisis de riesgos consta de tres compo-
nentes: evaluacion de riesgos, gestion de
riesgos, y comunicacion de riesgos.

La Evaluacion de riesgos es un
proceso basado en evidencia cientifica
cuyo objetivo es estimar la probabilidad y
severidad de la exposicion a un determina-
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do peligro atendiendo a las incertidumbres
propias del proceso. En este proceso se
incluye:

a) Analisis de sensibilidad: procedimien-
to para cuantificar la influencia que las
variables incluidas en el modelo ejercen
sobre el resultado. Es posible identifi-
car las variables que producen mayor
0 menor impacto y sobre las cuales se
podrian aplicar acciones.

b) Analisis de escenarios: se realiza lue-
go del analisis de sensibilidad con el
objetivo de modelar el efecto de la apli-
cacion de potenciales medidas de con-
trol permitiendo estimar la magnitud del
cambio en el resultado (Ledn y Signori-
ni, 2020).

En Argentina, en los Ultimos 3 afios
se publicaron varios trabajos basados en
evaluaciones de riesgo de SUH asociado al
consumo de carne bovina:

1) Evaluacion de riesgo de SUH asociado
con el consumo de carne bovina en Ar-
gentina (Brusa et al., 2020). En este traba-
jo se demostré que se esperarian 32 casos
anuales de SUH en Argentina. Asimismo,
se encontraron diferencias segun el tipo de
producto carnico consumido por la pobla-
cion bajo estudio (<15 afos de edad):

a) Cortes de carne bovina: no se es-
perarian casos de SUH debido al con-
sumo de cortes carnicos. Cabe desta-
car que segun la Encuesta Nacional de
Nutricion y Salud de Argentina (MINSAL
2012), los cortes de carne bovina fueron
el alimento carnico mas consumido por
la subpoblacion més susceptible (nifios
menores de 1 ano).

b) Hamburguesas comerciales: se es-
perarian 4 casos anuales de SUH.

c) Carne molida: se esperarian 28 ca-
sos anuales de SUH.
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Del analisis de sensibilidad de esta eva-
luacién de riesgo se concluye:

- La probabilidad de SUH es 1,2 veces
mayor si la carne molida es elaborada con
carne proveniente de frigorificos que no
implementan un plan de Analisis de Peli-
gros y Puntos Criticos de Control (APPCC)
o no consideran a STEC como un peligro
en su APPCC (APPCC-STEC). Por lo tan-
to, la aplicacion de APPCC identificando a
STEC como un peligro (APPCC-STEC) en
todos los frigorificos podria ayudar a redu-
cir la incidencia del SUH.

- La ausencia de Procedimientos Opera-
tivos Estandar de Saneamiento (POES) y
Buenas Practicas de Higiene (BPH) y de
Manufactura (BPM) en las carnicerias y en
el hogar aumentan el riesgo de SUH.

- La preferencia respecto al grado de coc-
cién de la carne por los consumidores ar-
gentinos fue identificada como variable
protectora respecto al riesgo de SUH. Sin
embargo, esta variable no debe ser con-
siderada como la eventual solucion a la
no aplicacion de APPCC en frigorificos, y
POES, BPM y BPH en carnicerias y en el
hogar.

2) Analisis de escenarios para reducir la
probabilidad de adquirir SUH asociado
al consumo de carne bovina (Costa et
al., 2021)

Antes de avanzar con el analisis de
escenarios, consideramos conveniente
analizar lineamientos generales respecto
de la aplicacion de intervenciones tendien-
tes a reducir la presencia de STEC en car-
ne bovina.

La aplicacion de intervenciones
en frigorificos que cuentan con APPCC
puede ayudar a reducir significativamen-
te la carga de bacterias patdgenas en las
reses (Signorini et al., 2018). Sin embargo,
una sola intervencion en alguna de las eta-
pas de la cadena productiva no es suficien-
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te para eliminar los patégenos de manera
confiable y completa de las superficies de
la carne (Buncic et al., 2014). En el periodo
2013-2020, se evaluaron y validaron varias
intervenciones para reducir la adherencia
bacteriana en diferentes etapas de la ca-
dena de produccién en frigorificos comer-
ciales: acidos organicos, agua caliente, va-
cio de vapor, acido hipocloroso generado
electroliticamente (EGHA), ozono (acuoso
y gaseoso) e intervenciones combinadas
(Signorini et al., 2018; Casas et al., 2021;
Vargas et al., 2021; Brusa et al., 2019).

Consideraciones para la aplicacion de
intervenciones en frigorificos:

- Las intervenciones sélo pueden ser apli-
cadas en frigorificos con APPCC.

- No se deben utilizar intervenciones para
enmascarar malas practicas en el proceso
productivo.

- Aplicar intervenciones aprobadas por la
autoridad sanitaria, como asi también por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

- Validar las intervenciones segun un estan-
dar internacional.

- Se recomienda acompafar las interven-
ciones con otras acciones, tales como ve-
rificacion de las caracteristicas microbio-
l6gicas, fisicoquimicas y sensoriales del
producto; monitoreo ambiental; y controles
periddicos realizados por la autoridad sani-
taria, gubernamental o competente.

Diferentes escenarios fueron simula-
dos para evaluar el efecto de las interven-
ciones sobre la probabilidad de SUH por
consumo de carne bovina molida y ham-
burguesas comerciales. Para ello se uti-
liz6 como modelo basal la evaluacién de
riesgo de SUH por consumo de carne en
Argentina y los resultados de intervencio-
nes probadas en la industria frigorifica del
pais (Brusa et al., 2020). A continuacién, se
enumeran las principales conclusiones del
estudio:
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- Mejorar las practicas de higiene en los
frigorificos que no aplican APPCC-STEC
reduciria 7,6 veces la probabilidad que los
consumidores adquieran SUH por el con-
sumo de carne molida, resultando en una
reduccién de 28 a 6 casos.

- Aplicar BPH y BPM en carnicerias que no
lo aplican, reduciria 2,8 veces el riesgo de
SUH por consumo de carne molida, logran-
do una reduccion de 28 a 22 los casos.

- Aplicar acido lactico al 2% y agua calien-
te en medias reses implicaria un riesgo 4,5
y 3,5 veces menor de desarrollar SUH por
consumo de hamburguesas comerciales,
logrando una reduccién de 4 a 1 casos.

- Aplicar dosis bajas de irradiacion en
hamburguesas comerciales reduciria 93,1
veces la probabilidad de adquirir SUH por
hamburguesas, obteniendo una reduccion
de 4 a 0 casos.

3) Evaluacion cuantitativa de riesgo de
SUH asociado a carne Kosher producida
en Argentina y consumida en Israel
(Brusa et al., 2023)

En este articulo la poblacién bajo es-
tudio fueron nifios menores de 14 afos de
Israel. El resultado fue que en Israel se es-
perarian 0 casos anuales de SUH por STEC
debido al consumo de carne bovina Kosher
producida en Argentina.

La diferencia en nimero de casos
esperados estimado por la evaluacién so-
bre la poblacién argentina e israeli podria
estar determinada por el proceso produc-
tivo aplicado en cada caso. La informacion
utilizada en el modelo para consumidores
israelies se obtuvo de frigorificos de ex-
portacion que aplican APPCC, identifican
a STEC como peligro y exportan carne
envasada al vacio (Brusa et al., 2023). En
cambio, en el modelo de Argentina se con-
sideraron todos los frigorificos que produ-
cen carne para consumo interno (con y sin
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APPCC), y se incluy6 el procesamiento en
boca de expendio minorista.

Consideraciones sobre las evaluaciones
de riesgo de SUH por consumo de carne
bovina.

En Argentina, se podria reducir el 10%
de los casos de SUH si se implementara
un Unico estandar sanitario para todos
los frigorificos argentinos (incluyendo
APPCCQC) y se aplicaran POES, BPH y BPM
en las carnicerias y los hogares.

Asimismo, los casos anuales de
SUH estimados por el modelo de riesgo y
asociados al consumo de hamburguesas
comerciales se reducirian a 0 tras aplicar
radiacion gamma (Costa et al., 2021).

Si bien la aplicacién de estas medi-
das seria un gran avance para el conjunto
de casos de esta enfermedad, es necesa-
rio seguir trabajando para reducir el 90%
de casos que no estarian directamente
asociados al consumo de carne bovina.

Deteccion y aislamiento de STEC en ali-
mentos

Cuando STEC esta presente en un
alimento suele encontrarse en baja carga,
por lo tanto, el enriquecimiento de mues-
tras de alimentos es un paso indispensa-
ble para detectar STEC en carne, lacteos y
otros alimentos.

La combinacion de enriquecimien-
tos selectivos seguidos de métodos rapi-
dos de deteccion (tamizaje), permiten re-
ducir el tiempo de procesamiento y mejorar
la sensibilidad. La aplicacién de técnicas
moleculares como la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), que identifican ge-
nes de virulencia son, en general, altamen-
te sensibles y especificos para la detec-
cion de STEC (JEMRA, 2022). Las técnicas
de tamizaje actualmente disponibles para
STEC, se dirigen a detectar los genes six
que codifican la expresién de las toxinas
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Shiga y el gen eae que codifica la expre-
sién de Intimina. Sin embargo, ademas de
STEC, otras bacterias pueden ser portado-
ras de los mismos genes de virulencia y la
deteccién de genes por si sola no implica
un riesgo real para la salud (JEMRA, 2022).

El aislamiento de STEC por mé-
todos tradicionales basados en cultivos,
incluyendo la separacién inmunomagné-
tica (SIM), es fundamental para confirmar
muestras positivas en un tamizaje. Si bien,
las técnicas de SIM mejoran el aislamien-
to de STEC, solo estan disponibles para
los principales serogrupos eae positivos:
0157, 0145, 0121, O111, 0103, 026,
0O45. En este contexto, es necesario con-
siderar que luego del aislamiento utilizando
SIM, se requieren analisis de PCR adicio-
nales para identificar genes stx que permi-
tan confirmar la presencia de STEC en la
cepa aislada.
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Caracterizacion de STEC en alimentos

Cada metodologia especifica (ISO,
MLG, CAA) tienen un esquema de carac-
terizacion definido. En caso de dudas es
posible determinar la multiplicidad de fac-
tores de virulencia presentados en la tabla
27. La caracterizacion completa de los ais-
lamientos de STEC no se realiza de rutina
y menos aun en un laboratorio de planta
frigorifica. Sin embargo, es importante
considerar que el grupo de expertos en
evaluacién de riesgos de la OMS y la FAO
(JEMRA) recomendaron caracterizar los
subtipos stx, y stx,, ya que algunos sub-
tipos se asocian mas frecuentemente con
enfermedad grave (JEMRA, 2022). En la reu-
nién de JEMRA sobre STEC en 2017, se
propuso definir el riesgo para la salud en
funcion de los genes de virulencia (varian-
tes stx, eae y aggR) y no de los serotipos
(Tabla 29) (JEMRA, 2018). En Argentina,
este esquema de caracterizacion solo pue-
de realizarse en el Laboratorio Nacional de
Referencia (ANLIS-Malbran) y se podria uti-
lizar en alimentos asociados con casos o
brotes epidémicos de enfermedad causa-
da por STEC.
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Tabla 29. Combinaciones de genes de virulencia de STEC y potencial estimado para causar diarrea
(D), diarrea sanguinolenta (DS) y sindrome urémico hemolitico (SUH1) (JEMRA, 2018).

NIVEL GEN

1 Stxog + €ae 0 aggR
2 Stxog

3 Stxoc + eae

4 Stx14 + €ae

5 Otros subtipos stx

POTENCIAL PARA CAUSAR
D/DS/SUH

D/DS/SUH2

D/DS3

D/DS8

D

1 Dependiendo de la susceptibilidad del huésped u otros factores; p.ej. tratamiento antibiotico

2 Asociacién con SUH dependiente de la variante stxoq y antecedentes de cepa.
3 Se informé que algunos subtipos causan DSy, en raras ocasiones, SUH

Metodologias para la busqueda de STEC
en alimentos

De acuerdo con JEMRA (2022), la
exportacion de alimentos a los diferentes
mercados deberia estar certificada como
libre de STEC O157:H7 y no-O157. Sin
embargo, JEMRA es un grupo de expertos
que emiten recomendaciones y actualmen-
te no existe un consenso entre los dife-
rentes paises respecto a los criterios de
exigencia para STEC en carne bovina.
Incluso, en algunos destinos, como en la
Unidén Europea, no existe un marco regula-
torio especifico. Tanto los criterios a aplicar
como los analisis a realizar son determina-
dos por cada Puerto de Inspeccion Fron-
teriza (PIF). Si analizamos la informacion
disponible en el Sistema de Alerta Rapida
para Alimentos y Piensos (RASFF), pode-
mos encontrar analisis de cortes carnicos
congelados con resultado informado como
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presencia de STEC/25 g (https://webgate.
ec.europa.eu/rasff-window/screen/search).
En estos casos no esta especificado si se
aislé alguna cepa de STEC a partir de la
muestra, y menos aun la caracterizacion de
la cepa (eae, variante de toxina Shiga). Sin
embargo, en ambos ejemplos se aplicaron
acciones posteriores de rechazo en puerto
de inspeccién fronteriza o recall en boca de
expendio, considerando que los alimentos
implicados representan un riesgo grave.
Otros paises establecieron criterios claros
referidos a la busqueda de STEC 0157 y
no-O157 en carne y otros alimentos (Ta-
bla 30). Cada normativa establece con que
metodologia debe llevarse a cabo el anali-
sis microbioldgico.
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Tabla 30. Criterios microbioldgicos que incluyen Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) en productos carnicos bovinos compa-
rados segun destino.

PLAN DE MUESTREO P METODOLOGIA EN
DESTINO MATRIZ MICROORGANISMO LIMITE NORMA SU VERSION MAS
N c ACTUAL
i E. coli O157:H7/NM 1SO 16654
Carne picada 5 0 Ausenciaen65g | Art 255 CAA USDA-FSIS
fresca STEC no 0157 (026, 0103, 0111, 0145y 0121) ISO 13136
USDA-FSIS
gglca:égges E. coli 0157:H7/NM 5 0 Ausenciaen65g | Art 286bis CAA REPAESIS
BAM-FDA
. USDA FSIS
Argentinal gx\%ﬂﬂgggs E. coli 0157:H7/NM 5 0 Ausencia en 65 g E’EN?—%%—JK
frescos y ISO 13136
cocidos STEC no-0157 (026, 0103, 0111, 0145y O121) 5 0 Ausenciaen 65 g BAM-FDA
Art 302 CAA USDA-FSIS
. . : USDA FSIS
Chacinados no E. coli O157:H7/NM 5 0 Ausenciaen 65 g Esf N: ?:%—,:
embutidos :
frescos STEC no-0157 (026, 0103, 0111, 0145 y O121) 5 0 Ausencia en 65 g E‘f,v}_fgg
USDA-FSIS
Recortes y E. coli 0157:H7 y E. coli O157:NM 602 0 Ausencia en Government of Laboratory Procedures for
cortes para 325g+325¢g Canada. Preventive the Microbiological
elaboracion controls for E. coli Analysis of Foods.
Canada de productos O157/NM in raw beef | MFLP-76
carnicos products
Carne picada E. coli O157:H7 y E. coli O157:NM 5 0 Ausenciaen 65 g
China Cortes carnicos | E. coli diarreogénicas incluyendo 0157:H7 5 0 Ausencia GB-T 17238 GB-T 4789.6
Israel Carne bovina STEC 026, 045, 0103, 0111, 0121, 0145y 0157 5 0 Ausenciaen25g | Requirements 170419 | ISO 13136
No existe normativa especifica para E. coli 0157:H7 ni para STEC no-O157 en productos carnicos. Sin embargo, en algunos PIF realizan andlisis sobre 5 muestras de 25 g cada una
Union Europea y el criterio es tolerancia cero a cualquier STEC (principio de cautela), sin importar el serotipo ni la deteccién del gen eae. Siempre se debe confirmar el resultado a partir de un
cultivo puro de STEC.
Carcasas y
esponjas 1 0 Ausenciaen 1
ambientales esponja
Cortes y
recortes Ausencia en 325 g
USA importados + 32,59 (FSIS MT513 MLG5C
para elaboraciéon | STEC 0157, 026, 045, 0103, 0111, 0121 y 0145 602 0 Directive 10010.1
de productos Rev 5)
carnicos
Carne picada Ausencia en
importada 0 325g+325g MTO084
(FSIS Directive
10010.1 Rev 5)

Rusia, Brasil y Chile no incluyen STEC en su normativa reglamentaria.

1. Se recomienda complementar la informacién con el anexo 2 (capitulo V de este manual), en la que se comparan las Circulares Senasa.
2- En lotes con independencia microbiolégica y de hasta 4.500 Kg.

3. STEC Sampling of Imported Raw Beef Products Video training.

4. El muestreo se hace completando 3 bolsas hasta la linea de llenado que se encuentra en la misma.




En este capitulo analizaremos las me-
todologias oficiales de la Unién Europea
(ISO) y de USA (USDA-MLG) para STEC
0157:H7 y STEC no-0O157. Describiremos
las etapas de las metodologias que se po-
drian aplicar en un laboratorio de planta
frigorifica: enriquecimiento, tamizaje, sepa-
racion inmunomagnética y eventualmente
aislamiento y confirmacion.

ISO 16654

Microbiologia de alimentos y alimentos
para animales-Método horizontal para la
deteccion de Escherichia coli O157.

- Enriquecimiento: en caldo Tripticasa
Soya modificado (CTSm) con 20 mg L' de
novobiocina (CTSm+20), aprovechando la
capacidad de E. coli O157 para crecer con
concentraciones superiores de novobioci-
na respecto a otros serogrupos. Tempera-

tura y tiempo de incubacion: 41,5+1°C du-
rante 18-24 h.

- Aislamiento: luego de la incubacion se
realiza la SIM y posterior siembra en agar
MacConkey sorbitol con cefixima y teluri-
to (CT-SMAC) y en SMAC o alternativo. Se
utiliza CT-SMAC dada la capacidad de E.
coli O157:H7 de crecer en presencia de
cefixima y telurito de potasio y de su in-
capacidad de fermentar sorbitol, lo que
permite identificar las colonias. Las placas
son incubadas a 37°C por 18-24 h y de las
mismas, se seleccionan 5 colonias carac-
teristicas.

- Confirmacion: a partir de colonias puras,
se realiza la prueba de indol y la aglutina-
cion en latex o con antisuero, siempre so-
bre colonias indol positivas (Tabla 26).

Flujograma ISO 16654

ENRIQUECIMIENTO

Muestra+ ctsm +n (20mg/It)

AISLAMIENTO

|

Si

!

CT-5SMAC y SMAC (o alternativo)

!

CONFIRMACION Y

Picar 5 colonias caracteristicas por placa

CARACTERIZACION

!

Prueba de Indaol {+) o identificacion bioguimica con kit comercial

!

Aglutinacion en latex o antisuero para E. coli 0157 (+)

I

Presencia de E. coli 0157
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ISO 13136

Microbiologia de alimentos y piensos.
Método basado en la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) en tiempo real para
la deteccion de patdégenos transmitidos
por los alimentos. Método horizontal para
la deteccidn de Escherichia coli productora
de toxina Shiga (STEC) y la determinacién
de serogrupos 0157, O111 026, O103 y
0145.

- Enriquecimiento: en CTSm con 16 mg
L' de novobiocina (CTSm+16), en mues-
tras sospechosas de contener alta carga
de flora contaminante, y de agua pepto-
nada bufferada (APB) cuando se analizan
muestras que se asume contienen bacte-
rias estresadas (productos congelados).

Temperatura y tiempo de incubacion: 37+/-
1°C durante 18-24 h.

- Tamizaje: luego de la incubacién a se
realiza un tamizaje por PCR Tiempo Real
(TR) para la deteccion de los genes stx y
eae.

- Aislamiento: en agar cromogénico TBX u
otro medio selectivo especifico aplicando
la técnica de SIM, en caso de estar dispo-
nible esta posibilidad segun el serogrupo
identificado. Se deben seleccionar 50 co-
lonias con aspecto o morfologia caracte-
risticos de E. coli, a las que se les realiza-
ra PCR para detectar los genes stx/eae o
aglutinacién para serogrupo (en caso de
corresponder) (Tabla 26).

Flujograma ISO 13136

‘ ENRIQUECIMIENTO |

‘ Muestra+ CTSm +n (16mg/it) ‘

¥

TAMIZAJE

—| PCR-TR para stx/ieae I

h 4

stx y eae (+)

six (+) stx (-)

Deteccidn presuntiva
de STEC causante de

Deteccion
presuntiva de STEC

| Muestra negativa ‘

lesion A/E

l

‘ PCR-TR para serogrupo ‘

P

‘ Gen serogrupo (+) | | Gen serogrupo (-) ‘

Deteccion presuntiva de
STEC “X" serogrupo

\"

AISLAMIENTO |

| siembraen TBX 0 SIM |

'

‘ Reaislamiento de 50 colonias ‘

l

CONFIRMACION Y

‘ ldentificacion de colonia (+) por PCR stx/ieae ‘

CARACTERIZACION

v

PCR o algutinacién para
serogrupo (si corresponde)

Ofras caracterizaciones
(opcional)

4///\

stx (+)

stx y eae (+)

‘ stx, eae y serogrupo (+)

| Presencia de STEC ‘

FPresencia de STEC
causante de lesion A/E

Presencia de STEC “X”
serogrupo causante de
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USDA MLG 5C.03

Aislamiento e identificacién de
STEC TOP SEVEN (0157, 026, 045, 0103,
0111, O121 y O145) en productos carni-
cos, medias reses y muestras ambientales.

- Enriquecimiento: en CTSm. Temperatu-
ra 'y tiempo de incubacion: 42+1°C durante
15-24 h.

- Tamizaje: por una PCR-TR para la de-
teccion de los genes stx y eae. Si bien la
norma menciona el kit iQ-Check™ STEC
VirX (Bio-Rad Laboratories), pueden utili-
zarse otros métodos de deteccién aproba-
dos por USDA (https://www.fsis.usda.gov/
sites/default/files/media_file/2020-09/Vali-
dated-Test-Kit.pdf). Aquellas muestras con
sefial negativa para stx/eae se informan
como “negativas”. En cambio, si la mues-
tra arroja sefal positiva a estos genes, la
misma es sometida a otro tamizaje por
PCR-TR pero para la deteccién de serogru-
po. También en este paso, la norma men-
ciona el kit iQ-Check™ STEC SerO Il (Bio-
Rad Laboratories), aunque puede utilizarse
otra PCR-TR teniendo en cuenta los kits
validados por USDA mencionados previa-
mente. Si la muestra resulta positiva para
alguno de los 7 serogrupos se considera
“potencialmente positiva”. Si eso ocurre, a
partir de una alicuota del caldo de enrique-
cimiento se procede al siguiente paso.

- Aislamiento: se realiza la SIM y posterior
siembra en agar Rainbow modificado. Lue-
go de laincubacién, se seleccionan colonias
con caracteristicas fenotipicas del serogru-
po buscado y son sometidas a aglutinacién
en latex para el serogrupo de interés.

- Confirmacion: las colonias positivas a
aglutinacién se analizan por PCR-TR para
la deteccion de genes stx, eae y serogru-
po (iIQ-Check™ STEC VirX y STEC SerO
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Assays). Si alguna colonia resulta positiva
a los test, entonces la muestra se consi-
dera “positiva presuntiva” y la colonia se
siembra en agar tripticasa soya con 5% de
sangre de oveja para su posterior confir-
macion por pruebas bioquimicas. En caso
de no identificar colonias caracteristicas
en el agar Rainbow modificado, o que las
colonias hayan sido negativas al andlisis
por PCR-TR, la muestra se informa “nega-
tiva”. La confirmacion de la cepa se reali-
za a partir de un cultivo puro de la misma,
por medio de pruebas bioquimicas (VITEK
2 Compact), confirmacion de antigeno O
por test de aglutinacion y de genes stx/eae
(IQ-Check™ STEC VirX). De acuerdo con
MLG 5C.03, la muestra se informa positiva
a STEC no-0157 si se aisl6 al menos una
cepa positiva para stx y eae, positiva para
alguno de los genes de serogrupo de los
seis serogrupos no-0O157 que son objeto
de la metodologia y se identificd bioquimi-
camente como E. coli. En cambio, si las ce-
pas son negativas para stx, eae o los genes
de los seis serogrupos, la muestra es “ne-
gativa para STEC no-O157”. En el caso de
0157, la muestra se considera positiva si la
cepa aislada se identifica bioquimicamen-
te como E. coli, se determina seroldgica y
genéticamente como “O157” y cumple al
menos uno de los siguientes criterios: Po-
sitivo para la produccion de toxina Shiga;
Positivo para stx; o Determinado genética-
mente como “H7” (Tabla 26).
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Flujograma USDA MLG 5C.03

| ENRIQUECIMIENTO | 326g Muestra+075ml CTSm

Esponjas con 10ml BPW+50mI TSBm

.

TAMIZAJE PCR-TR para stx/eae

(iIQ-Check™ STEC VirX Kit)

| stx y eae (+) I

six o eae (-)

Muestra negativa

Serogrupo (-):

PCR-TR para serogrupo
(IQ-Check™ STEC SerO Il Kit)

I Gen serogrupo (v)

AISLAMIENTO I Separacion Inmunomagnetica y
slembra en agar Rainbow moaiticado

!

CONFIRMACION Y Colonias tipicas con aglutinacion (+) v

CARACTERIZACION PCR-TR para stx, eae y serogrupo (+):
Muestras positiva presuntiva

[ Siembra en ATS con sangre de oveja ]

Muestra negativa

Pruebas bioquimicas (VITEK 2 Compact)
Confirmacion de AgO (test do aglutinacién)
Gones ¢tx/oao (PCR-TR)

-——/ \
A.;—""i/ Ki\.‘
Stx y eae (+), gen de Serologica y genéticamente “O157", 3tx, eae (1) o gen de
serogrupo (+) y bioquimicamente £. coll y ademas serogrupo (-)
bioguimicamente E. coll produccion de toxina Shiga (+), y/o
stx (+), y/o genéticamente H7
I STEC NEGATIVA I

STEC POSITIVA E. coli O167 POSITIVA
CONFIRMADA CONFIRMADA
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B. Salmonella spp.

Salmonella pertenece a la familia En-
terobacteriaceae, Orden Enterobacteriales,
Clase Gamma-Proteobacteria. De acuerdo
con la recomendacién del Centro Colabora-
dor de la OMS, el sistema actual empleado
por el Centro de Enfermedades Infecciosas
de USA (CDC), reconocié a S. enterica y
S. bongori como las Unicas 2 especies del
género Salmonella. También describio a
Salmonella enterica con las subespecies |,
Il, la, b, IV y VI, y V o enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae e indica res-
pectivamente; mientras que Salmonella
bongori incluye la subespecie V (Oludario
et al., 2022).

Laespecietipoes Salmonellaenterica,
ya que el 99,8% de las cepas de Salmonella
aisladas del hombre y de los animales de
sangre caliente pertenecen a S. enterica
subespecie enterica y tienen propiedades
bioquimicas caracteristicas. Las cepas de
Salmonella fueron agrupadas en mas de
2600 serotipos o serovariedades segun sus
antigenos somaticos (O), flagelares (H) y
capsulares (Vi) (Popa y Papa, 2021).

Entre las serovariedades de Salmonella
enterica se incluyen comensales eficaces y
patdgenos que afectan tanto alhombre comoa
los animales. Aquellas que causan infecciones
en humanos y animales de produccion
pertenecen a S. enterica subespecie enterica
(Barreto et al., 2016). Cabe mencionar un
detalle taxondmico que a menudo causa
confusion, las serovariedades se escriben
con mayuscula y sin itdlica. Por ejemplo,
Salmonella enterica subespecie enterica
serovariedad Enteritidis. Para simplificar se la
denomina S. Enteritidis y asumimos que nos
referimos a una serovariedad.

Las serovariedades de Salmonella
también pueden ser clasificadas segun el
grado de adaptacion a un hospedador es-
pecifico (Robledo Lopez, 2015):
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- Serovariedades adaptadas al hombre.
Provocan infecciones en humanos y rara
vez afectan a animales (S. Typhi, S. Para-
typhi A, By C, y S. Sedai). El principal re-
servorio es el ser humano y la transmision
es por alimentos y/o agua contaminada por
personas enfermas o portadores cronicos
asintomaticos.

- Serovariedades adaptadas a especies
animales. En este grupo se incluyen sero-
variedades especificas de especies como
S. Gallinarum que solo afecta a las aves, S.
Abortusovis que afecta a los ovinos y oca-
sionalmente a los caprinos, y S. Abortu-
sequi que afecta a los equinos, entre otros.

- Serovariedades no adaptadas a hos-
pedadores especificos. Se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturale-
za y afectan tanto a los humanos como a
los animales. Entre estas serovariedades
podemos mencionar a S. Enteritidis y S.
Typhimurium, ya que son los principales
agentes etiolégicos de las Salmonelosis
no-Tifoideas que se registran en el mundo.
En este grupo también se puede incluir S.
Dublin, si bien es especifica de bovinos,
puede causar infecciones en humanos.

Salmonelosis

Las serovariedades de Salmonella
enterica Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B
y Paratyphi C son agentes etioldgicos de
Fiebre Tifoidea y Fiebre Paratifoidea, mien-
tras que otras serovariedades que causan
enfermedad en el hombre se denominan
Salmonelosis no-Tifoidea.

La Fiebre Tifoidea fue declarada en-
démica en paises tropicales y subtropica-
les. En todo el mundo, hay una incidencia
anual estimada de 16 millones de casos,
incluidas 600.000 muertes. Los sintomas
que presentan las personas infectadas in-
cluyen fiebre, dolor de cabeza, nauseas,
calambres abdominales, vomitos y diarrea.
En casos graves o cronicos, se pueden ex-
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perimentar otros sintomas como la artritis
entre 3 y 4 semanas después del inicio de
los sintomas (Oludairo et al., 2022).

La manifestacién clinica de la Fiebre
no-Tifoidea es la inflamacién intestinal
aguda, que puede afectar al intestino
delgado y/o al intestino grueso (enteritis o
enterocolitis). La transmision de Salmonella
al ser humano se produce por consumo de
alimentos de origen animal, especialmente
huevos, pollo, carne y productos lacteos,
productos frescos contaminados por
desechos animales y/o humanos, contacto
con animales o su medio ambiente y
agua contaminada (Quiréz Cardenas, 2016).
Salmonella Enteritidis es una de las causas
mas comunes de gastroenteritis por
infeccion de origen alimentario en humanos,
considerada por algunos autores como
la mas importante en todo el mundo (Kirk
et al., 2015) y la tercera causa de muerte
humana entre las enfermedades diarreicas
en todo el mundo (Ferrari et al., 2019).

Salmonella spp. en la cadena de produc-
cion de la carne bovina de Argentina

En Argentina se realizaron estudios
que destacan la presencia de distintas
serovariedades de Salmonella en matrices
carnicas y subproductos. En frigorificos
provinciales de Buenos Aires que no aplican
APPCC, se aisl6 S. Anatum, S. Give, S.
Typhimurium, S. Cerro y S. Montevideo
a partir de muestras de medias reses.
Ademas, fue posible el aislamiento de S.
Typhimurium en una muestra de carne de
cabeza y S. Anatum y S. Montevideo a
partir de muestras del agua de lavado y
enfriado de chinchulines, rifones, mollejas
e higado (Costa et al., 2020; Costa et
al., 2022). Por su parte en frigorificos
provinciales de Tucuman (sin APPCCQ),
se aislé Salmonella a partir del 7,5% de
las medias reses analizadas y entre las
serovariedades se identific6 S. Cerro, S.
Corvallis y S. Agona (Perez Terrazzino et
al., 2022). No solo los frigorificos fueron
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entornos en los que se detectd la presencia
de Salmonella en productos carnicos, sino
también en las carnicerias del municipio de
Berisso, donde el 10,4% de las muestras de
carne picada analizadas, fueron positivas.
En dicho estudio se aislé S. Newport, S.
Saintpaul, S. Meleagridis, S. Typhimurium,
S. Anatum, S. Derby, S. Panama, S. Give,
S. Oranienburg y S. Montevideo (Leotta et
al., 2016).

Deteccidn y aislamiento de Salmonella
en alimentos

Las metodologias actuales de pro-
cesamiento de alimentos para el analisis
de Salmonella aplican enriquecimientos en
serie con una selectividad creciente que
culmina en el aislamiento de Salmonella en
placas de agar diferencial selectivo.

En laboratorios de plantas frigorifica
se utilizan métodos rapidos como tamiza-
jes a partir del caldo de pre-enriquecimien-
to, los cuales pueden ser utilizados entre
18 y 24 h segun las recomendaciones del
fabricante del método rapido. La confirma-
cién de colonias sospechosas mediante
pruebas bioquimicas, técnicas moleculares
y métodos rapidos puede realizarse en la-
boratorios externos debidamente acredita-
dos para tal fin. En Argentina, la identifica-
cion de serovariedades y la subtipificacion
de los aislamientos (resistencia antibacte-
riana, secuenciacién, etc.) se realiza en el
Laboratorio Nacional de Referencia (AN-
LIS-Malbran).

Las muestras de productos, sub-
productos carnicos y ambiente pueden ser
analizadas de acuerdo con alguna de las
metodologias descriptas a continuacion
segln las exigencias del pais de destino
(Tabla 31).
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Tabla 31. Criterios microbiolégicos que incluyen Salmonella en productos carnicos bovinos comparados segun destino.

Menudencias

PLAN DE MUESTREO o METODOLOGIA EN
DESTINO MATRIZ LIMITE NORMA SU VERSION MAS
N c ACTUAL
Carne picada fresca 5 0 Ausencia en 25 g Art 255 CAA IUSSOD%7|?S|S
MLG 4.14
Salazones cocidas y crudas 5 0 Ausencia en 25 g Art 286 bis y 286 tris CAA EEMQ?:?A
USDA-FSIS
Argentinal Pernil 5 0 Ausencia en 25 g Art 293 bis CAA 1SO 6579
BAM-FDA
Chacinados embutidos frescos, secos, 5 0 Ausenciaen 25 g
cocidos. Ausencia en 10 g (frescos)
1SO 6579
Art 302 CAA BAM-FDA
Chacinados no embutidos frescos y cocidos 5 0 Ausencia en 25 g USDA-FSIS
Ausencia en 10 g (frescos)
Productos con agregado de inhibidores
. https://www.gov.br/agricultu-
Productos naturales (carne bovina congelada, . ra/pt-br/assuntos/Ifda/legisla-
Brasil refrigerada, con hueso, sin hueso, menuden- 5 0 Ausenciaen 25 g INSTRUCAO NORMATIVA - IN cao-metodos-da-rede-lfda/poa/me
cias) N° 161, DE 1° DE JULHO DE todos_oficiais_para_analise_de_pr
2022 odutos_de_origem_animal-_1a_ed-
Productos carnicos bovinos sometidos a 2022 _assinado.pdf
tratamiento térmico/coccion
Carne cruda 5 1 Ausenciaen 25 g
Chile Reglamento Sanitario de los
Cecinas cocidas y crudas (hamburguesas). 5 0 Ausenciaen 25 g Alimentos
Cecinas crudas maduradas y acidificadas
China Carne bovina 5 0 Ausenciaen 25g GB-T 17238 GB/T 4789.4
Israel Carne bovina 5 0 Ausenciaen 25 g EN/ISO 6579
MLG 4.14
. . . . Ausencia en la zona examina-
Canales bovinas, ovinas, caprinas y equinas 503 24 da por canal
Carne picada y preparados de carne 5 0 Ausencia en 25 g
destinados a ser consumidos crudos
Unién Europea Carne separada mecanicamente® 5 0 Ausenciaen 10 g Reglamento 2073/2005 EN/ISO 6579
Productos cérnicos destinados a ser 5 0
consumidos crudos, excluidos los productos
en los que el proceso de fabricacion o la Ausenciaen 25 g
composicion del producto elimine el riesgo
de Salmonella
Carcasas y esponjas ambientales 1 0 Ausencia en 1 esponja MLG 4.14
USA qutes y recortes importados para elabora- 605 0 Ausenciaen 3259+ 32,5¢g MT51 MLG 4.14
cién de productos céarnicos (FSIS Directive 10010.1 Rev 5) ’
Carne picada importada 0 Ausenciaen 325 g +32,5¢9 MTO08 MLG4.14
P P (FSIS Directive 10010.1 Rev 5)
Rusia Carne bovina refrigerada y congelada. 5 0 Ausenciaen 259 SanPin 2.3.2. 1078-01 EN/ISO 6579

1- Se recomienda complementar la informacién con el anexo 2 (capitulo V de este manual), en la que se comparan las Circulares Senasa.
2- Se aplica en medias reses antes del enfriamiento. Acciones correctivas. Mejoras en la higiene del sacrificio, revisién de los controles del proceso y del origen de los animales.
3- Las 50 muestras proceden de diez sesiones consecutivas de muestreo, conforme a las normas y frecuencias de muestreo establecidas en el Reglamento 2073.

4- El nimero de muestras cuando se detecta la presencia de Salmonella. El valor C esta sujeto a revisién con el fin de tener en cuenta los progresos obtenidos en la reduccién de la prevalencia de Salmonella. Los Estados miembros o las
regiones que tengan baja prevalencia de Salmonella podran usar valores C inferiores incluso antes de la revision.
5- Anexo lll, seccién V, capitulo lll, apartado 3, del Reglamento (CE) no 853/2004.
6- En lotes con independencia microbioldgica.




ISO 6579-1

Microbiologia de la cadena alimentaria.
Método horizontal para la deteccion, enu-
meracién y serotipificacion de Salmonella.
Parte 1: Deteccién de Salmonella spp. Esta
metodologia fue validada para muestras de
alimentos de consumo humano y animal,
heces de animales y muestras ambientales
de la etapa de produccion primaria.

- Pre-enriquecimiento: en un caldo no
selectivo como agua peptonada bufferada
(APB o BPW). Temperatura y tiempo de in-
cubacién: 34-38°C durante 18+2 h.

- Enriquecimiento selectivo: se realiza
con dos medios liquidos y diferentes con-
diciones de cultivo.

1) caldo Rappaport-Vassiliadis soja (RVS)
a 41,5+1°C durante 24+3 h.

2) caldo tetrationato de Muller Kauffmann
con novobiocina (MKTTn) a 37+1°C du-
rante 24+3 h.

- Aislamiento: de cada uno de estos cal-
dos se realiza la siembra por estria:

1) agar selectivo xilosa lisina desoxicola-
to (XLD)

2) un segundo medio selectivo a eleccion

Temperatura y tiempo de incubacion: 37°C
durante 24+3 h.

- Confirmacidn: ante la identificacion de
al menos una colonia tipica es necesario
repicarla en un agar no selectivo y realizar
pruebas bioquimicas y seroldgicas, previo
a informar el resultado final.
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Flujograma ISO 6579-1

Muestra + BPW
18+2ha34-38°C

Pre-enrigue
cimiento

0,1 ml de caldo 1 mil de caldo

+ +
10 mi caldo RVS 10 ml caldo MKTTn
24+3had15+1°C 24+3ha37+£1°C

Enriquecimiento
selectivo

N/

XLD agar
24+3ha37°C
+ segundo medio a eleccion

Siembra
en placa

]

Testear al menos 1 colonia tipica
Si es negativa, testear 4 colonias
adicionales

!

Sembrar en agar no selectivo

24+3h a 34-38°C
Pruebas Pruebas

bioguimicas serologicas

| Expresion de resuitados |

Confirmacion

USDA MLG 4.14

Aislamiento e identificacion de Salmonella
en carnes, aves, huevos pasteurizados, me-
dias reses y esponjas ambientales de areas
de produccion y manipulaciéon de alimentos.

- Pre-enriquecimiento: para los productos
carnicos se utiliza caldo tripticasa de soja
modificado (CTSm). Temperatura y tiempo
de incubacién: 42+1 °C durante 15-24 h.

- Tamizaje molecular: método rapido
3M™ Molecular Detection System o equi-
valente, que permite finalizar el analisis
ante un resultado negativo. Las muestras
con resultado positivo en el tamizaje de-
ben continuar con el enriquecimiento. Las
muestras con resultado no concluyente de-
ben ser repetidas desde el paso de lisado
O preparar nuevos tubos de lisado y repetir
el andlisis. De ser necesario proseguir con
la marcha convencional.
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- Enriquecimiento selectivo: se realiza
con dos medios liquidos y diferentes con-
diciones de cultivo.

1) inocular 0,1+0,02 ml del caldo de
pre-enriquecimiento en 10 ml de cal-
do Rappaport Vassiliadis Soja Peptona
(RVS). Temperatura y tiempo de incuba-
cion: 42+0,5°C durante 22-24 h.

2) inocular 0,5+0,05 ml del caldo de
pre-enriquecimiento en caldo tetrationa-
to (Hajna) (TT). Temperatura y tiempo de
incubacion: 42+0,5°C durante 22-24 h.

- Aislamiento: de cada uno de estos cal-
dos se realiza la siembra por estria:

1) agar verde brillante sulfa (BGS)

2) agar lisina hierro doblemente modifica-
do (DMLIA)

Temperatura y tiempo de incubacion:

35+2°C durante 18-24 h. En caso de no
obtener colonias durante las primeras
24 h de incubacién, las placas perma-
neceran en la estufa de cultivo durante
18-24 h adicionales”

- Confirmacion: las colonias tipicas se
confirmaran de al menos una de cada pla-
ca. Para ello, es necesario sembrar las co-
lonias aisladas en agar tripticasa de soja
con el agregado de 5% de sangre de ove-
ja. Realizar pruebas de confirmacién utili-
zando una Unica colonia aislada. Se deben
emplear sistemas de prueba disponibles
comercialmente como Bruker® MALDI Bio-
typer o sistemas equivalentes validados. El
aislamiento de Salmonella se caracterizara
también por la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana (sistema comercial AST)
y secuenciacion del genoma completo
(WGS).

Flujograma MLG 4.14
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C. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es la espe-
cie de mayor interés del género Listeria, ya
que es el principal agente etioldgico de lis-
teriosis en el ser humano, y L. ivanovii por
ser patogena en ovinos y caprinos, afec-
tando ocasionalmente al ser humano (Gan
et al., 2020). L. seeligeri y L. welshimeri
causan infeccién en humanos con baja fre-
cuencia. Por el momento, las otras espe-
cies de Listeria no fueron asociadas con
enfermedades del hombre y los animales
(Shivendra et al., 2020).

La serotipificacion de esta bacteria
se basa principalmente en la variaciéon de
los antigenos somatico (O) y flagelar (H), lo
que permite identificar 14 serotipos dife-
rentes (Feng et al., 2020). Al menos el 95%
de los aislamientos de alimentos contami-
nados y casos clinicos son de los seroti-
pos 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b. Los serotipos 4b,
1/2b y 1/2c se describen como patoégenos,
siendo el 4b responsable de la mayoria de
los casos de listeriosis humana; mientras
que el 1/2a es el mas frecuente en los ali-
mentos (Alia et al., 2020).

Listeria monocytogenes es un pato-
geno oportunista que presenta la particula-
ridad de resistir a diversas condiciones de
estrés como congelacion, secado, acidez
y frio, pudiéndose adaptar a estas condi-
ciones mediante la produccion de biofilms.
Esta caracteristica representa un grave
problema para la industria alimentaria por
la dificultad en el control de las plantas de
procesado (Figueroa, 2022).

Listeriosis

La enfermedad clinica asociada con
las infecciones por L. monocytogenes varia
desde gastroenteritis autolimitada con fie-
bre hasta infecciones invasivas que condu-
cen a la hospitalizacion y posiblemente a
la muerte. Esta enfermedad presenta una
alta mortalidad. Las infecciones invasivas
graves ocurren principalmente en personas
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con afecciones que comprometen el fun-
cionamiento normal del sistema inmunita-
rio. Estos incluyen mujeres embarazadas y
recién nacidos, personas mayores y perso-
nas con otras condiciones inmunocompro-
metidas (Farber et al., 2021).

Debido a que los alimentos son la
principal ruta de entrada del patdgeno, el
tracto gastrointestinal es el primer sitio de
contacto de L. monocytogenes en el hos-
pedero. Esta bacteria es capaz de atrave-
sar las tres barreras fisioldgicas: intestinal,
hematoencefalica y placentaria. Al cruzar
la barrera intestinal, la bacteria se absorbe
desde el lumen intestinal atravesando las
células epiteliales y si el sistema inmune
no logra controlar la infeccion, la bacte-
ria continda multiplicandose y la infeccidn
puede diseminarse al torrente sanguineo
(Lopes-Luz et al., 2021).

Listeria spp. en alimentos

En nuestro pais, la busqueda de
Listeria monocytogenes en carne cruda
no es obligatoria, motivo por el cual no
se cuenta con gran cantidad de datos. De
acuerdo con Figueroa (2022), sobre 585
muestras de carne bovina cruda analizadas
entre 2016 y 2021, se obtuvieron 82 (14%)
muestras positivas a L. monocytogenes.
Durante un estudio realizado en carnice-
rias del municipio de Berisso (Leotta et al.,
2016), se demostré que el 46,5% de las
muestras de carne picada estaban conta-
minadas con L. monocytogenes. Luego de
la implementacion de mejoras, como BPH,
BPM y POES, la cantidad de muestras de
carne picada positivas se redujo al 15,1%.

Entre los alimentos que poseen un
criterio para L. monocytogenes en el Co6-
digo Alimentario Argentino (CAA), se en-
cuentran salazones y chacinados, para los
cuales exige ausencia en 25 g de muestra.
En una evaluacién cuantitativa de riesgo de
listeriosis por consumo de este tipo de pro-
ductos se estimo que, en Argentina el ries-
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go de listeriosis por consumo de embutidos
fermentados en poblaciones de riesgo es
bajo y por salazones es insignificante (in-
cluso en la subpoblaciéon mas susceptible).
El modelo incluy6 las variables y caracte-
risticas de la cadena de produccién de es-
tos alimentos en Argentina. Se incluyeron
datos sobre la prevalencia inicial y el nivel
de contaminacién de L. monocytogenes,
elaboracion con o sin un cultivo iniciador,
tiempo y la temperatura durante la distribu-
cion y el almacenamiento antes del consu-
mo Y los habitos de consumo en Argentina.
El principal factor protector asociado a la
probabilidad de listeriosis por consumo de
embutidos fermentados fue el uso de culti-
vos iniciadores durante su elaboracion. De
acuerdo con el andlisis de sensibilidad, la
utilizacion de iniciadores durante la elabo-
racion de chacinados embutidos fermenta-
dos reduce el riesgo de listeriosis en al me-
nos tres ordenes de magnitud. En el caso
de las salazones, tanto el nivel de actividad
de agua como el estricto control de la tem-
peratura del proceso fueron los principales
factores de riesgo para adquirir listeriosis
por este tipo de alimentos. De este estudio
se desprende, que el nivel de proteccion
que otorga el criterio microbiolégico argen-
tino vigente para embutidos fermentados
y salazones garantizaria la inocuidad de
estos productos de manera similar al crite-
rio utilizado en otros paises (<100 UFC/qg)
(Brusa et al., 2021).
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Deteccion y aislamiento de Listeria
monocytogenes en alimentos

Las metodologias actuales de
procesamiento de alimentos para el
analisis de Listeria incluyen la utilizacion de
enriquecimientos selectivos debido a que
la carga de L. monocytogenes suele ser
baja y con frecuencia la flora acompanante
impide su desarrollo. Ademas, los medios
selectivos permiten la recuperacién de L.
monocytogenes estresadas.

En la industria alimentaria se utilizan
métodos rapidos para reducir el tiempo
analitico para la liberacion de los productos
al mercado. En este contexto, se requieren
tamizajes altamente sensibles, si es posi-
ble sin falsos resultados negativos, ya que
las técnicas microbioldgicas convenciona-
les demoran entre 5 a 7 dias para la detec-
cion e identificacidn del género Listeria y
especie L. monocytogenes.

En laboratorios de plantas frigori-
ficas se recomienda realizar el enrique-
cimiento y utilizar métodos rapidos de
tamizaje. En caso de obtener resultados
positivos decidir sobre el lote de producto
o enviar las muestras a confirmar a un la-
boratorio externo. Segun el destino de los
productos se debera garantizar el cumpli-
miento especifico de los criterios microbio-
l6gicos (Tabla 32).
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Tabla 32. Criterios microbiolégicos que incluyen Listeria monocytogenes en productos carnicos bovinos comparados segun destino.

PLAN DE MUESTREO . METODOLOGIA EN
DESTINO  MATRIZ LiMITES NORMA SU VERSION MAS
N c m ACTUAL*
i : H : 1ISO 11290-1
Salazones cocidas y crudas 0 Ausencia en 25 g Art 286 bis y 286 tris CAA BAM-FDA
USDA-FSIS
Pernil 0 Ausenciaen 25 g Art 293 bis CAA E?N? }%?3'1
Argentina’ USDA-FSIs
Chacinados embutidos secos y cocidos 0 Ausencia en 25 I1SO 11290-1
y 9 Art 302 CAA BAM-FDA
Chacinados no embutidos cocidos 0 Ausenciaen 25 g USDA-FSIS
Brasil Alimentos listos para el consumo 0 102 Ausencia en 25 g Instrugdo Normativa IN N° 161, de 1 | m205
de junio de 2022
Chile Alimentos listos para el consumo?2 0 Ausenciaen 259 L
Art 174 Reglamento Sanitario de los
Alimentos listos para el consumo que NO 5 Alimentos
favorecen el desarrollo de L. monocytogenes3 0 10 Hasta 100 ufc/g
Rusia Carne cruda refrigerada y congelada 0 Ausencia en 25 g SanPin 2.3.2 1078-01 1ISO 11290-1
Alimentos listos para el consumo que pueden
favorecer el desarrollo de L. monocytogenes, 0 102 ~
que no sean los destinados a los lactantes ni 100 ufe/g EN/ISO 11290-2
para usos médicos especiales?
Unién Europea
Alimentos listos para el consumo antes de Reglamento 2073/2005
que hayan abandonado el control inmediato
del explotador de la empresa alimentaria 0 Ausencia en 25 g EN/ISO 11290-1
cuando éste no pueda demostrar, a satisfac-
cién de la autoridad competente, que el
producto no superara el limite de 100 ufc/g
durante su vida util
USA Alimentos carnicos listos para el consumo 0 Ausencia en 25 g MLG 8.13

* Utilizar la dltima version disponible.
1. Se recomienda complementar la informacion con el anexo 2 (capitulo V de este manual), en la que se comparan las Circulares Senasa.

- Excepcionalmente, para alimentos que favorecen el desarrollo de Listeria monocytogenes, se aplicara el criterio de aquellos alimentos que no favorecen su desarrollo, cuando el fabricante o el productor, sea capaz de garantizar y demostrar,

a través de la aplicacion de tecnologias, que el producto no superara el limite de 100 UFC/g durante su vida dtil. Esta situacion debera ser demostrada, en su caso, ante la autoridad sanitaria.
3. En los alimentos listos para el consumo se considera que no favorecen el desarrollo de Listeria monocytogenes cuando cumplen alguno de los siguientes parametros:

- pH menor o igual a 4,4;

- actividad de agua (aw) menor o igual a 0,92;

- combinacién de pH y aw, con pH menor o igual de 5,0 y con aw, menor o igual a 0,94;
- congelacién, siempre que esta condicién se mantenga durante todo el periodo, hasta antes de ser consumido;
- vida util en refrigeracion por un lapso de menos de 5 dias.
4. Se considera automaticamente que pertenecen a esta categoria los productos con:
-pH=4,40ay=<0,92.
-pH=<=5,0yaw=0,94.
- vida util inferior a 5 dias.
- otras categorias de productos también pueden pertenecer a esta categoria, siempre que se justifique cientificamente.
5. https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/Ifda/legislacao-metodos-da-rede-lfda/poa/metodos_oficiais_para_analise_de_produtos_de_origem_animal-_1a_ed-_2022_assinado.pdf



Para el andlisis microbioldgico tra-
dicional de productos carnicos para la de-
teccion y aislamiento de Listeria se dispone
de 2 metodologias validadas: ISO 11290 y
MLG 8.13.

Flujograma ISO 11290-1

Muestra + Half-Fraser
2426 ha30+1°C

Primer

-

0,1 ml de caldo
+
10 ml caldo Fraser
24+2hal37+1°C

ISO 11290-1

Microbiologia de la cadena alimen-

Segundo ! 1er
en placa || enriquecimiento | | @nriqueamiento

l

taria. Método horizontal para la deteccidn Yy g Agar Listeria Ottaviani & Agosti (A'LOA]
. . £ a8+/-2h 1237 +£1°C
el recuento de Listeria monocytogenes y de 3 + segundo medio a eleccién
Listeria spp. La metodologia es aplicable al — ! —
P . . | Testear al menos 1 colonia tipica.
analisis de alimentos humanos y animales I
y muestras ambientales de las areas de Sbies o i no el

produccion y manipulacion de alimentos. ]

| Confirmar si es Listeria spp. |

Confirmacion

- Primer enriquecimiento: en caldo Half

| Confirmar si es Listeria monocylogenes | -

Fraser (HF). Temperatura y tiempo de incu-
bacién: 30+1°C durante 24-26 h. ||

- Aspecto
microscopico

- Beta-hemdlisis

- Fermentacion de
azucares

| Expresion de resultados |

- Segundo enriquecimiento: 0,1 ml del
primer enriquecimiento en 10 ml de caldo
Fraser (CF). Temperatura y tiempo de incu-
bacién: 37+1°C durante 24+2 h.

- Aislamiento:

1) a partir del primer enriquecimiento
(24 h de incubacion) se siembra en agar
Listeria Ottaviani & Agosti (ALOA) y un
segundo medio a eleccion para la bus-
queda de colonias tipicas. Temperatura
y tiempo de incubacion: 37+1°C durante
24+2 h, dependiendo del crecimiento de
las colonias.

2) a partir del segundo enriquecimiento
(24 h de incubacion, en total 48 h des-
de que comenzd el analisis) se siembra
en ALOA y un segundo medio a eleccion
para la busqueda de colonias tipicas.
Temperatura y tiempo de incubacion:
37+1°C durante 24-48 h, dependiendo
del crecimiento de las colonias.

Confirmacion: las colonias tipicas, se re-
picaran a un agar no selectivo y en primera
instancia sera necesario identificar si son
colonias de Listeria spp. y luego si son L.
monocytogenes mediante pruebas como
aspecto microscépico, beta-hemdlisis,
prueba de CAMP, fermentacion de azuca-
res, catalasa y motilidad.
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- Catalasa
- Motilidad

- Prueba de CAMP

USDA MLG 8.13

Aislamiento e identificacion de
Listeria monocytogenes a partir de car-
nes rojas, aves, siluriformes (pescado),
listos para consumo, productos de hue-
VO, Y muestras ambientales.

- Primer enriquecimiento: en caldo de la
Universidad de Vermont modificado (UVM).
Temperatura y tiempo de incubacion:
30+2°C durante 20-26 h.

- Siembra en medio solido: a partir del
primer enriquecimiento y luego de 24 h de
incubacién, sembrar en agar Oxford mo-
dificado (MOX). Temperatura y tiempo de
incubacién: 35+2°C durante 26+2 h.

- Segundo enriquecimiento: sembrar
0,1+0,02 ml del primer enriquecimiento en
10+0,5 ml de caldo Listeria tamponado con
acido morfolino propano sulfénico (MOPS-
BLEB). Temperatura y tiempo de incuba-
cién: 35+/-2°C durante 18-24 h.

- Tamizaje molecular: a partir del segun-
do enriquecimiento utiliza el método rapido
3M™ Molecular Detection System (MDS) o
equivalente. Ante un resultado negativo del
método rapido y el no crecimiento de colo-
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nias tipicas en la placa de MOX (aislamien-
to 1), puede detenerse la marcha e infor-
marse como muestra negativa. En cambio,
ante la presencia de un resultado positivo
o el crecimiento de colonias tipicas en la
placa de MOX es necesario continuar con
la confirmacion. Por otro lado, si se obtuvo
un resultado positivo a partir del tamizaje
del segundo enriquecimiento, se sembrara
también una ansada a partir de este caldo
en las placas de agar selectivo.

- Aislamiento: a partir del segundo enri-
quecimiento se siembra en MOX. Tempe-
ratura y tiempo de incubacién: 35+2°C du-
rante 26+2 h.

- Confirmacion: verificar la presencia de
20 colonias tipicas. Sembrar en agar san-
gre equino y luego de un periodo de incu-
bacion a 35+2°C durante 22+4 h realizar
pruebas bioquimicas e identificacion geno-
tipica.

Flujograma MLG 8.13

0,1 £ 0,02 ml de caldo

10 £ 0,5 ml caldo of MOPS-BLEB
35+/-2°C18-24 h
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D. TECNICAS DE SCREENING O TAMI-
ZAJE PARA LA DETECCION DE BACTE-
RIAS PATOGENAS EN ALIMENTOS

Los métodos tradicionales no permiten
tomar decisiones rapidas, causando incre-
mentos en el costo del producto final, an-
tes de su liberacién. De alli, que se busque
la aplicacion de métodos rapidos y sensi-
bles, que permitan detectar el patégeno en
muestras de alimentos, de una manera efi-
caz y rapida; lo que accederia a llevar un
control mas eficiente del proceso de pro-
duccion y tomar decisiones a corto plazo
(Ramirez Mérida et al., 2010).

Al momento de elegir un kit, es fun-
damental conocer para que matrices ali-
mentarias 0 no alimentarias (ambiente) fue
validado y con qué caldos de enriqueci-
miento y equipos se realizé esa validacion.
Por ejemplo, en algunos casos es necesa-
rio utilizar un caldo de enriquecimiento es-
pecifico provisto con el kit. La informacién
respecto a las validaciones que tiene cada
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kit se puede encontrar en el manual de uso
o solicitarse al proveedor del producto. In-
dependientemente del tipo de kit utilizado,
es fundamental seguir siempre las instruc-
ciones del fabricante tal como describe el
manual de uso, ya que de esa forma se po-
dra asegurar el resultado.

1. Técnicas inmunoldgicas de tamizaje

Los métodos inmunoldgicos para
detectar patdégenos o sus toxinas son prue-
bas analiticas que utilizan anticuerpos para
detectar estos antigenos. Todas las técni-
cas inmunoldgicas rapidas tienen en co-
mun gue requieren, al menos, un anticuer-
po (antisuero o inmunosuero) para detectar
un antigeno especifico del microorganismo
buscado.

En la Tabla 33 se presentan los kits
inmunoldgicos disponibles en el mercado
para tamizaje de STEC, Salmonella vy
Listeria.
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Tabla 33. Kits de tamizaje inmunoldgicos disponibles en Argentina para STEC, Salmonella spp. y Listeria spp. validados para carne bovina cruda*.

NOMBRE  PRINCIPIO PATOGENO  KIT VALIDACION N° CALDO! INCUBACION  DEMFO  PROVEEDOR
DE KIT
VIP® Gold Inmunocromatografia EHEC VIP® Gold EHEC AOAC 1 CTSm+n 37-37°C, 18-28 h 15-20 min al\altlgﬁi:lﬁonjndustria@mem-
Carne cruda kgroup.com
1-2 Test® Inmunoensayo Salmonella 1-2 Test® AOAC 1 Caldo lactosa 35-37°C, 24x2 h
Salmonella Salmonella Carne cruda 14-30 h Merck )
Caldo tetrationato verde 42+0,5°C en bafo atencion_industria@merc-
brillante activado con Maria 6-8 h kgroup.com
iodo-ioduro
Singlepath® Inmunocromatografia | E. coli 0157 Singlepath® AOAC 1 MEC+n 35-37°C, 18-24 h 20 min
E.coli 0157 Carne picada cruda Merck
> atencion_industria@merc-
Salmonella Singlepath® AOAC 1 | APB 37°C, 18«2 h 50 min kgroup.com
Salmonella Carne picada cruda RVS 41,5°C, 24+3 h
E.coliO157:H7 | VIDAS® UP ECPT ConS picada 30 | APB (precalentadoa 41,51 | 41,641°C, 7-24 h
APB lentad 41,5 .
VIDAS® UP ELFA ¢1°C)(T%cuap?£r:en%oa (Muestras de 3759 | 50 min
Vancomicina. Para incubar 10-24 h)
muestras de 75 g
03759
Salmonella VIDAS® UP AOAC 30 | APB+ Salmonella 4241°C, 48 min bioMérieux
Salmonella (SPT) Carne cruda z%%i Sealr?‘nznella 12;21‘}, g 2996 h )(i%rl)srgltas.ar@biomerieu-
suplemento (precalentado a - ; -
42+1°C) muestras 375 g (muestras 375 g)
Listeria VIDAS® UP AOAC 30 | Listeria Phage Technology | 30%1°C, 26-30 h 62 min
Listeria spp Carne picada cruda (LPT)
Listeria VIDAS® LMO2 AOAC 3o | Half Fraser 801°C, 24-26h | 6 in
monocytogenes Carne cruda
viog Fraser 3021°C, 24-26 h
® AOAC o i
Reveal® 2.0 Inmunocromatografia | E. coli 0157:H7 Ei\ﬁ?(l).l gf:H? Carne picada cruda 1 | CaldoReveal de 8h 42£1°C,8h 15 min
R @ 2.0 AOAC ] . Neogen: pedidosARG@-
E%\éﬁ? 0157:H7 Carne picada cruda Caldo Reveal de 20 h 36x1°C, 20 h 15 min neegen.com
® AOAC o :
Salmonella g:,‘;sglrwﬁéo Carne picada cruda 1 Caldo RV 42+1°C, 20-24 h 15 min
. RapidChek® AOAC Caldo del kit 42°C,8h 10 min
. ® i E. coli 0157 E. coli 0157 Carne picada cruda 1 Medica-tec S.R.L
RapidChek Inmunocromatografia ventas@medica-tec.-
i ® L o com.ar
Salmonella gEEE‘gThTeMk égr’;"l(e: picada cruda 1 Caldo del kit primario 42°C,16-22 h 10 min H?(Véer:' Argentina S.A.
Salmonella Caldo del kit secundario 42°C,16-22 h info@hixwer.com

* Previo al uso de un kit presente en esta tabla, con otra matriz, verificar su validacion correspondiente en el certificado de validacion correspondiente.
N°: cantidad de muestras analizadas en simultaneo. ABP: Agua buferada peptonada. RV: Caldo Rappaport Vassiliadis.
1 Caldo de enriquecimiento.




1.1. Inmunocromatografia

La inmunocromatografia, es una
técnica de inmunodiagndstico que permi-
te detectar patdgenos sin requerir equipa-
miento, en 5 a 20 min segun el dispositivo
utilizado, a partir de una alicuota del caldo
de enriquecimiento luego de un periodo de
incubacion que puede variar entre 24 y 48
h segun las instrucciones del fabricante. Su
resultado es facil de interpretar e incluye
una linea de control cuya apariciéon confir-
ma el correcto funcionamiento del ensayo.

Entre las limitaciones que poseen
estos dispositivos se incluye que la exac-
titud y la sensibilidad en ocasiones son in-
satisfactorias (Mitamura et al., 2013). Los
dispositivos inmunocromatograficos para
deteccion de bacterias patogenas permi-
ten analizar una sola muestra.

Estos dispositivos presentan una
region de siembra y una regiéon inmuno-
cromatografica, con una zona de ensayo y
una zona control donde se producira la re-
accion antigeno-anticuerpo. En el mercado
se ofrecen diferentes formatos de ensayos
de inmunocromatografia. Estos dispositi-
vos siempre son utilizados luego de un pe-
riodo de pre-enriquecimiento o enriqueci-
miento de 18-24 h.

La muestra se coloca en la zona de
siembra y migra a través de una membrana
de nitrocelulosa. En los ensayos tipo sand-
wich, en la primera porcién se encuentra
con una zona que contiene anticuerpos es-
pecificos conjugados con particulas de oro
coloidal. En caso de estar presente en la
muestra el antigeno (patdégeno), se forma
un complejo antigeno-anticuerpo (marcado
con oro coloidal) que migra desde la regién
de siembra hasta la zona de ensayo. En la
zona de ensayo se encuentra fijo un segun-
do anticuerpo contra el patdégeno que este-
mos buscando. Este anticuerpo captura al
complejo inmune conjugado con particulas
de oro coloidal y revela una linea transver-
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sal visible de color rojo, azul, etc. El rema-
nente de la muestra continda migrando a
través de la membrana de nitrocelulosa
hasta la zona control, donde se encuentran
anticuerpos anti-especie, que capturan y
agregan los anticuerpos marcados con oro
coloidal para formar una linea visible. En el
caso de muestras negativas solo aparece-
ra coloreada la zona control, mientras que
si la muestra es positiva apareceran colo-
readas tanto la zona de control como la de
reaccion. El ensayo no se considera valido
si esta linea no aparece.
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Figura 37. Esquema simplificado de una tira
inmunocromatografica (Mercader et al., 2020)

1.2. ELISA-ELFA

La técnica inmunoenzimatica de
ELISA (Ensayo por inmunoabsorcion ligado
a enzimas, por sus siglas en inglés) se ca-
racteriza por el empleo de marcadores en-
zimaticos para la deteccion y amplificacion
de las reacciones antigeno-anticuerpo.

En la identificacidon de microorga-
nismos y/o sus toxinas o metabolitos, un
anticuerpo se fija a un soporte soélido, que
permiten su adsorcion pasiva y la elimina-
cién de los compuestos libres mediante
lavado. Una vez inmovilizados, se agrega
una muestra. Si hay antigenos presentes
en la muestra, se uniran al anticuerpo en
la placa. A continuacion, se afiade a la pla-
ca un segundo anticuerpo que reconoce
los antigenos unidos. Este anticuerpo esta
vinculado a una enzima, que producira una
reaccion detectable (cambio de color) si se

Pag/191



une a una molécula de antigeno y fijada a
la placa.

Actualmente, en Argentina no se co-
mercializan kits de ELISA validados para
matrices carnicas. Sin embargo, existen
sistemas automatizados de inmunodetec-
cion rapida de patégenos basado en la
técnica ELFA (Enzyme Linked Fluorescent
Assay).

La metodologia ELFA se basa en
los principios del ELISA “sandwich”. Pre-
senta alta sensibilidad y especificidad para
la deteccién de antigenos, con una lectura
final de fluorescencia, la cual es proporcio-
nal a la cantidad de antigeno presente en
la muestra. Permite obtener resultados de
facil interpretacion (positivo o negativo) en
50 a 60 min luego de un enriquecimiento
de 18-24 h. Se destacan como ventajas la
posibilidad de analizar varias muestras si-
multaneamente. Con el mismo equipo se
puede realizar inmunoconcentracién auto-
matizada.

Se debe considerar que esta meto-
dologia es equipo dependiente y se requie-
re entrenamiento para el uso de los mis-
mosS.

CAPTURE

Figura 38 a. Esquema representativo de los
pasos automatizados en la técnica ELFA (VI-
DAS®, bioMerieux S.A.)
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SANDWICH ASSAY DETECTION
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Figura 38 b. Esquema representativo del fun-
damento de la técnica de ELFA en muestras de
alimentos (VIDAS®, bioMérieux S.A., Francia).

2. Técnicas moleculares

En Argentina se utilizan técnicas
moleculares para la deteccion de ADN de
microorganismos patdégenos basadas en la
amplificacidon de porciones constantes del
genoma bacteriano. Los ensayos de ADN
estan sujetos a menor variabilidad compa-
rados a los métodos fenotipicos. Los mé-
todos moleculares permiten la deteccidn
de ADN especifico de la bacteria blanco a
partir de un niumero reducido de moléculas
en la muestra. Ademas, no solo permiten
detectar al patdgeno, sino que también
pueden detectar genes que codifican para
otras proteinas involucradas en la patoge-
nicidad (adhesinas, toxinas) que revisten
importancia en la practica microbioldgica.
Estas técnicas fueron desarrolladas para su
utilizacién, no solo en la etapa de tamiza-
je, sino también para aplicar en las etapas
de confirmacién e identificacion bacteria-
na. Entre los métodos rapidos moleculares
disponibles en Argentina para el tamizaje
de muestras carnicas se encuentran las
técnicas de PCR y amplificacién isotérmi-
ca. En las Tablas 34-37 se presentan los
kits moleculares disponibles en Argentina
para tamizaje de STEC, Salmonella spp. y
Listeria spp.
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2.1. Reaccion en cadenade la polimerasa
(PCR)

La reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR) consiste en la generacion
de un gran numero de copias de un frag-
mento especifico de ADN. La cantidad de
moléculas originales o ADN templado, al
inicio es muy escaso, pero se incrementa
exponencialmente durante la reaccion, uti-
lizandose en cada ciclo de amplificaciéon
los productos generados como nuevos
templados. La amplificacion del fragmento
especifico de ADN, a través de ciclos suce-
sivos de multiplicacion exponencial, gene-
ra que la acumulacién del producto pueda
ser detectado. Cada ciclo de amplificacion
consiste en tres temperaturas, en las cua-
les los fragmentos de ADN experimentan
diferentes procesos fisicoquimicos (desna-
turalizacion, hibridacidon y extension) con
el fin de replicarse. A continuacion se pre-
senta un diagrama con los pasos de cada
ciclo de amplificacion con sus respectivas
temperaturas de incubacion: 1. Desnatura-
lizacion, 2. Hibridacién y 3. Extension.

Desnaturalizacion: 942C

Hibridacion: 562C

Extension: 722C
ITTTHTHTIITIT
5 3 G A ¥ 5
AR

Figura 39. Etapas de un ciclo de amplificacién
en la técnica de PCR.
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Las técnicas de PCR en Tiempo Real
(PCR-TR) que se utilizan actualmente para
el tamizaje y confirmacion en el andlisis de
productos carnicos, utilizan sondas marca-
das con fluoréforos, que identifican una re-
gién especifica del genoma bacteriano. La
unién de una sonda a la regién especifica
complementaria del genoma, desencadena
una serie de reacciones que culminan conla
deteccion por parte del termociclador de la
fluorescencia emitida por el fluoréforo. Esta
emision es interpretada como sefal positi-
va correspondiente a la presencia del gen
buscado. La progresion de la PCR-TR pue-
de visualizarse a través de la construccion
de curvas de fluorescencia en el termoci-
clador a medida en cada ciclo de reaccion.
Estas caracteristicas le brindan alta espe-
cificidad y sensibilidad a la técnica y bajo
limite de deteccidn. Existen en el mercado
diferentes kits de PCR-TR para su aplica-
cion en el laboratorio de microbiologia de
los alimentos que tienen como finalidad la
rapida deteccidn de genes de bacterias. De
acuerdo con la dependencia exclusiva o no
a un termociclador especifico, los kits pue-
den agruparse en Kits cerrados y abiertos.
Todos los kits incluyen controles internos
de amplificacion para detectar resultados
indeterminados o inhibidos. En los kits ce-
rrados se obtienen resultados en 1 a 2 h
luego de un enriquecimiento de 18-24 h y
son sencillos de interpretar (positivo o ne-
gativo). Estos kits permiten analizar varias
muestras simultdneamente.

Todas las PCR son dependientes de
equipos y requieren entrenamiento para su
uso. En los kits abiertos la formacién del
analista incluye la interpretacién de curvas.
Es importante destacar que esta técnica
posee riesgo de contaminacion cruzada o
carryover, ya que, por su alta sensibilidad,
unas pocas moléculas de una amplifica-
cion previa pueden contaminar muestras
negativas. Se desarrollaron varios proto-
colos con distinto grado de sofisticaciéon
para minimizar este riesgo, los cuales fue-
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ron incluidos en algunos kits comerciales
de PCR-TR.

Kits de PCR-TR abiertos

Estos kits fueron validados para su
uso en mas de un modelo de termocicla-
dor. En general, requieren la interpretacién
de las curvas de fluorescencia por parte del
usuario para poder informar si la muestra
es positiva, negativa o invalida, requirien-
do cierto entrenamiento del operario en la
interpretacién de curvas de fluorescencia
(Tabla 34).

Kits de PCR-TR cerrados

Dentro de este grupo se encuentran
aquellos kits que deben ser utilizados con
un termociclador especifico para el que
fueron validados. El termociclador tiene un
software asociado que interpreta las cur-
vas de fluorescencia y devuelve en la pan-
talla el resultado expresado como positivo,
negativo o invalido. Esto evita la necesidad
de contar con un analista capacitado en la
lectura de curvas de fluorescencia. En con-
trapartida, genera la necesidad de depen-
der exclusivamente de un equipo o de una
familia de equipos de una marca especifica
(Tabla 35).

Kits combinados de Inmunoconcetra-
ciony PCR-TR

Algunos kits se basan en estrategias
combinadas de inmunoconcetracion para
aquellos microorganismos diana y poste-
rior PCR-TR (Tabla 36).

2.2. Amplificacion isotérmica de acidos
nucleicos

La amplificacion isotérmica de &ci-
dos nucleicos (LAMP, por sus siglas en in-
glés “Loop mediated isothermal amplifica-
tion”) al igual que la PCR, es un método
rapido de deteccidn molecular que tiene
la capacidad de amplificar fragmentos es-
pecificos de ADN. La técnica LAMP utiliza
cebadores especificos, pero a diferencia
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de la PCR, requiere de varios pares que
reconocen muchas regiones diferentes del
genoma. Dado que utiliza una enzima ADN
polimerasa con actividad de desplazamien-
to de cadena, esta técnica no requiere un
paso de desnaturalizacién, y toda la reac-
cion ocurre a una misma temperatura (56°-
65°C) en forma continua. La estrategia de
emision de luz que permite la visualizacién
de las muestras positivas puede ser por
bioluminiscencia (MDS®) o por fluorescen-
cia (ANSR®). Los kits actualmente dispo-
nibles son cerrados. El software asociado
al equipo interpreta la lectura de la biolu-
miniscencia o fluorescencia y presenta los
resultados como positivos, negativos o in-
vélidos, prescindiendo de la interpretacion
de curvas En el MDS®, cuando ocurre la
amplificacién dada la presencia de ADN
del microorganismo diana, se generan de
manera exponencial Pirofosfatos Inorga-
nicos que son convertidos a Adenosin Tri
Fosfato (ATP). Utilizando el ATP generado
por la amplificacidn, una enzima luciferasa
permite que se produzca bioluminiscencia,
generando luz (sefal positiva). La corrida
completa dura 75 min aproximadamente.
El ANSR®, utiliza como estrategia de de-
teccién sondas moleculares fluorescentes
(molecular Beacons), que emiten fluores-
cencia cuando se unen a la secuencia de
ADN diana, y el fluoréforo se aleja del apa-
gador de fluorescencia. La corrida comple-
ta dura 18 min (Tabla 37).
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Tabla 34. Kits de PCR-TR abiertos disponibles en Argentina para la busqueda de STEC validados para carne bovina cruda®.

MARCA

Biotecon

TARGET EQUIPO KIT Ne T CALDO' INCUBACION DURACION  vALIDACION

stxq,Stxo, eae LightCycler® 480, Foodproof® STEC |96 | 2-8°C CTSm 42x1°C 80 min AOAC
LightCycler® 96, screening LyoKit 8-22 h Carne cruda
PikoReal 24 y otros

026, 045, 0103, 0104, | LightCycler® 480, Foodproof® STEC |48 | 2-8°C CTSm 42x1°C 80 min AOAC

0111, 0121, 0145, LightCycler® 96, Identification lyoKit 8-22 h Carne cruda

0157 PikoReal 24 y otros

E. coli 0157 Dualo 32® R2, Foodproof® E. coli |48 |-25a-15°C | CTSm 41,5°C+1°C 18-24 h 90 min AOAC
LightCycler® 0157 Detection Kit Carne de
480, LightCycler® 96, hamburguesa
PikoReal 24, Mx3005p,
y otros

Salmonella Dualo 32®, Foodproof® 96 | -25a-15°C | ISO 6579 18-22 h 80 min AOAC
Dualo 32® R2, Salmonella BAM Carne picada
LightCycler® 480, Detection Kit USDA cruda
LightCycler® 96,
PikoReal 24, Mx3005p y
otros

L. monocytogenes Dualo 32® R2, Foodproof® Listeria |96 | -25a-15°C | Half 30+1°C 80 min AOAC
LightCycler® 480, monocytogenes Fraser 24-48 h Carne picada
LightCycler® 96, Detection Kit

PikoReal 24, Mx3005p,
y otros

PROVEEDOR

Bioartis
info@bioartis.com.ar

* Previo al uso de un kit presente en esta tabla, con otra matriz, verificar su validacion correspondiente en el certificado de validacién correspondiente.
N°: Nimero de analisis por kit.
T°: Temperatura de almacenamiento de reactivos.
1 caldo de enriquecimiento.




Tabla 35. Kits de PCR-TR cerrados disponibles en Argentina para la busqueda de STEC, Salmonella y Listeria validados para carne bovina cruda*.

(excepto L. grayi)

(18-24 horas para
muestras
ambientales)

Carne y ambiente

EQUIPO TARGET KIT N° T°  CALDO'  INCUBACION BHRACION vaLIDACION PROVEEDOR
Applied Biosystems™, E. coli O157:H7, stxq,| Thermo Scientific™ SureTect™ | 96 2-8°C TSBm 41,5+1°C 75 min AOAC
QuantStudio™ 5 Food stxo y eae Escherichia coli 0157:H7 PCR ABP 8-24 h carne cruda
Safety Real-Time PCR Assay
Instrument + Thermo
Scientific™ RapidFinder™ | 0103, 026, 0145, SureTect™ Escherichia coli 96 2-8°C TSBm 41,5x1°C 75 min AOAC
Analysis Software v2.0 o 0111,0121, 045 STEC Identification PCR Assay ABP 8-24 h carne cruda
posterior
Applied Biosystems™ Salmonella spp. Thermo Scientific ™ SureTect™ | 96 2-8°C ABP 41,5x+1°C 75 min AOAC Thermo Fisher
QuantStudio™ 5 Real-Time Salmonella species PCR Assay 9-24 h carne picada cruda tabata.quiroz@thermo-
PCR Instrument+Thermo fisher.com
Scientific™ RapidFinder™
Analysis Software v1.2 o L. monocytogenes | Thermo Scientific™ SureTect™ | 96 2-8°C 24 LEB 37+1°C 75 min AOAC
posterior lAisteria monocytogenes PCR 20-28 h carne picada cruda
ssay
Applied Biosystems™ 7500
Fast Real-Time PCR Listeria spp. Thermo Scientific™ SureTect™ | 96 2-8°C 24 LEB 37+1°C 75 min AOAC
Instrument +Applied Listeria species PCR Assay 22-30 h Carne picada cruda
Biosystems™ RapidFinder
™ Express Software v2.0 o
posterior
Real-Time E.coli 0157:H7 96 2-8°C BAX® System | 42°C, 8-24 h 60 min AOAC
EXACT MP media Carne cruda
TSBm
E. coli O157:H7
Real-Time E. coli 0157:H7 96 2-8°C BAX® System | 42°C, 8-24 h 60 min AOAC
MP media Carne cruda
E. coli O157:H7 MP 96 2-8°C BAX® System | 42°C, 8-24 h 60 min AOAC
MP media Carne cruda
stx, eae, 026, 0111, | BAX® System Real-Time PCR 96 . .
0121, 045, 0103, Assays STEC Suite: (Scree- TSBm+nobo- | 41°C,12-24 h 60 min AOAC Eq'f%%ﬁgoams com.ar
0145 -Screening Assay —for stx and ning) viocina (2mg/L) Carne cruda . :
BAX® System Q7 cycler eae Medio MP
- Panel 1 Assay - for E. coli 026, 48
0111, 0121 (Panel
- Panel 2 Assay -for E. coli 045, (1y2)
0103, 0145
Real-Time PCR Assay for 96 2-8°C APB 35°C, 20-24 h 60 min AOAC
Salmonella spp. Salmonella spp . Carne cruda
Real-Time PCR Assay for 96 2-8°C ABP 35°C, 20-24 h 60 min AOAC
Salmonella 2 Carne cruda
Real-time Genus Listeria 96 2-8°C 24 LEB 37°C, 24-28 h 60 min AFNOR
Carne cruda
Listeria spp.
Genus Listeria 24E 96 2-8°C 24 LEB 37°C, 24-28 h 60 min AFNOR
Carne cruda
L. monocytogenes 24E L. mono | 96 2-8°C 24 LEB 37°C, 24-28 h 60 min AFNOR
L. monocytogenes Carne cruda
(excepto L. grayi)
Real-Time L. monocytogenes 96 2-8°C 24 LEB 37°C, 24-28 h 60 min AFNOR
Carne cruday
ambiente
Salmonella GENE-UP® 192 2-25°C | ABP 42+1°C18-24 h 60 min AOAC
Salmonella (SLM2) f&a t%mper?tura Carne cruda
mbiente bioMérieux
GENE-UP® o . . consultas.ar@biome-
Listeria spp. GENE-UP® Listeria 2 (LIS 2) 192 2-25°C | Caldo LPT 37x1°C 22-24 h 60 min AFNOR rieux.com




iQ-Check™ Listeria
monocytogenes Il

Broth o
Half fraser

030£1°C 251 h

carne cruda

EQUIPO TARGET KIT N° T°  CALDO!'  INCUBACION BURACION vaLIDACION PROVEEDOR
GENE-UP® L. monocytogenes | GENE-UP® 192 2-25°C | Caldo LPT 22-24 ha 37x1°C | 60 min AFNOR bioMérieux
Listeria monocytogenes 2 (18-24 horas para Carne y ambiente consultas.ar@biome-
(LMO 2) muestras rieux.com
ambientales)
stxq + stxo + eae Sistemas de PCR-TR Bio-Rad 94 2-8°C ABP 41,5+1°C AOAC
iQ-Check STEC VirX 8-22h Carne cruda 'y
ambiente
026, 0111, 045, Sistemas de PCR-TR Bio-Rad 32 2-8°C ABP 41,5+1°C AOAC
0145, 0121 y 0103 y| iQ-Check™ SerO I 8-22h Carne cruday
E. coli O157:H7. ambiente
E. coli O157:H7 Sistemas de PCR-TR Bio-Rad 94 2-8°C ABP 41,5x1°C AOAC
iQ-Check E. coli 0157:H7 PCR 8-24 h Carne cruday
Detection Kit ambiente
Tecnolab
iQ-Check Salmonella Sistemas de PCR-TR Bio-Rad 96 2-8°C | APB 37°C AOAC info@tecnolab.com.ar
iQ-Check™ Salmonella Il Kit 10-21 h carne cruda
Listeria spp. Sistemas de PCR-TR Bio-Rad 96 2-8°C Listeria Special | 30+1°C AFNOR
iQ-Check™ Listeria species Broth 23-25h carne cruda
L. monocytogenes | Sistemas de PCR-TR Bio-Rad 96 2-8°C | Listeria Special | 30+1°C 23-25 h AFNOR

*Previo al uso de un kit presente en esta tabla, con otra matriz, verificar su validacion correspondiente en el certificado de validacion correspondiente.

N°: Numero de andlisis por kit.

T°: Temperatura de almacenamiento de reactivos.

1 Caldo de enriquecimiento.




Tabla 36. Kits de PCR-TR combinados con inmunoconcentracion disponibles en Argentina para la busqueda de STEC, Salmonella y Listeria validados
para carne bovina cruda*.

EQUIPO TARGET KIT N° T° CALDO1 INCUBACION DURACION VALIDACION PROVEEDOR
Assurance® GDS STEC 026, 045, Assurance GDS® for MPX Top 7 | 36 2-8°C mEHEC 37°C,10-18 h 80 min AOAC bioMérieux
Rotor-Gene® 0103, 0111,0121, | STEC3 Carne cruda consultas.ar@biome-
thermocycle ® 0145y 0157) rieux.com
STEC 026, 045, Assurance GDS® MPX ID for 36 2-8°C mEHEC 37°C,10-18 h 80 min AOAC
0103, 0111, 0121, | Top STEC (MPX ID)4 Carne cruda
0145
E. coli O157:H7 Assurance® GDS E. coli 36 2-8°C mEHEC 37°C,10-18 h 80 min AOAC
0157:H7 Tq Carne cruda
Salmonella Assurance GDS™ Salmonella 36 5+3°C mEHEC ABP 42°C, 8-24 h 80 min AOAC
Carne cruda
Listeria Assurance GDS Listeria 36 2-8°C Caldo Half 30°C, 22-26 h 50 min MicroVal
monocytogenes monocytogenes Tq Fraser Carne
Solucién STEC E. coli 026, 045, VIDAS® UP E. coli Serogroups | 60 2-8°C ABP 41,5 +1°C10-24 h AOAC
BioMerieux5VIDAS® 0103, 0111, 0121, | (ESPT) Carne cruda
MINI VIDAS® 0145y 0157
stxq, stxo y eae GENE-UP® STEC - stx &eae 2 | 192 2-25°C | ABP 41,5 +1°C10-24 h AOAC
(EH1 2) Carne cruda
E. coli 026, 045, GENE-UP® STEC-Top 6 24 2-8°C ABP 41,5+1°C10-24 h AOAC
0103, 0111, 0121y | GENE-UP® O157:H7 192 15-25°C Carne cruda . .
0145. bioMérieux .
GENE-UP® consultas.ar@biome-
E. coli 026,045, | GENE-UP® STEC - Top 6 24 | 2-8°C | ABP 41,5+1°C10-24 h AOAC riewx.com
0103,0111, 0121y Carne cruda
0145.
E. coli O157:H7 GENE-UP® E. coli 0157:H7 192 15-25°C | ABP 41,5 +1°C10-24 h AOAC Carne cruda
E. coli O157:H7 GENE-UP® E. coli 0157:H7 2 192 2-25°C | ABP 41,5+1°C10-24 h AOAC Carne cruda
(ECO 2) MicroVal ambiente

*Previo al uso de un kit presente en esta tabla, con otra matriz, verificar su validacion correspondiente en el certificado de validaciéon correspondiente.
N°: Numero de andlisis por kit.
T°: Temperatura de almacenamiento de reactivos.
1. caldo de enriquecimiento.
2. Combina una plataforma de inmunoconcentracién (familia de equipos VIDAS®) con PCR-TR (GENE-UP®).
3. Assurance GDS® Top 7 STEC (eae) Tq y Assurance GDS® Shiga Toxin Genes (Top 7) Tq.
- Assurance® GDS MPX ID esta disenado para usarse como ensayo secundario, para confirmar resultados positivos a STEC por Assurance® GDS MPX Top 7. Este ensayo no detecta E. coli 0157:H7.
5. Combina una plataforma de inmunoconcentracién (familia de equipos VIDAS®) con PCR-TR (GENE-UP®).



Tabla 37. Kits LAMP disponibles en Argentina para la busqueda de STEC, Salmonella y Listeria validados para carne bovina cruda*.

Listeria spp

EQUIPO TARGET KIT N° T° CALDO1 INCUBACION DURACION VALIDACION
E. coli O157:H7 3M™ Ensayo de Deteccidén 96 2-8°C ABP 41,5+1°C,10-18 h | 117 min AOAC
Molecular 2 - E.coli 0157 Carne
(incluyendo H7)
stx 3M™ Ensayo de Deteccién 96 2-8°C 3M APB ISO 10-18 h 117 min AOAC
Sistema de Deteccion Molecular 2- STEC (stx) Carne
Molecular 3BM™
stx y eae 3M™ Ensayo de Deteccién 48 2-8°C 3M APB ISO 10-18 h 117 min AOAC
Molecular 2- STEC (stx y eae) Carne
Salmonella 3M™ Ensayo de Deteccién 96 2-8°C ABP 41,5°C 117 min AOAC
Molecular 2- (MDA2) - 10-24 h Carne y ambiente
Salmonella
E. coli O157:H7 ANSR® for E. coli 0157:H7 96 2-8°C Caldo de 12-26 h 60 min AOAC
enriquecimien- carne
Neogen ANSR reader? to de ANSR
para E. coli
TSBm
Salmonella enterica | ANSR™ para Salmonella 96 2-8°C Caldo de 10-26 h 60 min AOAC
y bongori enriquecimien- carne
to ANSR para
Salmonella
L. monocytogenes y | ANSR para Listeria 96 2-8°C BLEB (carne) 16-26 h 60 min AFNOR

Carne y ambiente

PROVEEDOR

Neogen: pedidosAR-
G@neogen.com

* Previo al uso de un kit presente en esta tabla, con otra matriz, verificar su validacion correspondiente en el certificado de validaciéon correspondiente.
Te: Temperatura de almacenamiento de reactivos.

1. caldo de enriquecimiento.

213 capacidad del equipo es de 16 tubos por corrida.
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El aseguramiento de la inocuidad de un
alimento debe contar con un sistema de
control e inspeccién que utilice mecanis-
mos y metodologias tendientes a identifi-
car, cuantificar y evaluar los peligros poten-
ciales de contaminacion en produccion.

Los sistemas clasicos de inocuidad y
calidad de los alimentos se basaban princi-
palmente en el concepto de Andlisis de Pe-
ligros y Puntos Criticos de Control (APPCC),
el cual posee un enfoque sistémico y pre-
ventivo para la identificacion, evaluacion y
control de los riesgos asociados con peli-
gros en las areas de produccién de alimen-
tos. El sistema APPCC hace hincapié en la
identificacion de Puntos Criticos de Control
(PCC) en un proceso de produccion de ali-
mentos, donde se puede aplicar un control
para prevenir o reducir los riesgos a un nivel
aceptable. En este contexto, se verifican los
POES vy la eficiencia de los agentes limpia-
dores y desinfectantes. Sin embargo, la IC-
MSF reconoci6 que la aplicacion éptima de
un plan APPCC, no brinda garantias de que
pueda ocurrir una recontaminacioén en el en-
torno de procesamiento. A pesar del control
estricto de todos los PCC en un proceso,
los alimentos pueden contaminarse poste-
riormente ya sea a través del agregado de
un ingrediente contaminado o por el entor-
no de procesamiento.

Diversas organizaciones e institucio-
nes regulatorias vinculadas a la inocuidad
alimentaria reconocieron que el control del
ambiente de produccion es una herramienta
que contribuye a la aptitud de los alimentos
y evitar su recontaminacion.

La implementacién de un Programa de
Monitoreo Ambiental (PMA) en la indus-
tria alimenticia tiene como objetivo evaluar
las condiciones ambientales de las areas
de produccion, procesamiento y almacena-
miento de alimentos, con el fin de prevenir
la contaminacion ambiental del producto ter-
minado. Este enfoque preventivo se puede
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utilizar como un indicador de alerta temprana
de posible contaminacion, y deberia comple-
mentar los planes de muestreo de producto
terminado normalmente aplicados en la in-
dustria (que funcionan de manera reactiva y
no preventiva). De hecho, un PMA eficiente,
que incluya un muestreo ambiental repetido
y un proceso controlado y validado sera mas
confiable que un control exhaustivo solo del
producto final. Por otra parte, el monitoreo
ambiental puede incluir la implementacién de
programas de control de plagas y de higiene
en las instalaciones, la realizacién de inspec-
ciones y auditorias de calidad y seguridad,
como asi también la implementacién de me-
didas de prevencion y control de la contami-
nacion. De esta manera, la implementacién
de un PMA permite no sdélo evaluar, de ma-
nera global, la efectividad de las practicas
generales de higiene y desinfeccion en una
instalacion, sino también evaluar mdultiples
programas, incluyendo el disefio sanitario,
practicas de personal, métodos operacio-
nales y control de proveedores entre otros,
proporcionando asi la informacion necesaria
para prevenir posibles contaminaciones de
los productos alimenticios.

A. BENEFICIOS DEL PLAN DE MONITO-
REO AMBIENTAL

En la Figura 40 se muestran algunos de
los beneficios que se buscan al momento
de implementar un PMA.

Medir eficacin del diseibo samitino,

pricticas de personal ¥ métodos
operacKenles,

P‘n-pnr":q-||.u mfmacion sobre
organismos indicadores, patdgenos,
de deteniorn vio abirpenos

Reforzar programas de
cntrenamicnto del personal

Validar ¢l programa de sancamicnio
v ayckar n dicterminar sin frecuencia

Identificar nichos ¥ puntos sensibles
e contaminacion

Prscussenitar el estaclo sanitario

general de In insialacion

Figura 40. Beneficios de la implementacion de un
plan de monitoreo ambiental.

Pag/201



Cabe destacar, que el plan de monito-
reo ambiental no esta disefiado para vali-
dar la eficacia de los métodos de limpieza
y desinfeccion, sino que se centra en la va-
lidacion de las frecuencias requeridas para
la limpieza y saneamiento, y en todos los
programas de BPM.

B. DISENO DE UN PLAN DE MONITO-
REO AMBIENTAL

Como se menciono anteriormente, el mo-
nitoreo ambiental no es un instrumento de
control, sino que es una verificacion de que
todos los programas relacionados a la segu-
ridad alimentaria son efectivos (Figura 41).

Disefio sanitario de equipos e
instalaciones

Separacion de alimentos listos
para ¢l consumo de los que
necesitan coccion previa

Procedimientos Operacionales
Estandarizados de
Sanitizacion (POES)

Buenas practicas de
manufactura (BPM)

Determinacion de zonas

Programas
incluidos en
el PMA

Patrones de trafico

Entrenamiento del personal

Programas de calidad del agua

Figura 41. Programas relacionados a la seguridad alimentaria incluidos en el PMA.

Un PMA debe ser cuidadosamente di-
sefiado después de evaluar la planta de
produccion, asi como sus productos. Dife-
rentes industrias alimenticias con diversos
productos alimenticios (por ejemplo, de
origen animal, instalaciones de tratamiento
en seco o humedo) pueden requerir de di-
ferentes PMA. Por lo que un PMA es espe-

Acwrdsr ks
parimeiros
chave del PALA

Fdemtificar
Rewnkr requiiing
documentackin e regulasorios ¥ de
linformasién el mies
mrcvsaria parn ¢l 4
FMA
3
Beunir al cipuips
diedl FALA
2
1
Pre-analisis
[dsafo ¥ pea{ramacdn)

cifico de una planta en particular, y de las
lineas de produccién individuales dentro
de una planta. Un PMA no debe replicarse
con exactitud en otro establecimiento. El
desarrollo de un PMA supone multiples pa-
sos. En la Figura 42 se describe un posible
marco de trabajo a seguir para disefiarlo de
manera correcta.

Kealirar uns
reviskin
Tomar scciomes peribtics

earreetivas y
Reglursr v preventivas 8
cvalmsr b

resnlindes
Teanur muesires T

v realirar
amilisis

L]
5
Andlisis Post-analisis
[edaooion i [procesamantc Gs dalos ¥ OMa o Gecisnnes)

cuantificacion)

Figura 42. Pasos claves para el desarrollo de un PMA.
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Los pasos claves a seguir para el de-
sarrollo de un correcto PMA se detallan a
continuacion:

1. Reunir al equipo encargado del dise-
o e implementacion del PMA. La prime-
ra tarea en la implementacién de un PMA
consiste en reunir a personas idéneas, fa-
miliarizadas con la industria, que ayuden a
identificar posibles areas de riesgo y pre-
ocupacién en la planta. Este grupo debe
ser interdisciplinario, y debe incluir repre-
sentantes del area de calidad, produccion,
laboratorio, higiene y seguridad y gerencia
entre otros. En caso de que la planta pro-
cesadora de alimentos no cuente con un
experto en desarrollo e implementacion de
un PMA, se recomienda contactar a uno
externo para recibir orientacion.

2. Reunir documentacioén e informacion
necesaria para el PMA. Una vez forma-
do el equipo interdisciplinario, es necesa-
rio reunir la documentacién e informacion
necesaria para el desarrollo del programa,
tal como planos de la planta, detalle de
las areas de produccién, equipos, plano
de desagules, y resultados de programas
0 monitoreos ambientales implementados
con anterioridad, entre otros.

3. Identificar requisitos regulatorios y de
clientes. En caso de que existan, debe in-
cluirse la identificacién de documentos so-
bre requisitos tanto regulatorios como de
clientes.

4. Acordar los parametros claves. Se
debe incluir el analisis de peligros (definien-
do microorganismos patdgenos, indicado-
res y alterantes), la descripcién de cada una
de las zonas en las que dividié la planta
(zonificacion), los puntos de muestreo, la
cantidad de muestras a ser recolectadas,
la frecuencia de muestreo, el momento de
la toma de muestras (antes o durante la
operacion), el método de recoleccién de las
muestras (esponja, hisopo), el lugar donde
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se procesaran las muestras (laboratorio in-
terno o externo), y las metodologia que se
aplicaran para el analisis de las muestras.
En la Figura 43 se detallan algunas de las
preguntas que son necesarias realizar pre-
vio a la definicion de los parametros claves
de un PMA.

Cumplir estdndarncs

Fomar decisiones de limpicza
Tomar decisiones sobre el producio
Chiras actividades

aPor qud?

L] Mutena prima
®  Prodducto en procesao
el rosducto terminado
LAinede? & Productoon {
5] &  SBuperficies v ambicntes
& (Mros
- - Micro NSNS p.lln:".:._lurl.:--‘
t - Microoranismos alterantes
Qe SO s
- MMicroorganismions imdicadores
®  Allrpenos
e Moodologia de mucsineo
i ? ! ologia de andlisis
JChmoT e Metodologia de andli
o Cantidad de muestrs
e Antes de iniciar la produccion
LOCudndo? = Durmnte la produceidn

[respuds de b produccion

. . & Frecuchcia
Ciras consideraciones
&  Limies aceprables

Figura 43. Interrogantes que deben conside-
rarse para el desarrollo de un adecuado PMA.

5. Tomar muestras y realizar analisis. Te-
niendo en cuenta que el objetivo del moni-
toreo ambiental es detectar posibles fuen-
tes de contaminacion, la toma de muestras
suele enfocarse en areas de mayor riesgo,
donde el muestreo se realizara también con
una frecuencia mayor. Dependiendo de la
muestra tomada, se debe realizar analisis de
verificacion de limpieza y desinfeccion (por
ejemplo, herramientas de bioluminiscencia)
y determinaciones de microorganismos (in-
dicadores, de deterioro o patdgenos).

6. Registrar y evaluar los resultados. De-
ben registrarse los resultados obtenidos
del andlisis de las muestras y los procedi-
mientos operativos realizados.

7. Tomar acciones correctivas y preven-
tivas. Debe dejarse registrado, por escrito,
el seguimiento de los resultados positivos
con el detalle de las medidas correctivas
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que se llevaron adelante como asi también
la descripcion de las medidas a tomar para
prevenir la aparicion de nuevos resultados
positivos. Asimismo, deben asignarse las
tareas a personas especificas con un regis-
tro escrito de estas asignaciones.

8. Realizar una revision periddica del di-
seno del PMA. Peridodicamente (Por ejem-
plo: 6 a 12 meses), el equipo a cargo del
PMA debe reunirse para realizar una revi-
sién de los planes de muestreo, los resul-
tados obtenidos, y las medidas correctivas
implementadas (Figura 44).

Disefio del PMA

Revision del PMA \

Muestreo y

l analisis
Medidas /

correctivas y

preventivas Evaluacion de

resultados

Figura 44. Gestion del PMA.

Segun BRCGS (Version 9), la empresa
debera revisar el PMA, al menos de forma
anual y siempre que se produzcan:

- Cambios en las condiciones de procesa-
miento, flujo de proceso o equipos que pu-
dieran afectar el mismo.

- Nuevos avances en la informacion cien-
tifica (Por ejemplo, nuevos patégenos de
interés).

- Imposibilidad de los programas de identi-
ficar un problema importante (Por ejemplo,
pruebas de las autoridades regulatorias
que identifiquen resultados positivos que
el programa del establecimiento no iden-
tifico).

- Fallas de productos (productos con resul-
tados de pruebas positivos).

- Resultados negativos constantes (Por
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ejemplo, un establecimiento con una larga
historia de resultados negativos debe revi-
sar su programa para considerar si se es-
tan evaluando las partes pertinentes de la
fabrica, si las pruebas se estan realizando
correctamente, si las pruebas son para los
organismos adecuados, etc.).

C. IMPLEMENTACION DEL PLAN DE
MONITOREO AMBIENTAL

Si bien no existe un marco universal-
mente reconocido para la implementacion
de un PMA, se podrian aplicar algunos po-
sibles enfoques que parecerian logicos vy
coherentes con otros aspectos de la ges-
tion de la inocuidad y la calidad de los ali-
mentos, como el APPCC. En este sentido,
se deberia comenzar con una identifica-
cion de los “peligros” relacionados con la
inocuidad y la calidad de los alimentos ela-
borados para los cuales exista evidencia
cientifica que avale que los mismos sean
capaces de transmitirse a través del am-
biente de la planta de procesamiento.

1) EVALUACION DE RIESGO ESPECIFI-
CO DE LA INSTALACION: ANALISIS DE
MICROORGANISMOS EN EL AMBIENTE

Las plantas deben identificar los peli-
gros bioldgicos relacionados con inocui-
dad y calidad de los alimentos que pueden
introducirse en el producto desde el am-
biente de la planta de procesamiento. Para
ello se debe tener en cuenta no solo la
presencia de microorganismos patégenos,
sino también indicadores (los cuales dan
indicio de las condiciones higiénicas de la
planta y la potencial contaminacion fecal
y/o presencia de patdgenos entre otros), y
de deterioro.

1.1. Monitoreo de microorganismos pa-
tégenos.

Son escasos los microorganismos
patdgenos para los cuales existe evidencia
cientifica que demuestre su relacidon
con el ambiente de produccion. Los
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patdégenos clave a los que deben dirigirse
los PMA en una planta frigorifica bovina
son L. monocytogenes, Salmonella spp.,
y otros patogenos incluidos en la familia
Enterobacteriaceae (por ejemplo, STEC).
Algunos de estos microorganismos
presentan la capacidad de formar biofilms,
los cuales consisten en comunidades
microbianas asociadas a superficies
atrapadas en una matriz exopolimérica,
donde pueden persistir y sobrevivir a los
procedimientos de desinfeccion.

La carne, puede contaminarse con
diversos microorganismos provenientes
del ambiente, incluido patégenos, durante
diferentes etapas de su procesamiento,
como por ejemplo el desposte. En estos
casos, el patdgeno mas relevante resulta
ser Salmonella, de ahi que los diferentes
gobiernos en el mundo establecieron
programas para la reduccidon de este
microrganismo. En el caso de productos
procesados (derivados carnicos cocidos o
fermentados), el patdogeno de interés seria
L. monocytogenes dada las caracteristicas
de los mismos, del proceso de elaboracion
y del microorganismo.

1.2. Monitoreo de microorganismos indi-
cadores.

Los microorganismos indicadores apor-
tan una vision mas amplia de la presencia
microbiana en el entorno de trabajo que
los andlisis orientados a la busqueda de
microorganismos especificos. El enfoque
en el que se basa el uso de estos microor-
ganismos es considerar que, si el entorno
de procesamiento esta bajo control (desde
el punto de vista de la higiene), el nimero
de microorganismos indicadores también
estara bajo control. Es muy valioso para
validar y verificar los procedimientos de hi-
gienizacion.

Algunos de los microorganismos
indicadores comunmente incluidos en un
PMA son: bacterias aerobias mesdfilas,
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Enterobacteriaceae,
algunos casos E. coli.

coliformes y en

1.3. Monitoreo de microorganismos de
deterioro.

Los microorganismos de deterioro, o
alterantes, producen un cambio en las ca-
racteristicas organolépticas de los alimen-
tos. Suelen ser microorganismos indicado-
res, que no representan un peligro directo
para la salud, y son Uutiles para indicar las
practicas inadecuadas de higiene duran-
te el proceso de produccion. El monitoreo
ambiental permite a las empresas adoptar
un enfoque proactivo con respecto a la
descomposicidon microbiana, en lugar de
abordar las fallas de manera retrospectiva
a medida que se producen. Los incidentes
de deterioro pueden ocasionar una dismi-
nucion de la vida Util, de las propiedades
organolépticas e inclusive causar el retiro
de productos debido a reclamos de clien-
tes lo cual puede representar importantes
consecuencias econdémicas y de percep-
cion para los consumidores. Las plantas
deben considerar qué microorganismos
deterioradores son mas pertinentes segun
el producto elaborado. En general para el
estudio de este tipo de microorganismos
se utilizan indicadores como los hongos
y levaduras, bacterias aerobias mesofilas,
aerobios mesofilos, bacterias acido lacti-
cas y Pseudomonas. Sitios como puntos
ciegos en tuberias, cintas transportadoras,
aspas de ventiladores, depdsitos de agua
en zonas de refrigeracion, conductos de
entrada y salida de aire, sellos o juntas de
refrigeradores, entre otros son areas de la
planta propensas a albergar microorganis-
mos de deterioro.

En la Tabla 38 se presenta un resumen
de los principales microorganismos de in-
terés para un PMA en plantas de desposte
y productos procesados.
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Tabla 38. Principales microorganismos de inte-
rés en para un PMA en plantas de desposte y
productos procesados.

Microor- Planta de Planta de
; productos
ganismos desposte
procesados
L.
monocytogenes
Patégenos Salmonella spp. (En el caso de
9 STEC embutidos
fermentado
Salmonella spp.)
, Coliformes Coliformes
Indica- total totales o
dores E otales c_) Enterobacteriaceae
nterobacteriaceae Listeria spp.
De Pseudomonas s Bacterias
deterioro Pp- acido lacticas

2) ZONIFICACION Y SELECCION DE
PUNTOS DE MUESTREO

En la implementacién del PMA resulta
fundamental que en las plantas alimen-
ticias se definan zonas segun su nivel de
riesgo de contaminacion. En la Figura 45
se muestran las cuatro zonas en las que se
pueden dividir las instalaciones segun su
mayor (zona 1) o menor (zona 4) riesgo de
contaminacion.

- Zona 1: superficies de contacto directo
(o indirecto) con el producto elaborado,
materia prima o ingrediente, antes de que
sea sellado en su envase original. Algunos
ejemplos: cuchillos, ganchos, rebanado-
ras, picadoras, cintas transportadoras,
rampas de descarga, mesas para pelar,
tablas, bandejas, vainas, cierras, estantes,
mesas de trabajo, manos o guantes de los
manipuladores, entre otros.

- Zona 2: superficies ambientales inmedia-
tamente adyacentes a las superficies en
contacto con el producto que bajo condi-
ciones normales no entren en contacto di-
recto con el producto o las superficies de
contacto del producto del recipiente, in-
cluido el exterior de los equipos. Por ejem-
plo, estructura de equipos (bordes, patas,
ruedas), paneles de control, monitores vy
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teclados de computadora, caferias aéreas
y bandejas portacables (dependiendo de la
ubicacién), desagles (ubicados debajo de
sitios considerados como zona 1), pisos y
paredes cercanos a los productos expues-
tos (@ menos de 1 m del producto expues-
to), enfriadores, armazones, bastidores de
equipos, recipiente de residuos.

- Zona 3: superficies sin contacto con pro-
ducto. Superficies ambientales dentro de
la zona de proceso, pero mas alejadas de
la zona de contacto con producto que, si
se contaminan, pudiesen razonablemente
contaminar las superficies de contacto con
producto (contaminacién cruzada). Algu-
nos ejemplos son: elementos de limpieza
(escobas, palas, mopas), carros, montacar-
gas, drenajes, ventiladores de aire, pallets,
limpia calzados, pisos y paredes (a mas de
1 m del producto expuesto), teléfonos, ca-
rretillas de mano, matafuegos, lavamanos,
escaleras, plataformas, caferias aéreas,
bandejas portacables (dependiendo de la
ubicacién), lavaderos, cortinas plasticas,
entre otros.

- Zona 4: areas exteriores a las salas de pro-
cesamiento que puedan generar impacto
en las areas productivas por el movimiento
de personas, equipamiento y/o materiales.
Por ejemplo, pasillos, bafos y vestidores,
cafeteria, cuartos de descanso, depdsitos,
taller de mantenimiento, oficinas, laborato-
rio, comedor, sanitarios, oficinas.

Zona 2

Contacto indirecto con el producto
Cercana al producto y a superficies en

contacto con el producta
Zona 3
Sin.contacto.con el producto
Mas lejana al area de procesamiento
© Fuera del drea de procesamiento

Figura 45. Division del Programa de Monitoreo
Ambiental en zonas (zonificacién).
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Existen casos en los que, dependiendo
de las condiciones, un punto de muestreo
que no presenta contacto directo con el
producto elaborado podria ser conside-
rado en mas de una zona. Estos puntos
forman parte de las zonas 2 y 3, y podrian
ser considerados dentro de la zona 1. Por
citar un ejemplo: vigas, pasarelas, techos,
cubiertas, conductos, tuberias, unidades
de aire acondicionado que se encuentren
directamente por encima de la superficie
de contacto del producto. El equipo de
evaluacién debe determinar si este tipo de
superficies constituyen una superficie de la
zona 1. Esta determinaciéon dependera de
un numero de factores, entre ellos la po-
sibilidad de que la superficie contamine el
producto que esté debajo (por €;j., la pre-
sencia de agua de condensado, acumula-
cién de polvo, etc.), la capacidad de limpiar
y desinfectar eficazmente la superficie re-
gularmente, entre otros. Esto hace referen-
cia a que el PMA debe ser considerado con
un enfoque dinamico.

Una vez que se definieron las zonas
dentro de la planta, se deben seleccionar
los diferentes puntos de muestreo dentro
de cada una de ellas. Esta seleccidén debe
incluir zonas de dificil acceso y limpieza
(por ejemplo, partes aéreas de la planta),
que son los posibles nichos de crecimien-
to microbiano, asi como también zonas de
alto trafico y vias que puedan facilitar el
traslado de microorganismos a lo largo de
la planta. EI muestreo ambiental en busca
de patégenos se debe realizar de manera
rutinaria en las zonas 2, 3 y 4. Las superfi-
cies dentro de la zona 1 normalmente de-
ben ser analizadas en busca de microor-
ganismos indicadores (Enterobacteriaceae,
coliformes totales, entre otros). Solo en si-
tuaciones especiales, un muestreo de in-
vestigacion debido a eventos potenciales
de contaminacién se recomienda analizar
patdgenos en muestras de zona 1; por
ejemplo, una gotera en el techo o un re-
sultado positivo de Salmonella spp. en un
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producto terminado. Un resultado positivo
para un patdégeno en muestras de zona 1
deberia estar acompanado de un progra-
ma de retencion del producto elaborado.
Por otra parte, un resultado positivo para
Enterobacteriaceae, u otros indicadores
apropiados, en muestras de zona 1 evita
la necesidad de un programa de retencion
del producto terminado, pero deberia acti-
var un protocolo de andlisis de causa raiz.

3) FRECUENCIA DE MUESTREO Y NU-
MERO DE MUESTRAS

La orientaciéon estandar sobre cémo de-
finir la frecuencia de muestreo y el nimero
de muestras (programa de muestreo) sugie-
re que ambos valores deben determinarse
“en funcion del riesgo”. Esta definicidon no
suele ser muy Uutil, ya que hay pocos do-
cumentos de orientacién que especifiquen
cdmo evaluar cuantitativamente el riesgo
asociado a los patégenos ambientales.

La frecuencia de muestreo de microor-
ganismos patégenos e indicadores debe
basarse en el riesgo y tener en cuenta el
tipo de producto que se elabora (listo para
el consumo, listo para cocinar o crudo; con
actividad de agua alta o baja), el nivel de
riesgo en cada etapa del proceso y otras
consideraciones especificas del entorno
de elaboracion:

- Letalidad del procesamiento.
- Frecuencia de saneamiento.
- Caracteristicas de las plantas.

- Potencial de contaminacion cruzada.

En el marco del Codex Alimentarius, los
componentes basicos de una evaluacion
de riesgos son: i) Identificacién de los peli-
gros; ii) Caracterizacion de los peligros; iii)
Evaluacion de la exposicion; v iii) Caracte-
rizacion del riesgo; siendo el riesgo la pro-
babilidad de que un peligro no sea contro-
lado en una etapa del proceso y afecte asi
la inocuidad del alimento.
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La estimacién del riesgo se obtiene me-
diante la combinacién de experiencias, la
revision de los reclamos de clientes, devo-
lucion de productos, resultados de anali-
sis de laboratorio, datos epidemioldgicos
locales o regionales e informacion biblio-
gréfica especifica sobre agentes de ETA.
Teniendo como base la definicion de los
peligros mas importantes y una evaluacion
de riesgo detallada, es necesario un estu-
dio especifico del producto y del flujograma
de su produccién de manera que se con-
temple la cercania del sitio de monitoreo al
producto terminado, la potencial contami-
nacion cruzada, la facilidad o dificultad de
acceso para la limpieza y el analisis, como

asi también los afos de los equipos, los
sustratos y las condiciones de las superfi-
cies. Este analisis de riesgo sera especifico
para cada producto y linea de produccion,
debiendo ser revisado siempre que exis-
tan modificaciones en las materias primas,
formulaciones, condiciones de proceso,
material de embalaje o en el uso esperado
para el producto. Asi, es posible clasificar
el riesgo en bajo, moderado o alto.

En la tabla 39 se describe las frecuen-
cias de muestreo sugeridas en diferentes
zonas de la planta productora de alimen-
tos, en funcién del riesgo, considerando la
probabilidad de ocurrencia de un peligro y
la gravedad de sus consecuencias.

Tabla 39. Frecuencias de muestreo sugeridas segun el riesgo de contaminacion.

PROBABILIDAD DE OCURRENCIA DEL PELIGRO
Baja Media Alta
Alto Frecuencia de muestreo
SEVERIDAD (Zona 1) SEMANAL/MENSUAL
DEL Moderado | Frecuencia de muestreo | Frecuencia de muestreo
PELIGRO | (Zonas2y 3) BAJA SEMANAL/MENSUAL
Bajo Frecuencia de muestreo | Frecuencia de muestreo Frecuencia de
(Zona 4) BAJA BAJA muestreo
SEMANAL/MENSUAL

Color: nivel de riesgo

Por lo general, las plantas elaboradoras
de alimentos listos para su consumo (RTE,
por sus siglas en inglés) donde no se aplica
ningun tratamiento posterior al envasado,
ni previo al consumo del alimento, se con-
sideran de riesgo alto. Es preciso realizar,
al menos, un muestreo semanal de mi-
croorganismos patdégenos en el ambiente
al que se exponen los alimentos (especifi-
camente L. monocytogenes), antes de su
envasado final. Inicialmente, es recomen-
dable realizar muestreos intensivos, de ma-
nera tal de contar con informacién detalla-
da de la planta, y posteriormente definir la
frecuencia por sector o zona. Por ejemplo,
la frecuencia del muestreo puede reducirse
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a quincenal/mensual cuando se evidencie
objetivamente que el riesgo de contamina-
cién es bajo.

Por otra parte, para establecer la fre-
cuencia de muestreo se debe tener en
cuenta la dificultad de limpieza de los equi-
pos y superficies y el riesgo que esto con-
lleva. En base a esto, los mismos se pue-
den dividir de acuerdo con el riesgo (alto,
medio, bajo). Asi dos equipos presentes en
una misma zona (zona 1) podrian tener di-
ferentes frecuencias de muestreo en base
al riesgo previamente determinado. Un
ejemplo de esto se presenta en la Tabla 40.
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Tabla 40. Frecuencias de muestreo sugeridas segun el riesgo de contaminacion.

Alta

Frecuencia de muestreo

DIFICULTAD PARA LA LIMPIEZA
PUNTOS
DE Baja Media
MUESTREO | Zona 1 | Frecuencia de muestreo
DE MEDIA
ACUERDO Zonas | Frecuencia de muestreo | Frecuencia de muestreo
ALAZONA | 5, 3 BAJA MEDIA
ESTABLE-
CIDA Zona 4 | Frecuencia de muestreo | Frecuencia de muestreo
BAJA BAJA

MEDIA

Color: nivel de riesgo

Es importante que los dias de la se-
mana y horarios destinados a realizar las
actividades de muestreo sean al azar, ro-
tandolos entre diferentes turnos (incluyen-
do fines de semana), de manera tal de re-
flejar las variaciones propias de la planta y
verificar que la condicion de inocuidad se
mantiene en el tiempo. Por otra parte, no
debe muestrearse el mismo lugar exacto
dentro de una zona cada vez que se toman
muestras, a menos que se demuestre que
existe un lugar con un problema “crénico”.
Se debe desarrollar un programa de rota-
cion para permitir que todos los sitios de
las zonas 1, 2, 3y 4 queden cubiertos en el
lapso de un determinado tiempo.

Es aconsejable que el momento de rea-
lizar el muestreo sea durante la produccion
(debe ser efectuado con un minimo de 3-4
h de trabajo de las lineas de produccién),
ya que es probable que en esas condicio-
nes los microorganismos que puedan estar
colonizando algunos nichos en los equi-
poOs, se esparzan y puedan ser detectados.
Sin embargo, si el muestreo se va a utilizar
para verificar la eficacia del procedimien-
to de limpieza y desinfeccion, el muestreo
debe llevarse a cabo después de cada ci-
clo y antes del inicio de la produccion. Esto
permitira analizar la tendencia de los resul-
tados e identificar problemas con anticipa-
cion. Si uno de los equipos utilizados para
la produccion es complejo o contiene zo-
nas de dificil acceso, se recomienda tomar
muestras mientras el mismo esta en fun-
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cionamiento, pero siempre antes de iniciar
el procesamiento de los alimentos.

Cabe destacar que las muestras que se
toman después de la aplicacién de agen-
tes desinfectantes deben incluir el uso de
soluciones neutralizantes adecuadas para
asegurar que el desinfectante residual no
inhiba la recuperacién de las células dafa-
das, si estan presentes.

En cuanto a la cantidad de muestras
que se deben tomar en el marco de un
PMA, no existe un nimero predetermina-
do para cada zona de la planta, ya que el
mismo dependera del riesgo asociado. En
lineas generales, el nUmero de muestras a
tomar dependera de:

- Si el muestreo se realiza de forma rutina-
ria o con fines de investigacion, luego de
detectar una muestra positiva en un moni-
toreo anterior.

- El tamafo de la planta y el nimero de li-
neas de produccion.

- La zona de la planta que se analizara (mas
cercana o lejana al area de produccion).

- Si se siguen guias o normativas externas
que definen un nimero minimo de mues-
tras.

- El presupuesto asignado al PMA.
El nUmero de muestras a analizar (y la fre-

cuencia de muestreo) deberia incrementar-
se en las siguientes situaciones:
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- La ocurrencia de un evento inusual o
anormal (la deteccion de un patdégeno en
zona 1 o la obtencién de un resultado fuera
de especificacion, sobre todo para el caso
de los coliformes y Enterobacteriaceae).

- La introduccién de nueva materia pri-
ma, la realizacién de actividades no rutina-
rias (tales como operaciones de refaccion,
mantenimiento o construccion de nuevas
areas).

- Requerimientos de cliente.

- En areas que utilizan agua, las que
tienen patrones de trafico intenso, y donde
se manipulan o almacenan las materias pri-
mas microbioldgicamente sensibles deben
ser muestreadas con un numero de mues-
tras mayor.

En general, la mayoria de las muestras
ambientales deben tomarse de las zonas 2
y 3 (40 y 30% del total respectivamente),
mientras que de la zona 4 se deben tomar
un nimero menor de muestras (10% del
total). En este caso (zona 4), el centro de
atencién debe estar en los lugares que son
adyacentes a las areas de exposicion del
producto o en donde el trafico (personas y
materiales) fluye dentro y fuera de las areas
del producto expuesto. Los lugares aleja-
dos como vestidores, sitios de carga, de-
positos, cafeterias y cuartos de descanso
y otras areas también deben incluirse. Se
demostrd que los casilleros de los emplea-
dos, si no se limpian y se les hace un man-
tenimiento en forma adecuada, son una
fuente de contaminacion de Salmonella.

La intencién del muestreo de la zona 4
es identificar sitios potenciales de refugio
de patégenos que pudieran, a la larga, lle-
gar a ser una fuente para su propagacion
por toda la planta de produccién. El plan
de muestreo debe ser flexible, permitiendo
la toma de muestras adicionales basadas
en los datos obtenidos. Tanto la frecuencia
como el numero de muestras por zona son
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parametros que se pueden, y deben revisar
y modificar, después de evaluar los resul-
tados y la eficacia de las acciones correc-
tivas. Nunca debe olvidarse que un PMA
es dinamico y debe responder a los datos
generados en el muestreo.

En términos generales, se sugiere to-
mar muestras con menor frecuencia en
areas lejanas a la zona de elaboracion de
alimentos, y gradualmente aumentar la fre-
cuencia del muestreo a medida que el ries-
go de contaminacion sea mayor. En funcion
de lo expuesto, se desprende que cada
planta debe definir el nUmero de muestras
a analizar como asi también la frecuencia
del muestreo. En la Tabla 41 se muestra
un ejemplo de un programa de monito-
reo ambiental de Salmonella spp. (peligro
identificado en la evaluacién de riesgos),
indicando el numero minimo de muestras
que se deben colectar y la frecuencia del
muestreo sugerida en las diferentes zonas
de una planta alimenticia.

Tabla 41. Ejemplo de un programa de monito-
reo ambiental de Salmonella spp., indicando
ndmero minimo de muestras y frecuencia de
muestreo sugeridas segun zonificacion de una
planta alimenticia.

e P Numero | Frecuencia
Zonifi- Analisis
e . T de de
cacion microbiologico
muestras muestreo

Indicadores
Zona 2 (CT, EB) 15-20 Semanal
Salmonella spp.
Indicadores Semanal/
Zona 3 (CT, EB) 10-15
Mensual
Salmonella spp.
Zona 4 | Salmonella spp. 5-10 Mensual/
Bimensual

CT: Coliformes totales; EB: Enterobacteriaceae

Registro del muestreo

Las muestras colectadas deben ser
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identificadas como minimo con los datos
que se indican a continuacion:

- Cédigo de la muestra

- Fecha y h del muestreo

- Nombre y apellido del responsable
- Descripcion del sitio de la toma

- Condiciones de conservacion

- Fecha de envid al laboratorio

Asimismo, puede incluirse también evi-
dencia fotografica de los sitios de mues-
treo donde se evidencien las condiciones
de infraestructura, equipamiento, personal
y cualquier otra condicidon que sea perti-
nente.

4) TOMA DE MUESTRAS

El éxito en la deteccidn de microorga-
nismos a nivel ambiental esta relacionado
con dos procesos esenciales: la toma de
muestras y la metodologia analitica em-
pleada.

Como se menciond en el capitulo V, al-
gunos de los aspectos basicos a conside-
rar para una correcta toma de muestras se
indican a continuacion:

- El personal.

- La planificacién.
- Los materiales.
- La asepsia.

- Los procedimientos internos.

La humedad es uno de los factores
mas importantes para la supervivencia mi-
crobiana en las superficies. Por lo tanto,
independientemente del dispositivo a utili-
zar, siempre es recomendable tomar mues-
tras de una superficie humedecida o con
un dispositivo de recolecciéon humedecido
para mejorar la recuperacion. Una excep-
cion a lo planteado resulta ser el muestreo
de ambientes secos, donde la introduccidn
de humedad es desaconsejable, ya que
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aumenta el riesgo de crecimiento microbia-
no. En estos casos la toma de muestras,
de materiales secos y polvo del medio am-
biente, se suele llevar adelante mediante
el empleo de dispositivos especiales (por
ejemplo, espatulas, cucharas, utensilios).

El muestreo de bacterias patdgenas
(analisis cualitativos) se debe realizar con la
intencién de “querer encontrar al patége-
no” para lo cual se es recomendable tomar
muestras de la mayor superficie posible
para mejorar la probabilidad de deteccion.
En algunos casos, ciertas normativas o
especificaciones de clientes pueden es-
pecificar el tamano del area de muestreo.
Para el caso de analisis cuantitativos (don-
de los resultados se expresan como UFC/
cm?) generalmente se define un tamano de
area de muestreo especifico. Las plantillas
de muestreo pueden ayudar con la toma
de muestras de un area definida, pero se
debe tener precaucion ya que su uso pue-
de provocar una contaminacion cruzada.
Asimismo, tampoco seria raro, incluso para
el muestreo cuantitativo, trabajar con un
area de muestreo indefinida. Por ejemplo,
en los andlisis para recuento de bacterias
aerobias mesdfilas, cuyo valor de UFC se
puede utilizar para evaluar la eficacia de la
limpieza de areas de dificil acceso, en cuyo
caso puede resultar complicado tomar
muestras de un area definida. En estos ca-
sos, los resultados pueden informarse en
funcién del sitio de muestreo completo en
lugar del area de superficie medida.

Asimismo, en algunas circunstancias se
muestrean sitios puntuales (cuchillas, jun-
tas, desagles, etc.) también con la imposi-
bilidad de referirse a una superficie deter-
minada, pero esto no afectara el resultado
cuando se busca un microorganismo par-
ticular ya que el mismo se informa como
presencia/ausencia.

Cuando se toman muestras ambienta-
les, es de vital importancia que se utilice
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una técnica aséptica adecuada de manera
de prevenir posibles contaminaciones ac-
cidentales de la muestra. Para ello es re-
comendable un correcto lavado de manos
antes de abrir el dispositivo de muestreo.

4.1 Dispositivos de muestreo

A menos que esté definido por regu-
laciones especificas, la decision princi-
pal que se debe tomar debe ser el tipo de
dispositivo que se va a utilizar. Existe una
gran diversidad de dispositivos de mues-
treo que pueden ser utilizados para la toma
de muestras de superficies. Al momento de
su seleccién deberan considerar aspectos
tales como el tamarfio del area a muestrear,
la facilidad de acceso vy el tipo de andlisis
que se le realizara a la muestra (cualitativo
o cuantitativo). En un PMA, es recomen-
dable utilizar una combinacion de dispo-
sitivos de muestreo diferentes, ya que no
existe un método ideal que permita mues-
trear con eficiencia todas las superficies de
una planta.

A continuacién, se presenta una des-
cripcion de los principales dispositivos de
muestreo comunmente utilizados en la in-
dustria de los alimentos dentro de su PMA.

- Hisopos. Son adecuados para tomar
muestras en lugares de dificil acceso vy,
generalmente, se usan para areas de 100
cm?. Estos dispositivos pueden ser muy
utiles para las pruebas ambientales cuan-
titativas (por ejemplo, para el recuento de
microorganismos indicadores). El hisopa-
do de superficies consiste en tomar una
muestra de una superficie previamente
delimitada (usualmente de 20 a 100 cm?)
mediante el empleo de dispositivo delimi-
tador (plancha de acero inoxidable u otro
material). En caso de no ser descartable,
es indispensable el delimitador sea esteri-
lizado previo a su uso. Los hisopos deben
retirarse, de manera aséptica, del envase
contenedor prestando especial atencion
en no contaminar de manera accidental la
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cabeza o cualquier otra parte del extensor.
Posteriormente, se humedece la punta, ya
sea con solucién diluyente o neutralizan-
te, retirando el exceso de liquido previo al
hisopado (presionando la punta contra las
paredes del recipiente con un movimien-
to de rotacion). Luego de esto, el hisopo
se inclina en un angulo de 30° y se frota 4
veces sobre la superficie delimitada por la
plantilla, cada una en direccién opuesta a
la anterior. De inmediato, el mismo se co-
loca en el envase contenedor y se envia al
laboratorio para su analisis.

- Esponjas. Estos dispositivos permiten
muestrear superficies de mayor tamano,
en general mayores a 100 cm?, e incluso,
en ocasiones, pueden esponjarse superfi-
cies del orden de 1 m2 o una media res. En
general suelen ser de celulosa o poliureta-
no, y pueden comercializarse en presenta-
ciones con o sin mango de agarre, y se-
cas y/o pre-hidratadas con alguna solucién
diluyente. Las esponjas deben retirarse de
manera aséptica de su recipiente utilizan-
do guantes o pinzas estériles, o manipu-
lando el recipiente para acceder al mango
del dispositivo. Se debe tener cuidado de
no contaminar la esponja o cualquier otra
parte del dispositivo que se volvera a in-
troducir en el recipiente. En caso de es-
ponjas secas, las mismas deben humede-
cerse previo a su uso. Para esto, primero
se sumerge la esponja en una bolsa estéril
con un volumen conocido de diluyente (en
general 10 ml), posteriormente se escurre
el excedente de liquido y se frota, vigoro-
samente, la superficie a muestrear en sen-
tido vertical, luego horizontal, y luego en
diagonal. Después de tomar muestras en
una direccioén, la esponja debe darse vuel-
ta y frotar en una direccion perpendicular.
Para el caso de superficies irregulares (cu-
chillas, equipos, utensilios) se debe frotar
abarcando la mayor cantidad de superficie
posible. Luego de esto, se coloca la espon-
ja nuevamente en la bolsa con el diluyente
y se masajea varias veces con el objetivo
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de liberar los microorganismos contenidos
en ella. El recipiente debe sellarse para ser
transportado.

- Placas de contacto o placas de RO-
DAC (por el inglés Replicate Organism Di-
rect Agar Contact) permiten Unicamente
realizar recuentos de microorganismos en
superficies planas, no porosas, y que ten-
gan recuentos superiores a 100 UFC/cm>.
Estas placas pueden contener medios de
cultivo nutritivos (Por ejemplo, para reali-
zar recuentos de bacterias aerobias tota-
les) como medios de cultivo selectivos y/o
diferenciales (para recuentos de grupos de
microorganismos especificos). Al momento
del muestreo, las placas son presionadas
suavemente sobre la superficie a analizar, y
luego son incubadas a la temperatura ade-
cuada de crecimiento de los microorganis-
mos buscados. Luego de esto, se procede
al recuento de colonias, expresando los re-
sultados se expresan como UFC/cm?. Es-
tas placas suelen tener entre 55-60 mm de
diametro segun el proveedor.

- Paletas con agar. Conocidos también
como laminocultivos. Dispositivos similares
a las placas de contacto la cual consiste en
una lamina plastica a la que se adhiere en
cada una de sus caras un medio de cultivo
determinado (agar bacterioldgico) que per-
mite realizar el recuento de microorganis-
mos. La lamina plastica se protege dentro
de un tubo plastico transparente y se fija al
tapdn (de forma fija o flexible dependiendo
de su aplicacién) y permite su manipula-
cioén sin tocar el medio de cultivo con los
dedos y evitar la contaminacion. General-
mente tienen una superficie de alrededor
de 7 a 10 cm? segun el proveedor.

- Enjuague. Este método suele ser utili-
zado para el andlisis de superficies vivas
(como las manos de los manipuladores),
para objetos pequeios, o para el muestreo
de superficies interiores de envases, bote-
llas, bolsas de plastico, entre otros. Depen-
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diendo de la muestra, el método consiste
en realizar un enjuague de la superficie o
una inmersion (manos, objetos pequefios)
en una solucién diluyente la cual sera pos-
teriormente analizada.

4.2 Diluyentes.

Generalmente, los diluyentes presentes en
los hisopos 0 esponjas comerciales son
los de uso mencionados en la norma ISO
6887-1, cuya composicién se presenta a
continuacién:

A) Diluyente salino de peptona (agua de
peptona tamponada 0,1%).

Peptona? 1,09
Cloruro de sodio (NaCl) 8,59
Agua destilada 1000 ml

@ Por ejemplo, digerido enzimatico de caseina.

B) Agua de peptona bufferada de con-
centracion normal (agua de peptona bu-
fferada 1%).

Peptona? 10,0 g
Cloruro de sodio (NaCl) 50g¢g
Hidrogeno fosfato disddico do- 9,09
decahidratado (Na,HPO,*12H,0)

b

Dihidrogeno fosfato potasico 159
(KH,PO,)

Agua destilada 1000 ml

@ Por ejemplo, digerido enzimatico de caseina.

® Si se utiliza hidrogeno fosfato disédico con un
contenido de agua diferente, se debe corregir
proporcionalmente la masa de este ingredien-
te. Por ejemplo, en el caso de hidrogeno fosfato
disddico anhidro (Na,HPO,), se utilizan 3,57 g.

C) Agua de peptona bufferada de con-
centracion doble.

Se prepara disolviendo una cantidad
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doble del medio comercial completo des-
hidratado en 1000 ml de agua. Si el mis-
mo se prepara a partir de los ingredientes
individuales, solamente se necesita anadir
el doble de los dos ingredientes del buffer
(Na,HPO,12H,0 y KH,PO,).

D) Diluyente de buffer fosfato.

Hidrogeno fosfato disodico do-| 9,0g
decahidratado (Na,HPO,*12H,0)
Dihidrogeno fosfato potasico (KH-| 1,5¢g
,PO,)

Agua destilada 1000 ml

@ Si se utiliza hidrogeno fosfato disédico con
un contenido de agua diferente, se debe corre-
gir proporcionalmente la masa de este ingre-
diente. Por ejemplo, en el caso de hidrogeno
fosfato disédico anhidro (Na,HPO,), se utilizan
3,57 g.

4.3 Agentes neutralizantes.

Durante los procesos de limpieza de
la mayoria de las industrias alimenticias
(incluyendo las procesadoras de carne y
productos carnicos), se utilizan productos
quimicos con el objetivo de inactivar los
microorganismos presentes en el ambien-
te de procesamiento. Estos desinfectantes
pueden seguir teniendo actividad bacterici-
da y/o bacteriostatica, incluso tiempo des-
pués del evento de muestreo, por lo que
si sus residuos no son adecuadamente in-
activados pueden interferir en los ensayos
a realizar. Por ejemplo, pueden reducir la
poblacidon microbiana dentro una muestra
antes de que se realicen los andlisis en el
laboratorio, o directamente inhibir el creci-
miento de un microorganismo determinado
en los medios de cultivo normalmente utili-
zados para su busqueda. En resumen, esto
puede ocasionar conteos reducidos para
métodos cuantitativos o resultados falso
negativos para métodos cualitativos y, por
lo tanto, no reflejando de manera fidedigna
los potenciales riesgos presentes en el en-
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torno de produccién.

Para sortear este inconveniente, los
dispositivos de recoleccion de muestras,
como hisopos o esponjas, deben incor-
porar componentes que puedan neutrali-
zar efectivamente cualquier desinfectante
presente. Para seleccionar un neutralizan-
te (o combinacién de neutralizantes), debe
conocerse qué tipos de desinfectantes se
utilizaron en planta, ya que no todos son
igualmente de efectivos contra las diferen-
tes clases de desinfectantes. Asimismo,
es importante considerar que los neutra-
lizantes a utilizar sean compatibles con
las pruebas que se realizaran a continua-
cion. La mayoria de los hisopos y espon-
jas disponibles en el comercio incluyen una
combinacion de soluciones neutralizantes
como parte de las formulaciones estandar
o patentadas. A continuacion, se presen-
tan los agentes neutralizantes comidnmen-
te utilizados en los dispositivos de toma de
muestras ambientales y su composicion:

A) Caldo Letheen.

Digerido enzimatico de tejido animal | 10,0 g
Extracto de carne 509
Polisorbato 80 509
Cloruro de sodio 5049
Lecitina 0,7g

Este caldo posee capacidad neutrali-
zante de desinfectantes con base yodo,
compuestos de amonio cuaternario y clo-
ro. Sin embargo, no neutraliza productos
que contengan mercurio, formaldehido o
glutaraldehido. Por otra parte, tiene pro-
piedades de enriquecimiento, por lo que la
superficie deberia limpiarse después de la
toma de muestra.
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B) Buffer neutralizante.

Complejo de sulfonato de arilo 508
Tiosulfato de sodio 0,16 g
Fosfato de potasio, monobasico | 0,0425 g

Este buffer no neutraliza efectivamen-
te los desinfectantes con fenol, mercurio,
formaldehido o glutaraldehido (aunque ac-
tualmente son poco utilizado en la industria
alimentaria debido a su toxicidad). Tiene la
ventaja de no contener agentes de enrique-
cimiento, por lo que no es necesario volver
a limpiar el sitio de muestreo después de la
toma de muestra. Debido a que la formula-
cién contiene complejo de aril sulfonato, es
posible que, en ciertos casos, la muestra
requiera de una etapa de dilucién antes de
realizar ensayos de base molecular.

C) Buffer neutralizante D/E.

Digerido enzimatico de caseina 5049
Extracto de levadura 259
Polisorbato 80 5049
Dextrosa 10,0g
Lecitina 709
Tioglicolato de sodio 109
Tiosulfato de sodio 6,09
Bisulfito de sodio 259
Purpura de bromocresol 0,02 g
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Este buffer fue desarrollado por Dey
and Engley en 1970, para la neutralizacién
y evaluacion de agentes desinfectantes
y antisépticos. Debido a que contiene un
tinte indicador y posee capacidades de
enriquecimiento, las superficies se deben
volver a sanear después de recolectar una
muestra.

D) Agua peptonada bufferada.

No se recomienda su uso en superficies
desinfectadas ya que tiene una capacidad
neutralizante minima. Por otra parte, tiene
propiedades de enriquecimiento, por lo
que la superficie deberia limpiarse después
de la toma de muestra.

La efectividad de los agentes neutrali-
zantes contra los desinfectantes comun-
mente utilizados en la industria de los ali-
mentos puede variar. Un resumen de ello
se presenta en la Tabla 42.
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Tabla 42. Efectividad de los agentes neutralizantes contra desinfectantes de uso comun en la in-

dustria de los alimentos.

Agente neutralizante
. . Caldo Buffer Buffer Agua

Tipo de desinfectante Letheen neutralizante neutralizante D/E peptonada

Compuestos cuafternarios S| sI 3| NO

de amonio

Fenoles SI NO Sl NO

Yodo y cloro SI Sl Sl NO

Compuestos de mercurio NO NO SI NO

Formaldehido NO NO Sl NO

Glutaraldehido NO NO Sl NO

Amqu peroxm.cetlco y POCO NO Sl NO

peroxido de hidrégeno
Acidos ] NO 5] NO

4.4 Almacenamiento y transporte de
muestras.

El almacenamiento y transporte de las
muestras es el paso final en el proceso de
muestreo ambiental debiendo poner espe-
cial atencién en algunos aspectos. Si las
muestras tomadas con hisopo, esponja o
mediante enjuague se analizan en un labo-
ratorio externo a la planta, los mismos de-
ben transportarse refrigerados (4-8°C) a fin
de asegurar la vida Util de la muestra hasta
su llegada al laboratorio (segun lineamien-
tos descriptos en la norma ISO 18593). Los
recipientes utilizados para el transporte de-
ben estar limpios y desinfectados. Deben
incluir material refrigerante y mantener una
temperatura adecuada durante el transpor-
te. El tiempo de transporte entre la toma
de muestra y la recepcion en el laboratorio
estara en funcion tanto de dicha tempe-
ratura como del tipo de agente diluyente/
neutralizante utilizado. Normalmente este
tiempo no debe exceder las 24 h (excep-
cionalmente las 36 h). Sin embargo, exis-
ten dispositivos comerciales para la toma
de muestras que emplean diluyentes que
permiten el mantenimiento de viabilidad
microbiana por 96 h.
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No se debe permitir que las muestras se
congelen en ninguna circunstancia, ya que
esta condiciéon puede afectar la viabilidad
de los microorganismos presentes. Por su
parte, las muestras tomadas con placas o
paletas de contacto deben incubarse antes
de transcurridas las 4 h.

4.5 Métodos de analisis.

Una vez recibidas las muestras en el
laboratorio, se procedera con el andlisis
de estas mediante el empleo de métodos
acordes a los objetivos perseguidos con el
muestreo. Si se pretende aplicar métodos
rapidos, la recomendacion es que se elijan
aquellos se cuenten con validaciones para
las matrices de interés. En los capitulos VII
y VIl se describen los diferentes métodos
rapidos disponibles en el mercado tanto
para andlisis cuantitativos como cualitati-
vos gue se podrian aplicar para la busque-
da de microorganismos en el marco de un
PMA. Para su seleccién se recomienda ve-
rificar que estén validados para muestras
ambientales.
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5) DETERMINACION DE LOS NIVELES
MAXIMOS PARA MICROORGANISMOS
INDICADORES.

Ya sea que utilice el recuento de Ente-
robacteriaceae o de coliformes como mé-
todo de indicadores cuantitativos, es muy
importante determinar los valores de UFC
de punto de partida que se esperaria en-
contrar en condiciones normales de opera-
cion y qué recuentos serian inaceptables.
Esto implica trabajar para establecer los
valores de punto de partida y los niveles de
accion para los que se desvian del punto de
partida. Una estrategia seria tomar mues-
tras de diferentes puntos pertenecientes a
una misma zona, intensivamente, durante
un periodo de seis meses con el objetivo
de establecer los niveles de punto de par-
tida (muestreo preliminar de investigacion)
en UFC/cm2. Otra manera de establecer
dichos valores seria aprovechar los datos
historicos con los que cuenta la planta en
relacion con los recuentos de indicadores.
Esto puede ayudar a comprender las ten-
dencias y variaciones en los indicadores a
lo largo del tiempo, lo que facilitara la de-
terminacién de valores limites.

Los valores limites pueden variar
segun el tipo de superficie y su funcion.
Las superficies en contacto directo con
alimentos (zona 1), como mesas de corte y
equipos de procesamiento, deberian tener
valores limites mas bajos que las superficies
de areas no directamente relacionadas con
la manipulacion de alimentos (zona 3 y
4). En la tabla 43 se presenta, a modo de
ejemplo, algunos valores limites de recuento
de Enterobacteriaceae que podrian ser
utilizados para diferentes zonas de una
planta elaboradora de productos carnicos.
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Tabla 43: Valores limites sugeridos de recuen-
to de Enterobacteriaceae (UFC/cm?) utilizados
para diferentes zonas de una planta elaborado-
ra de productos carnicos.

Valores limites de
Zonificacion Enterobacteriaceae
(UFC/cm?)
Zona 2 1a10
Zona 3 10-50
Zona 4 50-500

Cabe destacar que cada planta es
quien debe establecer tanto los valores de
referencia como los valores inaceptables
(Criterio Pasa/No Pasa) para cada zona de
muestreo, en base ciertas caracteristicas
tales como el disefio y las caracteristicas
de la planta, el programa de limpieza y des-
infeccion, especificaciones comerciales
y/o decisiones de la planta entre otros.

Después del saneamiento, es de es-
perar niveles bajos de microrganismos in-
dicadores en las superficies. Las mejoras
en el proceso de limpieza y desinfeccion,
la reparacion de los equipos y los cambios
en los procesos pueden permitir la aplica-
cion de una nueva linea de referencia y de
limites aceptables mas bajos. Toda des-
viacién significativa (por ejemplo, 1 log)
por encima del nivel del punto de partida
constituye una causa especial para una ac-
cion correctiva. Se debera tener en cuenta
variables como la estacionalidad, las dife-
rencias geograficas, y cualquier otro factor
que pueda afectar los valores de UFC/cm?
del punto de partida. Los niveles de refe-
rencia determinados representan lo que un
programa de limpieza y desinfeccién pue-
den ofrecer de forma consistente a través
del proceso o de la planta y, por lo tanto,
pueden utilizarse para exponer resultados
que estan fuera de especificacion.

Los datos generados producto de un
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LogUFC/cm'

PMA deben ser analizados de la forma mas
efectiva y dinamica posible. Para esto se
puede realizar analisis de tendencias y la
construccion de gréficas, entre otras. En
este caso se debe elegir el método que
mas convenga y con el que el analista se
sienta mas comodo. Es comun que ciertas
empresas generen muchos datos y a la h
de procesarlos para convertirlos en infor-
macion valiosa para el sistema de gestion
no sepan como interpretarlos. Es clave que
dentro de las actividades establecidas se
incluya esta actividad, donde lo ideal es
no dejar pasar mucho tiempo, para que se
puedan tomar acciones correctivas si este
fuera el caso.

La Figura 46 representa un analisis de ten-
dencias para el recuento de Enterobacte-
riaceae en diferentes puntos de lazona 1y
su valor de referencia establecido.

Recuento de Enterobacteriaceae

Recusnto de coliformes

Figura 46. Andlisis de tendencia para el re-
cuento de Enterobacteriaceae (Log UFC/cm?)
en diferentes puntos de zona 1 (puntos 1 a 18)
y el valor de referencia establecido.

La Figura 47 presenta datos microbio-
l6gicos hipotéticos de analisis de tenden-
cias de recuento de microorganismos indi-
cadores en muestras ambientales en una
planta elaboradora de alimentos. La linea
horizontal continua representa un criterio
microbiolégico hipotético por encima del
cual una muestra se considera s6lo margi-
nalmente aceptable. Un criterio basado en
la presencia de mas de un numero especi-
fico de muestras marginales dentro de un
periodo de tiempo especifico seria la base
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para determinar si un proceso esta fuera de
control y requiere acciones correctivas.

Del analisis de los datos se desprende
que el sistema de calidad e inocuidad im-
plementado se encuentra bajo control (a)
(incluso con un sistema bien controlado,
las desviaciones ocasionales ocurren)|), fal-
ta de control por exceso de variabilidad (b)
(gran dispersién de valores que cumplen
con el criterio de aceptacion), pérdida de
control debido a una variabilidad gradual
(c) y subita (d), y pérdida de control debido
a fallas recurrentes (e).
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Figura 47. Andlisis de tendencia para el recuen-
to de microorganismos indicadores. Proceso
bajo control (a), sin control (b), con una pérdida
gradual (c) y subita del control (d), y con una
pérdida de control por fallas recurrentes ().
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Una tendencia al alza en los valores de
indicadores, o una desviacién repentina del
punto de partida establecido, seria causa
para iniciar una investigacion y acciones
correctivas. El equipo de respuesta debe
evaluar cuidadosamente los datos de la
tendencia con el paso del tiempo para es-
tablecer qué es lo que constituye una ten-
dencia significativa.

El analisis de los datos debe realizarse
periédicamente para identificar tendencias
y problemas especificos que permitan in-
troducir medidas correctivas adecuadas.
Por ejemplo, el andlisis frecuente puede
ayudar a identificar una tendencia al au-
mento del nimero de microorganismos
indicadores, lo que puede permitir que las
plantas tomen medidas antes de que se
produzca una falla mayor (presencia de
un microrganismo patdégeno). El analisis a
mas largo plazo también puede favorecer
la comprension de los efectos de la esta-
cionalidad e identificar oportunidades de
mejoras operacionales y de los productos.

6) ANALISIS DE HIGIENE Y DETECCION
DE MICROORGANISMOS

Para minimizar el riesgo de contami-
nacion cruzada de un alimento, la super-
vision de la higiene del ambiente de pro-
cesamiento es un paso fundamental en las
plantas alimenticias. Las industrias esta-
blecen POES, que consisten en un paso
de limpieza seguido de otro paso de des-
infeccion. La limpieza es el procedimiento
que se realiza con el fin de eliminar la ma-
teria organica de una superficie, que puede
actuar como fuente de nutrientes para los
microorganismos. De esta manera, la elimi-
nacién de los residuos organicos reduce la
oportunidad de que los microorganismos
crezcan o se multipliquen, y a la vez, au-
mentando la eficacia de los desinfectantes
que se aplican a continuacién. Segun las
caracteristicas del proceso productivo y/o
del equipamiento, la limpieza puede ser
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himeda o seca. La desinfeccion, por su
parte, es el procedimiento que se realiza
con el fin de reducir a niveles admisibles la
cantidad de microorganismos que sobrevi-
ven a la limpieza fisica.

El monitoreo ambiental debe estable-
cerse de una manera holistica el cual con-
temple el uso de diferentes elementos para
asegurar tanto la inocuidad como la calidad
alimentaria. En este sentido, el mismo debe
incluir analisis que detecten residuos or-
ganicos y de alérgenos, como asi también
andlisis que determinen los niveles de mi-
croorganismos indicadores y de deterioro y
la presencia o no de patdgenos (Figura 48).

&

Organismos
indicadores

Monitorec de
alérgenos

Monitoreo
de ATP

Organismos
de deterioro

Organismos
patogenos

Figura 48. Analisis de higiene y detecciéon de
microorganismos en superficies ambientales.

Herramientas para el monitoreo
de higiene

La evaluacion de la efectividad de los
POES se realiza en las industrias por mé-
todos tradicionales de monitoreo micro-
bioldgico de superficie por recuento en
placa. Aunque estos métodos son fiables
y son considerados como gold standard,
los tiempos de analisis los hacen impracti-
cos para una verificacion de rutina, ya que
requieren periodos de incubacién que va-
rian de 24 a 72 h. Otra desventaja de los
métodos tradicionales es que no proveen
informacién respecto a la presencia de re-
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siduos de alimentos en las superficies, que
pudieran servir de nutrientes y permitir a
los microorganismos danados o estresa-
dos recuperarse y formar biofilms.

Por este motivo, se han desarrollado
métodos alternativos, rapidos y sencillos,
como lo son la deteccion de adenosin tri-
fosfato (ATP) por bioluminiscencia y la de-
teccion de proteinas (alérgenos), a través
de los cuales se obtienen resultados casi
de inmediato, permitiendo adoptar de ma-
nera rapida acciones correctivas, en caso
de ser necesario.

Sin embargo, estas pruebas rapidas no
han sido desarrolladas para reemplazar las
pruebas de microbiologia tradicional, sino
que son una herramienta complementaria
que permite hacer eficientes los procesos
de higiene, garantizando un monitoreo
efectivo cuando se han implementado sis-
temas de calidad.

- El método de deteccion de ATP por bio-
luminiscencia consiste en evaluar la pre-
sencia de ATP en una superficie por medio
de una reaccién enzimatica catalizada por
la enzima luciferasa. Para esto, se toman
muestras con un hisopo que contiene el
reactivo de la enzima (luciferina). En pre-
sencia de ATP, una molécula energética
presente en residuos bioldgicos, la enzima
luciferasa cataliza la conversién de ATP en
AMP, lo que genera una emisién de luz (Fi-
gura 48). La luz emitida como consecuen-
cia de la reaccion se detecta mediante un
lumindmetro y se expresa numéricamente
en unidades relativas de luz (URL). El resul-
tado de URL es directamente proporcional
a la cantidad de ATP presente en la mues-
tra. Asi, una lectura alta de indica una gran
cantidad de ATP en la muestra, lo cual a
su vez representa una limpieza inadecuada
y la presencia de posibles contaminantes
de origen biolégico. Mientras que una lim-
pieza adecuada, se traduce en cantidades
menores de ATP, y en consecuencia una
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lectura de URL menor.

Mussired o sipsioss
magiarn A

ATP + Luciferina Quilucifering + ADP +

Figura 49. Determinacion de los niveles de ATP
en superficies mediante bioluminiscencia.

El equipo de luminiscencia utilizado
permite clasificar los resultados obtenidos
en tres categorias: Pasa, Alerta y Falla. La
configuracion de estas categorias es una
parte fundamental de la ejecucién de un
programa exitoso de monitoreo de ATP. Los
limites de URL pueden variar en funcion
del tipo de producto fabricado, asi como
también de la superficie que esta siendo
analizada. Los equipos de luminiscencia
generalmente proporcionan limites de URL
recomendados, que cumplen las normas
de higiene de la mayoria de los fabricantes.
Sin embargo, cada planta procesadora de
alimentos debe establecer las especifica-
ciones técnicas para limitar los riesgos.

En caso de un resultado de ATP de Aler-
ta o Falla, deben implementarse acciones
correctivas de manera inmediata.

- Los métodos de deteccion de residuos
de proteinas permiten detectar la presen-
cia de alérgenos en alimentos. Numerosos
alimentos, tales como la leche, huevos,
pescado, frutos del mar, legumbres, fru-
tos secos y cereales, entre otros, pueden
causar reacciones alérgicas. Cerca del 1%
de la poblacién mundial es alérgica a com-
ponentes (generalmente proteinas) encon-
trados en alimentos. Las reacciones alérgi-
cas varian en funcion de la sensibilidad de
cada persona. Algunas reacciones pueden
ser moderadas, tales como lagrimeo, rinitis
y cefalea, pero en ocasiones, pueden llevar

Luz
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a la ocurrencia de shock anafilactico grave
en individuos extremadamente sensibles.
Las industrias alimentarias que trabajan
con alérgenos conocen la importancia de
tener implementados protocolos de lim-
pieza capaces de evitar cualquier riesgo
de contaminacién cruzada de alérgenos
entre diferentes productos elaborados en
las mismas lineas de produccién, como
asi también alertar sobre la presencia de
alérgenos en los alimentos producidos me-
diante el etiquetado correspondiente.

Los protocolos de limpieza y desinfec-
cion, aunque pueden ser eficientes desde
un punto de vista higiénico, pueden ser in-
eficaces para la eliminacion de alérgenos.
Por este motivo, resulta necesario disenar
un correcto protocolo de limpieza de alér-
genos, el cual debe ser validado y luego
verificado de manera rutinaria para deter-
minar la presencia o no de los alérgenos en
las lineas de produccion (Figura 50).

& Provee evidencia de que ¢l proceso de limpieza reduce la concentracion de

Validacion de limpicza
de alérgenos

alérgenos a miveles aceptables

o Método especifico de deteccion de alérgenos

e Serealiza luego de la implementacién de un POES para verificar de manera

Verificacion de
limpieza de alérgenos .

rutinaria que el proceso de limpieza estd funcionando.

Es un requerimiento dentro de un programa de control de alérgenos.

o Método especifico o no especifico de deteceidn de alérgenos

Figura 50. Validacién y verificacion de limpieza de alérgenos alimentarios.

Para la etapa de validacion, se deben
utilizar métodos analiticos especificos, que
aportan informacién directa sobre proteinas
especificas de los alérgenos. Los métodos
especificos mas comunes son los inmuno-
l6gicos, como el enzimoinmmunoensayo
(ELISA). Estos métodos permiten detec-
tar y cuantificar los alérgenos en las lineas
de produccioén antes y después de la apli-
cacion de los POES, y asi determinar si el
protocolo de limpieza disefiado es capaz de
eliminar los alérgenos hasta niveles acepta-
bles de seguridad. Tras validar el proceso
de limpieza, este tiene que ser verificado. El
proceso de verificacion tiene como objetivo
demostrar que cada vez que se emplea el
proceso de limpieza, éste funciona correcta-
mente y es capaz de eliminar los alérgenos.
Para este paso es posible emplear métodos
especificos 0 métodos no especificos, los
cuales aportan informacién indirecta del
riesgo, tales como las tiras rapidas que per-
miten determinar la presencia o no del alér-
geno en funcién del umbral de seguridad.
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Los métodos de deteccion de residuos de
proteinas a través de las tiras rapidas son
muy sencillos de realizar por personas sin
conocimientos técnicos y permiten obtener
resultados de manera inmediata.

7. ANALISIS DE AIRE

El aire se considera una fuente de con-
taminacion al ser un vehiculo muy propicio
para el arrastre de particulas fisicas, quimi-
cas y/o bioldgicas que pueden causar pro-
blemas. Para su evaluacion, existen diferen-
tes métodos. Uno de los mas utilizados es el
método de sedimentacion en placas de agar
(método pasivo), el cual consiste en expo-
ner al ambiente, en diferentes puntos de la
planta, placas de Petri con medio de cultivo
solido durante un tiempo determinado con
el objetivo de que los microrganismos pre-
sentes en el aire sedimenten en el medio de
cultivo por accion de la gravedad. El tiempo
de exposicion depende del ambiente a eva-
luar, mientras mayor sea la contaminacion
menor sera el tiempo. El “Standard methods
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for the examination of Dairy Products”, reco-
mienda como tiempo de exposicién 15 min.
Transcurrido el mismo, las placas se incu-
ban en estufa para luego realizar el recuento
de las colonias obtenidas (UFC/min o UFC/
placa). Con este método se detectan los mi-
croorganismos con potencialidad para caer
sobre la superficie de la placa, lo cual simu-
la una contaminacién de producto expuesto
en una linea de produccién.

Dentro de las ventajas del método po-
demos mencionar la facilidad de imple-
mentacion y el costo. Como desventajas se
mencionan una incapacidad para medir el
ndmero de microorganismos por volumen
de aire (lo cual conlleva una dificultad ala h
de comparar y estandarizar resultados) y la
existencia de multiples factores que pueden
alterar la sedimentacion de los microorga-
nismos (corrientes de aire), afectando por
tanto a los resultados, y a la posibilidad de
comparar distintas series analiticas debido
a la variabilidad de los resultados obteni-
dos. En muchos casos este método deberia
serconsiderado como de “analisis general”
de la calidad de aire, pero no para comparar
resultados entre diferentes areas de la plan-
ta ya que no es estandarizable.

Otro de los métodos comunmente uti-
lizados para medir la contaminacion del
aire es el de impactacion (método activo),
el cual implica la recolecciéon de microrga-
nismos mediante el empleo de un disposi-
tivo conocido como impactador. El mismo
produce un flujo de aire el cual es dirigido
sobre el medio de cultivo, de tal manera
que las particulas del aire impacten y que-
den retenidos en placas o tiras con medio
de cultivo solido o semisdlido, y/o medio
de cultivo liquido. Existen diversos tipos de
impactadores (multiorificio, en cascada, de
rendija, y trampa de esporas entre otros) los
cuales varian en caracteristicas tales como
el caudal de muestreo, la distancia entre la
entrada de aire y la superficie de impacta-
cion, el numero de orificios, la longitud de

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

los orificios de entrada de aire, etc.

La impactacién en placa de Petri con
agar presenta la ventaja de que los mi-
croorganismos pueden ser captados di-
rectamente en el medio de cultivo para su
subsiguiente incubacién y conteo de colo-
nias que se han formado sin necesidad de
un procesamiento posterior al muestreo.
Asimismo, tiene la posibilidad de medir el
volumen de litros de aire recolectados con
lo cual se puede informar la concentracion
microbiana en UFC/cm?3. Se debe recordar
que no existen normativas para calidad de
aire en la industria de los alimentos (como
si los hay para la industria farmacéutica y
cosmética) sino que cada planta debe es-
tablecer sus valores limites.

Calidad de aire comprimido

Siempre que el aire comprimido entre en
contacto con los alimentos, es preciso ex-
tremar la precaucion, ya que el mismo no
es puro por naturaleza. Al enfriarse, el aire
comprimido se condensa en forma de hu-
medad. Por lo tanto, para evitar la contami-
nacion del alimento es importante disponer
de aire comprimido de la calidad apropia-
da en cada caso. Por ejemplo, en la norma
ISO 8573-1 se mencionan requisitos de
calidad para aire comprimido y determina
qué cantidad méaxima de contaminantes y
tamanos de particulas puede contener cada
clase correspondiente. En este sentido, las
normas definen estandares lo que permite
que puedan ser utilizados a nivel mundial.
La contaminaciéon del aire comprimido por
microorganismos, aceites, humedad o par-
ticulas puede trasladarse al producto final y
provocar una enorme pérdida de calidad. Es
recomendable incluir el control de la calidad
de aire comprimido dentro de los sistemas
de programas de monitoreo de contaminan-
tes en una planta elaboradora de alimentos.

8. ACCIONES CORRECTIVAS FRENTE A
DESVIOS EN LOS RESULTADOS

A través de la implementacidon de un
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PMA en una industria alimenticia, se obtie-
nen numerosos datos, los cuales deben ser
analizados de manera holistica generando
conocimiento que permita tomar acciones.
El aumento de microorganismos indicado-
res, de deterioro y/o la presencia de pato-
genos permite identificar puntos de desvio
en las condiciones sanitarias, los cuales
deben desencadenar en una investigaciéon
y analisis de causa raiz, como asi también
en la implementacion de acciones correc-
tivas apropiadas, de manera tal de retomar
los valores de base o incluso mejorarlos.

Si se obtiene un resultado positivo para
microorganismos patdégenos identificados
como peligros en cualquiera de las zonas
de muestreo, el area se debe examinar a
fondo visualmente y a través de hisopado
de vectores con el objetivo de determinar la
extensiéon de la contaminacion y poder es-
tablecer las causas potenciales del proble-
ma. El hisopado de vectores implica tomar
multiples muestras ambientales adiciona-
les en torno al lugar en donde se encuentre
el resultado positivo. Este muestreo gene-
ralmente se hace en un patron tipico “este-
lar” o “de 360°” alrededor del sitio positivo
inicial como se muestra. Habitualmente, se
toman de 10 a 15 muestras adicionales con
esponja o hisopo alrededor de los lugares
positivos iniciales. EI muestreo debe irra-

Acciones correctivas a corto plazo

& Restringir el acceso al drea;

& [nterrumpir  las funciones e
inspeccionar el drea v los
equipos.

& Tomar mucstras con hisopos de
vectores  del sitio que  arroji

resultado positivo

o Bealizr un muesireo
preoperacional. Mo reimciar las
operaciones hasta que todas las
muesitas den resultados
negativis.

e Aumentar la  [recuencia  de
muestreo. Reanudar frecuencia
previa  luego  de ires dias
consecutivos de resultados
negativos.

diarse a partir del lugar positivo inicial ha-
cia todas las direcciones, incluyendo hacia
arriba y hacia abajo, si corresponde.

Las acciones correctivas especificas
tomadas deben estar basadas en una eva-
luacion de la posibilidad de contaminacion
de un producto terminado y en la ubicacién
del lugar positivo inicial. En este sentido, no
deberia tener el mismo impacto un hallazgo
de Salmonella o de L. monocytogenes en
una muestra perteneciente a la zona 1 que
en muestras de zonas 2, 3y 4 ya que en
este caso no necesariamente se involucra
al producto terminado, con lo cual la deci-
sidbn que se tome debe ser consensuada
por el equipo de gestion correspondiente.

Dado que las razones que llevan a ob-
tener un resultado positivo de microorga-
nismos patdgenos en el ambiente son pro-
bablemente especificas de cada planta en
particular, la medida de accion correctiva
diferird de planta a planta en base a los
productos alimenticios finales.

De manera general, todo plan de ac-
cion de la planta debe describir acciones
correctivas a corto y a largo plazo, y deben
ser especificas para cada una de las cuatro
zonas (Figura 51).

Acciones correctivas a largo plazo

¢ Eliminar nichos en dreas
potenciales.

e Eliminar fuentes y acumulacion
de agua

& Reparar danios en la estructur,

& Revisar las BPM.

® Actualizar revisar los
procedimientos de  limpesa v
desinfeccion

® Realizar auditorias  de  las
pricticas de  produccion ¥
manienimicnio,

o Relorzar las pricticas de higiene
persenal y
Capacilacionss,

reforzar

Figura 51. Acciones correctivas a corto y largo plazo ante la deteccién de un microorganismo pa-

tégeno en el ambiente.
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Algunas posibles acciones correctivas son:

- Interrumpir las funciones e inspeccionar
los equipos.

- Limpiar y desinfectar a fondo todos los
equipos, superficies y herramientas del
area.

- Cambiar los productos quimicos de lim-
pieza utilizados como desinfectantes.

- Modificar las frecuencias y tiempos de
desinfeccion.

- Capacitar al personal o realizar supervi-
sién adicional.

Si luego de la implementacion de las
acciones correctivas continla detectando-
se el agente patdgeno en el ambiente, pue-
de ser indicio de que el mismo se instald en
la planta (cepa residente) y se esta multipli-
cando. Por lo tanto, es de vital importancia
llevar adelante acciones correctivas mas
agresivas para erradicar el microorganis-
mo. En una situacion rara y extrema, donde
la zona problema no puede ser eliminada,
el area debe aislarse fisicamente del resto
de la planta, en cuarentena, hasta que se
pueda encontrar una solucion definitiva.

A continuacion, se presentan algunos
ejemplos de acciones  correctivas
que se podrian implementar como
producto de un desvio en el andlisis de
microorganismos indicadores (Por ejemplo:
Enterobacteriaceae o Listeria spp.) en
diferentes zonas de una planta elaboradora
de alimentos.

Zona 1

- Retener el producto elaborado si se va a
realizar un analisis de Salmonella spp. o L.
monocytogenes en la zona.

- Aislar la zona sospechosa y restringir ac-
ceso.

- Desarmar la linea y realizar muestreo de
vectores adicionales alrededor del resulta-
do positivo antes de la limpieza.
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- Desarmar la linea y realizar muestreo de
vectores adicionales (zonas 2, 3) antes de
la limpieza.

- Limpiar y desinfectar a fondo la linea.

- Realizar inspecciones preoperativas en
los equipos de la linea.

- Muestrear vectores adicionales antes de
poner en marcha la linea. Poner producto
en espera hasta obtener los resultados.

- Aumentar la frecuencia de muestreo de la
linea (zonas 1, 2 y 3) de semanal a diario.

- Reanudar el plan de muestreo de rutina
normal del PMA luego de 3 dias consecuti-
vos de resultados negativos.

- Tomar decisiones sobre la disposicion del
producto terminado como resultado de un
hallazgo positivo de Salmonella spp. o L.
monocytogenes en la zona 1.

- Tener en cuenta que hacer pruebas de lo-
tes de productos terminados en busca de
los patdgenos en respuesta a un resultado
confirmado de la zona 1 con el objetivo de
lanzar el producto al mercado no es una
practica recomendable.

Zona 2

- Detener la produccién y realizar limpieza
y desinfeccion.

Aislar la zona sospechosa y restringir acceso.

- Desarmar la linea y realizar muestreo de
vectores adicionales alrededor del resulta-
do positivo antes de la limpieza.

- Desarmar la linea y realizar muestreo de
vectores adicionales (zonas 1, 2, 3) antes
de la limpieza.

- Limpiar y desinfectar a fondo la linea.

- Realizar inspecciones pre-operativas en
los equipos de la linea.

- Muestrear vectores adicionales antes de
poner en marcha la linea.

- Aumentar la frecuencia de muestreo de la
linea (zonas 2 y 3) de semanal a diario.
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- Reanudar el plan de muestreo de rutina
normal del PMA luego de 3 dias consecuti-
vos de resultados negativos.

Zona 3

- Decidir si se detiene o no produccion (ba-
sado en la proximidad del sitio positivo).

- Evaluar aislar zona y restringir acceso (re-
comendable).

- Realizar muestreo de vectores adiciona-
les (zonas 2, 3 y 4) antes de la limpieza.

- Limpiar y desinfectar a fondo la linea.

- Realizar inspecciones pre-operativas en
los equipos de la linea.

- Tomar muestras antes de poner en mar-
cha la linea.

- Aumentar la frecuencia de muestreo de
la linea (zonas 2 y 3) de semanal/mensual
a diario.

- Reanudar el plan de muestreo de rutina
normal del PMA luego de 3 dias consecuti-
vos de resultados negativos.

Zona 4

- Evaluar el impacto del resultado. Si bien
un resultado positivo no implica al produc-
to terminado, brinda informacion vinculada
con el potencial de propagacién del pato-
geno por la planta.

- Evaluar aislar zona y restringir acceso (re-
comendable).

- Realizar muestreo de vectores adiciona-
les (zonas 3 y 4) antes de la limpieza.

- Limpiar y desinfectar a fondo el sitio.

- Tomar muestras del area y de vectores
adicionales del area después de limpiar y
desinfectar para verificar eficacia.

- Aumente la frecuencia de muestreo de la
linea (zonas 3 y 4) de mensual/bimensual a
diaria.

- Reanudar el plan de muestreo de rutina
normal del PMA luego de 3 dias consecuti-
vos de resultados negativos.

MANUAL PARA LABORATORIOS DE PLANTAS FRIGORIFICAS BOVINAS

No seria sorprendente encontrar oca-
sionalmente un resultado positivo de
Salmonella spp. o L. monocytogenes en
zona 4. Dicho hallazgo se debe tratar
agresivamente con el fin de minimizar el
potencial de propagacion del patdgeno
a otras partes de la planta. Asimismo,
un resultado positivo en algun sitio de la
zona 3, ante la ausencia de un positivo en
la zona 2, podria deberse a problemas de
flujo del trafico, problemas estructurales
o0 de mantenimiento entre otros.

El hallazgo de areas con problemas o
“zonas calientes” en la planta, repetidos y
persistentes en el tiempo, podria ser un in-
dicio de la presencia de “nichos” en donde
el patégeno se establecié y se puede estar
multiplicando. En este caso, se deben to-
mar acciones correctivas agresivas con el
objetivo de contener y corregir el problema.
Frente a este escenario es recomendable
que el equipo de gestién tome las siguien-
tes medidas como parte de un analisis de
causa raiz:

- Realizar un diagrama de la planta y ubicar
los sitios positivos para ayudar a definir el
alcance del problema.

- Implementar muestreos diarios de vecto-
res hasta que se corrija la situacion.

- Restringir el flujo de trafico en estas areas
lo mas posible.

- Inspeccionar visualmente las areas en
busca de nichos potenciales e intensificar
los esfuerzos de limpieza de estas areas.

- Reforzar las practicas de seguridad ali-
mentaria y BPM con los operadores de li-
nea y demas personal.

- Examinar las practicas de limpieza de equi-
pos y de mantenimiento preventivo; reali-
zando modificaciones segun sea necesario.

- Reparar dafios estructurales (Por ejem-
plo, pisos, paredes, otras estructuras) se-
gun sea necesario.

- Redisenar o realizar mantenimiento a los
equipos segun sea necesario.
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CAPITULO X

GUIA PARA ANALISIS
PARA CALIDAD DE AGUA POTABLE
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2. Coordinacion de Activos y Residuos Quimicos, Direccion General
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Programa de calidad del agua (Circular
Senasa 4247/2016)

El agua que es utilizada en los esta-
blecimientos elaboradores de productos
alimenticios debe ser potable (apta para
consumo humano). En el Cdédigo Alimen-
tario Argentino (Capitulo XIl, Art 982) y en
el Reglamento del Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria -De-
creto 4238/68- (Capitulo IV, Inciso 4.3.2) se
establecen las caracteristicas fisicoquimi-
cas, organolépticas y microbioldgicas para
asegurar la condicion de potable. Ademas,
los establecimientos exportadores deben
cumplir con los requisitos exigidos por los
paises de destino. En el anexo 5 se pre-
sentan los requisitos segun los principales
destinos de carne bovina.

El programa para el control de inocuidad
del agua potable empleada en las plantas
frigorificas es exclusiva responsabilidad de
la empresa. La verificacion de su cumpli-
miento es responsabilidad del Servicio de
Inspeccion Veterinaria (SIV) en planta.

La empresa debe contar con un proce-
dimiento operativo estandarizado (POE), en
el cual se detalla la toma de muestra con su
frecuencia, el plano de grifos numerados,
el procedimiento de clorinacion y el modelo
de planillas de registro. La empresa debe
realizar un monitoreo de control del proce-
so de clorinacion y el SIV debe verificar el
cloro libre pudiendo utilizar como primer
control el realizado por la empresa.

En la Circular Senasa 4247/2016 se
detallan los equipos de medicién de cloro
libre y clorinacién; como asi también el dia-
grama de grifos, fuentes de agua y mues-
treos oficiales.

Analisis microbioldgicosyfisicoquimicos

Los analisis microbiologicos y fisico-
quimicos oficiales deben ser realizados
por laboratorios autorizados por Senasa
(Ver capitulo Il de este manual), los cuales
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preferentemente deben contar con acredi-
taciones para los andlisis a realizar. Para
poder verificar si el laboratorio cuenta con
estas acreditaciones se puede solicitar el
certificado de acreditacion al mismo la-
boratorio, o bien verificar la web del Or-
ganismo Argentino de Acreditacion (OAA
https://oaa.org.ar/entidades-acreditadas/)
o de la institucion donde se haya realiza-
do el proceso de acreditacion: Organismo
Uruguayo de Acreditacion (https://www.
organismouruguayodeacreditacion.org/la-
boratorios-de-ensayo-le/), Entidad Nacio-
nal de Acreditacion-Espafa (https://www.
enac.es/entidades-acreditadas/busca-
dor-de-acreditados), International Accre-
ditation Service-IAS USA (https://www.ia-
sonline.org/), entre otras. Sin embargo, y de
acuerdo con la Circular Senasa 4247/2016,
los establecimientos que produzcan pro-
ductos exclusivamente para consumo in-
terno podran analizar sus muestras en la-
boratorios de universidades y otros orga-
nismos publicos.

Analisis de sustancias inorganicas y
contaminantes organicos

Actualmente, no existe una directiva
especifica para los andlisis de sustancias
inorganicas y contaminantes organicos
para establecimientos de faena bovina y
porcina. Hasta el ano 2020, las determi-
naciones se realizaban segun la oferta del
Instituto Nacional del Agua (INA). En el afio
2022, el Senasa abrio la inscripcién de la-
boratorios en la RedLab para el analisis de
rubros analiticos y se esta trabajando una
nueva Circular que incluye estos compues-
tos quimicos.

Considerando que aun no todos los
rubros analiticos que se abrieron para la
inscripcién a la RedLab poseen laborato-
rios autorizados por el Senasa para reali-
zar estos andlisis, se recomienda optar por
aquellos que demuestren calidad en los re-
sultados, como estar acreditados bajo nor-
ma ISO 17025 la mayor cantidad posible
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de parametros o laboratorios de la RedLab
autorizados en rubros similares en otras
matrices.

A continuacién, se presenta una serie
de tablas con distintos tipos de analisis
(microbioldgicos y fisicoquimicos) y sus

valores maximos permitidos segun lo esta-
blecido en el Codigo Alimentario Argentino
(CAA) y la Unién Europea (UE). De ser ne-
cesario que una muestra cuente con ana-
lisis bajo las 2 normativas, debera cumplir
con la mas restrictiva en cada parametro.

Tabla 44. Analisis microbiolégicos para agua potable segun CAA y UE.

Analisis Microbiolégicos

CAAY Directiva UE

Recuento de microorganismos aerobios
mesofilos a 22°C (ISO 6222)

menor a 500 UFC/mI

menor a 100 UFC/ml

Recuento de bacterias coliformes (ISO 9308-1)

Ausencia en 100 ml

Ausencia en 100 ml

Recuento de Escherichia coli (ISO 9308-1)

Ausencia en 100 ml

Ausencia en 100 ml

Recuento de Clostridium perfringens incluidas
sus esporas (1ISO 14189)

Ausencia en 100 ml

Recuento de Enterococos (ISO 7899-2)

Ausencia en 100 ml

Pseudomonas aeruginosa (ISO 16266)

Ausencia en 100 ml

(*) Revisar en el CAA, otras opciones de metodologias permitidas, ademas de las mencionadas en la presente tabla.

Tabla 45. Analisis microbiologicos para agua potable segun CAA y UE.

Analisis Fisicoquimicos

CAA Cap XIlI (mg/l)

UE 2184/2020 (mg/l)

Max 5 escala

Aceptable para los consumidores
Color . : .
Pt-Co y sin cambios anémalos
Olor Sin olores extrafios Aceptaple para 'Ios covsumldores
y sin cambios anodmalos
Turbiedad Max 3 NTU Aceptaple para _Ios copsumldores
y sin cambios anémalos
pH 6,5-8,5 6,5-9,5
Residuo fijo (mg/l) Max 1500 -
Conductividad (uS/cm) - Max 2500
Dureza Total (CO,Ca) (mg/l) Max 400 -
Bromato (mg/l) Max 0,01 Max 0,01
Cianuro (mg/l) Max 0,10 Max 0,05
Segun temperatura
Fluoruro (mg/l) de la zona de toma Max 1,5

de muestras
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Analisis Fisicoquimicos CAA Cap XIlI (mg/l) UE 2184/2020 (mg/l)
Cloruros (mg/l) expresado como Cl- Max 350 Max 250
Sulfatos (mg/l) expresado como SO,? Max 400 Max 250
Nitratos (mg/l) expresado como NO,_ Max 45 Max 50
Nitritos (mg/l) expresado como NO* Max 0,10 Max 0,50
Amoniaco (mg/l) expresado como NH_, Max 0,20 Max 0,50
Cloro activo residual (mg/l) Min 0,20 -
Oxidabilidad (mg O,/I) - Max 5

En el anexo 5 se comparan los parame-
tros para contaminantes quimicos. Ade-
mas, se incluyeron parametros que no figu-
ran en la Circular Senasa 4247/2016, aun-
que son parte de las normativas de China,
UE y CAA. En este anexo, los plaguicidas
que figuran en la columna de UE son a
modo de ejemplo, ya que en la normativa
se incluyen familias de plaguicidas sin es-
pecificar compuestos en particular.

FRECUENCIAS DE MUESTREO
Analisis microbioldgico

En el Senasa ya se establecieron los
grupos con las sustancias que se deben
incluir y sus respectivos parametros, los
cuales seran solicitados en muestras de
agua segun CAA y UE. Si bien no se inclu-
yen todos los que figuran en la normativa
UE, fueron considerados los de mayor re-
levancia o riesgo.

Tabla 46. Frecuencia de muestreo de agua para analisis microbioldgicos segun tipo de estableci-
miento y fuente de aprovisionamiento (Circular Senasa 4247/2016, Anexo ll).

Tipo de establecimiento

Frecuencia de muestreo segun fuente
de aprovisionamiento

Plantas de faena, plantas de procesamiento
de animales de caza. Establecimientos no
incluidos en otras frecuencias (ej.: despostada,
fabrica de chacinados y afines, triperias)

Establecimientos elaboradores de gelatinas,
plasma sanguineo comestible, margarinas,
graserias, elaboradores de ovoproductos.

Elaboradores de subproductos de origen animal
destinados a consumo animal y opoterapico.

Establecimientos dadores de frio, depdsitos
sin actividad de frio, depdsitos de productos
comestibles y depdsitos subproductos de
origen animal destinados a consumo animal,
acopio y clasificacion de huevos, curtiembres.

Lagun_a, rioo Agua de Agua de red
vertiente pozo
QUINCENAL MENSUAL
BIMESTRAL
TRIMESTRAL
SEMESTRAL
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Analisis fisicoquimico

Tabla 47. Frecuencia de muestreo de agua para analisis fisico-quimicos segun tipo de estableci-
miento y fuente de aprovisionamiento (Circular Senasa 4247/2016, Anexo |l).

Agua de pozo

Tipo de establecimiento (Semestral)

Plantas de faena, plantas de procesamiento de animales de caza.
Establecimientos no incluidos en otras frecuencias (gj.: despostada,

fabrica de chacinados y afines, triperias)
En cada pozo,

sin excepcion,
independientemente de
la cantidad de pozos que
Elaboradores de subproductos de origen animal destinados a | tenga el establecimiento,
consumo animal y opoterapico. 0 sea, una muestra

cada seis meses hasta
completar la totalidad de
los pozos.

Establecimientos elaboradores de gelatinas, plasma sanguineo
comestible, margarinas, graserias, elaboradores de ovoproductos.

Establecimientos dadores de frio, depdsitos sin actividad de frio,
depodsitos de productos comestibles y depdsitos subproductos de
origen animal destinados a consumo animal, acopio y clasificacién

de huevos, curtiembres.

Cuando los valores de los resultados
obtenidos sean constantes y significativa-
mente menores a los limites establecidos
durante al menos 2 (dos) afos sucesivos,
podréa reducirse la frecuencia a una mues-
tra anual. En caso de tener algun parame-
tro alterado se volvera a la frecuencia inicial
semestral.

Analisis de sustancias inorganicas y
contaminantes organicos

Pueden considerarse a modo de refe-
rencia las siguientes frecuencias de mues-
treo hasta tanto queden definidas en di-
rectiva especifica que actualice la Circular
Senasa 4247/2016.

Tabla 48. Andlisis de sustancias inorganicas y contaminantes organicos en agua (Circular Senasa

4247/2016).

Tipo de analisis

Frecuencia

Sustancias inorganicas

Semestral.

Para Hierro y Aluminio en caso de que se utilice
para el tratamiento del agua, la frecuencia se
recomienda mensual.

Contaminantes organicos

Anual.

TOMA DE MUESTRAS (Circular 4247
/2016)

Materiales para la toma de muestras:
seran entregados por las empresas listos
para usar (estériles de ser necesario, con
tiosulfato en caso de tratarse de agua clori-
nada y debidamente rotulado “POSEE TIO-
SULFATO DE SODIO”).
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Extraccion de la muestra:

a. Cepillar (rasquetear) el pico de la canilla
externa e internamente para eliminar com-
pletamente los detritos depositados.

b. Abrir completamente la canilla y dejar
correr el agua durante 1 min.

c. Cerrar la canilla y calentar con soplete o
con hisopo de algodén embebido en alco-
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hol hasta evaporacién total del agua.

d. Abrir nuevamente la canilla dejando co-
rrer el agua durante 1 min y cuidadosa-
mente acercar la boca del frasco, quitar la
tapa y permitir el ingreso del agua hasta su
llenado.

e. Tapar cuidadosamente y dejar una pe-
quena cantidad de aire en el interior del
frasco.

f. Rotular consignando lugar, hora y tempe-
ratura ambiente.

g. Colocar en un recipiente refrigerado.

h. Precintar o lacrar el envase conteniendo
el agua.

i. Confeccionar el acta (PG7), la cual sera
firmada por el responsable de la toma de
muestra (control de calidad de la empresa)
y un representante oficial del SIV.

j. Identificar las muestras para analisis mi-
crobioldgico vy fisicoquimico con el nime-
ro de acta que corresponda y la fecha de
toma de muestra.

k. Remitir al laboratorio.

Recomendaciones:

1) Para analisis microbiol6gicos tomar la
muestra en un envase estéril. Este envase
solo se utilizara para analisis microbiologi-
co. Si el agua posee cloro, adicionar tio-
sulfato de sodio. Se necesitan 7 mg para
inactivar 1 mg de cloro. Tener la precaucion
de no llenar el envase con el agua a anali-
zar hasta el tope.

2) Si en las muestras se van a analizar pa-
rametros “contaminantes”, se debe tener
en cuenta lo siguiente:

a- Para andlisis de sustancias inorgani-
cas: tomar la muestra en envase plasti-
co. Si la muestra es refrigerada inmedia-
tamente y la misma llega al laboratorio
en condiciones de refrigeracion dentro
de las 24 h de tomada la muestra no es
necesario agregar conservante, si no
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pudiera llegar al laboratorio en el lapso
de 24 h se debe acidificar con acido ni-
trico hasta un pH menor a 2.

b- Para analisis de contaminantes or-
ganicos halometanos, haloetenos, ha-
loetanos e hidrocarburos aromaticos
policiclicos, halobencenos y fenoles:
tomar como minimo 1 envase de 1 litro
de vidrio color caramelo y un vial de 40
ml color caramelo con tapa con septum
de teflon. La muestra en el vial se uti-
liza para el andlisis de contaminantes
que son volatiles, dado que el septum
le confiere un cierre hermético a la tapa,
evitando que se pierdan componentes
volatiles si estuvieran presentes.

c- Para analisis de contaminantes or-
ganicos-pesticidas: tomar como minimo
1 litro en envase color caramelo.

Criterios de accion ante la presencia
de algun parametro alterado (Circular
4247/2016)

Ante la deteccion de algun parametro
fuera de los limites establecidos, se imple-
mentaran medidas correctivas y acciones
preventivas dentro de las 72 h posteriores
a la notificacion. Si el desvio representa un
riesgo para la salud humana no se podra
utilizar dicha agua para la produccién y/o
elaboracién de alimentos hasta tanto se
obtenga un resultado satisfactorio de la
muestra problema.

Todas las acciones correctivas deben
presentarse por escrito al SIV para que el
mismo proceda a la verificacién de lo ac-
tuado y su posterior archivo.

En la Circular 4247/2016 podran encon-
trar mayores detalles respecto de los crite-
rios de accién, como asi también recomen-
daciones para el lavado y desinfeccién de
tanques, cisternas e instalaciones de agua;
y desinfecciones de pozos.
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ANEXO 5. Parametros para contaminantes quimicos en agua potable segin CAA, China y UE.

CAAArt.982 | LMR | Unidad &hé"sa., 40-2022) | LMR | Unidad g:zgizfgf)"a UB) | mr Unidad
Niquel total 20 pg/l Niquel total 20 pg/l Niquel total 20 pg/l
Sodio 200 mg/I Sodio 200 mg/I
Selenio total 10 pg/l Selenio total 10 pg/l Selenio total 20 pg/l
Boro total 0,5 mg/I Boro total 1 mg/I Boro total 1,5 mg/I
Antimonio total 20 pg/l Antimonio total 5 pg/l Antimonio total 10 pg/l
Bario total 700 pg/l
Berilio total 2 pg/l
Talio total 0,1 pg/l
Plata total 50 pg/l Plata total 50 pg/l
Molibdeno total 70 pg/l
Hierro total 300 pg/l Hierro total 300 pg/l Hierro total 200 pg/l
Manganeso total 100 pg/l Manganeso total 100 pg/l Manganeso total 50 pg/l
Plomo total 50 pg/l Plomo total 10 pg/l Plomo total 10 pg/l
Cadmio total 5 pg/l Cadmio total 5 pg/l Cadmio total 5 pg/l
Cobre total 1000 pg/l Cobre total 1 mg/I Cobre total 2 mg/I
Arsénico total 50 pg/l Arsénico total 10 pg/l Arsénico total 10 pg/l
Aluminio total 200 pg/l Aluminio total 200 pg/l Aluminio total 200 pg/l
Uranio 30 pg/l
Cromo 50 pg/l hefz;\?ggnte 50 pg/l Cromo 50 pg/l
Cinc 5 pg/l Cinc 1000 pg/l
Mercurio 1 pg/l Mercurio 1 pg/l Mercurio 1 pg/l
Volatiles y semivolatiles organicos
CAAart.982| LMR | Unidad | oz 5°7T;_“'2022) LMR | Unidad | YE g;g;:;i:;‘gUE) Unidad
1,2 dicloroetano 10 pg/l 1,2 dicloroetano 30 pg/l 1,2 dicloroetano 3 pg/l
Tricloroetileno 30 pg/l Tricloroetileno 20 pg/l Igg:élcﬁgg;g 10 pg/l
Tetracloroeteno 10 pg/l Tetracloroeteno 40 pg/l
Benceno (GC/MS) 10 pg/l Benceno (GC/MS) 10 pg/l Benceno (GC/MS) 1 pg/l
Cloruro de vinilo 2 pg/l Cloruro de vinilo 1 pg/l Cloruro de vinilo 0,5 pg/l
Triha;?mt)ams 100 | pg/ T”ha'(cr’mt)ams 1000 | pg/l | Trihalometanos (THM) | 100 ug/
Acido haloacéticos
) (dicloroacsét.ico +
dicIoAr\cc)fcoético 50 hg/l nig(;:gcr:(l)s;(jlccéct)i;o 60 hg/l
+monobromoacético
+ dibromoacético)
triclcﬁg:’:ético 100 Hg/
1,1 dicloroeteno 0,3 pg/l 1,1 dicloroeteno 30 pg/l
1,2 diclorobenceno 0,5 pg/l
1,4 diclorobenceno 0,4 pg/l diclorc;lt;inceno 300 pg/l
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ANEXO 5. Parametros para contaminantes quimicos en agua potable segin CAA, China y UE.

CAAAr. 982 | LMR | Unidad | o2 1o »oon | LMR | Unidad ;’:Zg‘jgfgf)"a UE) ' \MR| Unidad
Tetracloruro 3 ug/l Tetracloruro de 5 ug/!
de carbono carbono
Clorobenceno 3 pg/l Clorobenceno 300 pg/l
Diclorometano 20 pg/l
1 ,2-d|c(;(I:(i);;)eteno 50 ug/l
Estireno 20 pg/l
Trlcloz'%kzzlr;ceno 20 ug/l
Tolueno (GC/MS) | 700 pg/l
Hexac};;c;ric‘)3 n1c,)3 bu 0.6 ug/l
xilenos 500 pg/l
Benzo(a) pireno 0,01 pg/l Benzo(a) pireno 0,01 pg/l Benzo(a) pireno 0,01 pg/l
Benzo(b)fluoranteno
+ benzo(k)fluoranteno
+ benzo(ghi) perileno 0,1 pg/l
+ indeno(1,2,3-cd)
pireno
2.4.6 - triclorofenol 10 pg/l 2.4.6 - triclorofenol | 200 pg/l
Ftalatp delbis 8 ug/!
(2-etilhexilo)
Pentaclorofenol 10 pg/l Pentaclorofenol 9 pg/l
Fenoles voldtiles 2 pg/l
Plaguicidas
CAAart.982| LMR | Unidad | (oo 507"‘:;_32022) LMR | Unidad u%gg;e;t;\:; ((1U)E) LMR| Unidad
He;(zgszzg)é;ido 0.1 ug/l Heptacloro 0.4 hg/l Heﬂiﬁﬁﬁﬁf&ido 0,03 hg/l
Malation 35 pg/l Malation 250 pg/l Malation 0,1 pg/l
Hexacl(zrgtét)enceno 0,01 ug/! Hexacl(%rgté?nceno y ug/! Hexacl(%rggc)anceno 0.1 ug/!
Clorpirifos etil 30 pg/l Clorpirifos etil 0,1 pg/l
Deltametrina 20 pg/l Deltametrina 0,1 pg/l
(cgﬁgzsue:’gn) 7 pg/l Carbofuran 0,1 pg/l
Atrazina 2 pg/l Atrazina 0,1 pg/l
Dimetoato 6 pg/l Dimetoato 0,1 pg/l
Aclonifen 0,1 pg/l
Alaclor 0,1 ug/l
Aldrin 0,1 ug/l
Azaconazole 0,1 ug/l
Azinfos -etil 0,1 ug/l
Bifentrin 0,1 ug/l
Boscalid 0,1 pg/l
Bromocyclen 0,1 pg/l
Bromofos-etil 0,1 pg/l
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ANEXO 5. Parametros para contaminantes quimicos en agua potable seguin CAA, China y UE.

China

UE (directiva (UE)

CAA Art. 982 LMR | Unidad (GB 5749-2022) LMR | Unidad 2020/2184) LMR Unidad
Bromofos metil 0,1 ug/l
Bromopropilato 0,1 ug/l

Bupirimato 0,1 pg/l
Buprofezin 0,1 ug/!
Carbofenotion 0,1 pg/l
Captan 0,1 pg/l
Cifluthrina 0,1 ug/l
Metil azinfos 0,1 ug/l
Ciproconazole 0,1 ug/l
Clorfenvinfos 0,1 pg/|
Clorpirifos metil 0,1 ug/l
Cyprodinil 0,1 ug/l
Diazinon 0,1 pg/l
Diclofention 0,1 ug/l
Dicloran 0,1 pg/l
Aldrin + dieldrin 0,03 ug/l Aldrin + Dieldrin 0,03 ug/l
Difenilamina 0,1 ug/l
Endrin 0,1 ug/l

Epn 0,1 pg/!|

Etion 0,1 ug/l
Etoprofos 0,1 ug/l
Fenarimol 0,1 ug/l
Fenazaquin 0,1 ug/l
Fenpropatrina 0,1 ug/l
Fentoato 0,1 pg/l
Fenvalerato 0,1 ug/l
Fludioxonil 0,1 ug/l
Flusilazole 0,1 ug/l
Fosalone 0,1 ug/l
Fosmet 0,1 pg/l

Hch, alpha 0,1 ug/l
Hch, beta 0,1 g/l

Hch, delta 0,1 ug/l
Hexaconazole 0,1 pg/l
Iprodione 0,1 ug/l
Lambda-cihalotrina 0,1 ug/l
(gaLnlﬁnr:?P?ch) 3 pg/l Lindano (gamma-hch) | 0,1 pg/l
Metalaxyl 0,1 ug/l
Metidation 0,1 pg/l
Metoxicloro 30 ug/l Metoxicloro 0,1 ug/l
Miclobutanil 0,1 ug/l
O-fenilfenol 0,1 ug/l
Oxifluorfen 0,1 ug/l
chgi?wlz(c;‘;": ngl::; i 01 pg/!
Penconazole 0,1 ug/l
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ANEXO 5. Parametros para contaminantes quimicos en agua potable seguin CAA, China y UE.

CAAAr.982 | LMR | Unidad | QW2 10 o0os | LMR | Unidad ggzggfgf)"a WE) | LMR| unidad
Paration - etil 35 pg/l Paration - etil 0,1 ug/l
Paration - metil 7 ug/l Paration - metil 0,1 ug/l
Pendimetalin 0,1 ug/l
Permetrina 0,1 ug/!
Piridafention 0,1 ug/l
Pirimifos - metil 0,1 pg/l
Procimidone 0,1 ug/l
Propiconazol 0,1 ug/l
Quinoxifen 0,1 ug/l
Tau- fluvalinato 0,1 pg/|
Tebuconazole 0,1 ug/l
Tetraclorvinfos 0,1 ug/l
Tetradifon 0,1 pg/l
Triazofos 0,1 ug/l
Trifluralina 0,1 ug/l
Vinclozolin 0,1 ug/l
Flumetralin 0,1 ug/l
Cipermetrina 0,1 ug/l
Fenitrotion 0,1 ug/l
Tolclofos metil 0,1 pg/l
Isofenfos metil 0,1 ug/l
Clorprofam 0,1 ug/!
Isofenfos etil 0,1 ug/!
Metolaclor 0,1 ug/l
Napropamida 0,1 pg/l
Clorobencilato 0,1 ug/l
Etofenprox 0,1 pg/l
Clortal dimetil 0,1 ug/l
Profenofos 0,1 pg/l
Acetoclor 0,1 pg/l
Cianofos 0,1 ug/l
Clomazona 0,1 ug/l
Clorfenson 0,1 ug/l
Cloroneb 0,1 pg/l
Diclobenil 0,1 pg/l
Diclobutrazol 0,1 ug/l
Difenamid 0,1 pg/l
Dimetenamid 0,1 ug/l
Etaconazole 0,1 ug/l
Etrimfos 0,1 ug/l
Fenson 0,1 ug/l
Flucitrinato i 0,1 ug/l
Furalaxil 0,1 ug/l
Heptenofos 0,1 pg/l
Iprobenfos 0,1 ug/l
Izasofos 0,1 ug/l
Leptofos 0,1 ug/l
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ANEXO 5. Parametros para contaminantes quimicos en agua potable segun CAA, China y UE.

China

UE (directiva (UE)

CAA Art. 982 LMR | Unidad (GB 5749-2022) LMR | Unidad 2020/2184) LMR Unidad
Metribuzin 0,1 ug/l
Mevinfos 0,1 ug/l
Mirex 0,1 ug/l
Nitrapirin 0,1 ug/l
Nitrofeno 0,1 pg/l
Oxadiazon 0,1 pg/l
Pentacloroanilina 0,1 ug/l
Pentacloroanisol 0,1 ug/l
Pertane
(1,1-dicloro-2,2-bis 0,1 ug/l
(4-etilfenil) etano)
Pirazofos 0,1 pg/|
Pirifenox i 0,1 pg/l
Profam 0,1 ug/l
Profluralina 0,1 pg/l
Propacloro 0,1 ug/l
Propetamfos 0,1 ug/l
Quinalfos 0,1 ug/l
Quintoceno 0,1 ug/l
Tebufenpirad 0,1 ug/l
Tecnazeno 0,1 ug/l
Terbacilo 0,1 ug/l
Endosulfan (alfa) 0,1 ug/l
Endosulfan (beta) 0,1 ug/l
Endosulfan sulfato 0,1 ug/l
DDT 1 pg/l DDT 0,1 ug/l
Flucitrinato ii 0,1 pg/l
Pirifenox ii 0,1 ug/l
Flutriafol 0,1 pg/l
Epoxiconazole 0,1 ug/l
drtfztji'r?ﬁtfat r(?rrl]-llFl) 01 ug/!
Clordano 0,3 pg/l Clordano 0,1 pg/l
Fenbuconazole 0,1 ug/l
Clorantraniliprole 0,1 pg/l
Difenoconazole 0,1 ug/l
Bp:jigoexrlgr? i Sae 01 ug/!
Imidacloprid 0,1 ug/l
Tiacloprid 0,1 ug/l
Acetamiprid 0,1 pg/l
Spinosin a 0,1 ug/l
Metoxifenocide 0,1 ug/l
Spirodiclofen 0,1 ug/l
Hexitiazox 0,1 ug/l
Benomil/carbendazim | 0,1 ug/l
Tiabendazol 0,1 ug/l
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ANEXO 5. Parametros para contaminantes quimicos en agua potable segun CAA, China y UE.

China

UE (directiva (UE)

CAA Art. 982 LMR | Unidad (GB 5749-2022) LMR | Unidad 2020/2184) LMR Unidad
Imazalil 0,1 ug/l
Azoxistrobina 0,1 ug/l
Fenhexamid 0,1 ug/l
Procloraz 0,1 ug/l
Tebufenozide 0,1 pg/l
Kresoxim-metil 0,1 pg/l
Piraclostrobin 0,1 ug/l
Trifloxistrobina 0,1 pg/l
Fenpiroximato 0,1 ug/l
Pirimicarb 0,1 pg/|
Terbumeton 0,1 ug/l
Simazina 0,1 ug/l
Pirimetanil 0,1 pg/l
Carbaril 0,1 ug/l
Tiodicarb 0,1 pg/l
Diuron 0,1 ug/l
Terbutrina 0,1 ug/l
Linuron 0,1 ug/l
Terbutilazina 0,1 ug/l
Metiocarb 0,1 ug/l
Iprovalicarb 0,1 ug/l
Diflubenzuron 0,1 ug/l
Fenoxicarb 0,1 ug/l
Benalaxil 0,1 ug/l
Prosulfocarb 0,1 pg/l
Lufenuron 0,1 ug/l
Oxamil 0,1 ug/l
Abamectina 0,1 ug/l
Fipronil 0,1 ug/l
Piriproxifen 0,1 pg/l
Propargite 0,1 ug/l
Indoxacarb 0,1 pg/l
Espirotetramato 0,1 ug/l
Metomil 0,1 pg/l
Triadimefon 0,1 ug/l
Triadimenol 0,1 ug/l
Mepanipirim 0,1 ug/l
Fosfamidon 0,1 ug/l
Paclobutrazol 0,1 ug/l
Fenpropimorf 0,1 ug/l
Fenamifos 0,1 ug/l
Dietofencarb 0,1 pg/l
Carfentrazone-etil 0,1 ug/l
Bensulide 0,1 pg/l
Coumafos 0,1 ug/l
Triflumizole 0,1 ug/l
Sulfotep 0,1 ug/|
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ANEXO 5. Parametros para contaminantes quimicos en agua potable segun CAA, China y UE.

China

UE (directiva (UE)

CAA Art. 982 LMR | Unidad (GB 5749-2022) LMR | Unidad 2020/2184) LMR Unidad
Fensulfotion 0,1 ug/l
Cloroxuron 0,1 ug/l
Ofurace 0,1 ug/l
Metazacloro 0,1 ug/!
Fonofos 0,1 pg/l
Prometrina 0,1 pg/l
Dicrotofos 0,1 ug/l
Ametrina 0,1 pg/l
Monolinuron 0,1 ug/l
Propoxur 0,1 pg/|
Aminocarb 0,1 ug/l
Cimoxanilo 0,1 ug/l
Teflubenzuron 0,1 pg/l
Metabenztiazuron 0,1 ug/l
Propizamida 0,1 ug/l
Triflumuron 0,1 ug/l
Ciantraniliprole 0,1 ug/l
Propazina 0,1 ug/l
Famofos 0,1 ug/l
Spinosin d 0,1 pg/l
Spinosad 0,1 ug/l
Jomdmens | 01| w8/
Clorotalonil 10 ug/l Clorotalonil 0,1 ug/l
((Ei(jzlljclngrigcsl) 1 pg/l Equigard (diclorvos) 0,1 ug/l
2,4-d 100 | pg/! 2,4-d 30 pg/l 2,4-d 0,1 ng/l
Bentazon 300 ug/l Bentazon 0,1 ug/l
Suma de plaguicidas | 0,5 ug/l
indices radioactivos
CAAart.982 | LMR | Unidad | o :7':3_32022) LMR | Unidad Ugégg;ﬁtgf)‘ ((:J)E’ LMR| Unidad
Padactudads | g5 | pan
1w
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ANEXO 5. Parametros para contaminantes quimicos en agua potable segin CAA, China y UE.

y polifluoroalquiladas

(PFAS)

otros
CAA art. 982 LMR | Unidad | 0 507'2;_32022) LMR | Unidad Ugéggfz‘;t;‘; gJ)E) LMR |  Unidad
Clorito 700 pg/l Clorito 250 pg/l
Clorato 700 pg/l Clorato 250 pg/l
Acrilamida 0,5 pg/l Acrilamida 0,1 pg/l
Epoxml;ILc::gpropll 0.4 ug/l
Microcystina Ir 1 pg/l Microcystina Ir 1 pg/l
2 - metilisodiol 0,01 pg/l
Desodorina 0,01 pg/l
Bisfenol a 2,5 pg/l
Epiclorhidrina 0,1 pg/l
Sustancias
perfluoroalquiladas 05 ug/!
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pl: microlitro
4MU: 4-methylumbelliferona
AC: autoridad competente

ACC: autoridad competente
central

ADN: acido desoxirribonucléico

AGC-CABA: Agencia
Gubernamental de Control
de la Ciudad Auténoma de
Buenos Aires

ALOA: agar Listeria Ottaviani &
Agosti

ANLIS Malbran: Administracion
Nacional de Laboratorios e
Institutos de Salud “Dr. Carlos
G. Malbran”

APB: agua peptonada
bufferada

APHA: Asociacion Americana
de Salud Publica

APPCC: Analisis de Peligros y
Puntos Criticos de Control

APPCC-STEC: aplicacién de
APPCC identificando a STEC
como un peligro

APT: agua peptonada
tamponada

ARN: 4cido ribonucléico

AST: prueba de susceptibilidad
antimicrobiana

ATP: Adenosin Tri Fosfato
BAL: bacterias acido lacticas

BAM: bacterias aerobias
mesofilas

BGS: agar verde brillante sulfa

BIPM: Oficina Internacional de
Pesas y Medidas

BPH: buenas practicas de
higiene

BPM: buenas practicas de
manufactura

BRCGS: estandar global del
consorcio minorista britanico

BS: agar sulfito de bismuto

BSC: cabina de seguridad
biologica

BSL: Biosafety Level. Nivel de
seguridad bioldgica

CAA: Codigo Alimentario
Argentino

CAMP: Christie-Atkins-Munch-
Peterson

CF: caldo Fraser
cm: centimetro
COA: Certificados de Analisis

CONICET: Consejo Nacional
de Investigaciones Cientificas y
Técnicas

CTSm: caldo tripticasa soja
modificado

CTSm+16: CTSm con 16 mg
L' de novobiocina

CTSm+n: caldo tripticasa soja
modificado con novobiocina

CT-SMAC: agar MacConkey
sorbitol con cefixima y telurito

D: diarrea

DAEC: E. coli de adherencia
difusa

DEC: E. coli diarreogénicas

DMLIA: agar lisina hierro
doblemente modificado

DS: diarrea sanguinolenta
EAEC: E. coli enteroagregativo

EFSA: Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria

EGHA: acido hipocloroso
generado electroliticamente
(agua electroactivada)

EHEC: E. coli
enterohemorragico

EIEC: E. coli enteroinvasivo

ELFA: ensayo fluorescente
ligado a enzimas

ELISA: ensayo por
inmunoadsorcién ligado a
enzimas

EMS: Sistemas de Gestion
Ambiental

EnMS: Sistemas de Gestion de
Energia

EPEC: E. coli enteropatégeno

EPTIS: sistema europeo de
informacion sobre pruebas de
competencia

ABREVIATURAS

ETA: enfermedades
transmitidas por alimentos

ETEC: E. coli enterotoxigénico
EXPEC: E. coli extraintestinales

FAO: Organizacion de la
Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura

FDA-BAM: Manual
Bacterioldgico de la
Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados
Unidos

FSIS: Servicio de Inocuidad e
Inspeccion de Alimentos del
Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos

FSMS: Sistemas de Gestién de
Seguridad Alimentaria

FTIR: espectroscopia
g: gramo

GMO: organismos modificados
genéticamente

HEPA: detencién de particulas
de alta eficiencia

HF: caldo Half Fraser

IAAC: Cooperacion Inter
Americana de Acreditacion

IAF: Foro Internacional de
Acreditacion

ICMSF: Comision Internacional
de Especificaciones
Microbiologicas para Alimentos

ILAC: Cooperacion
Internacional de Acreditacion
de Laboratorios

INA: Instituto Nacional del
Agua

INEI: Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas

INTA: Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria

INTI: Instituto Nacional de
Tecnologia Industrial

IRAM: Instituto Argentino de
Normalizacién y Certificacion

ISMS: Sistemas de Gestion de
Seguridad de la Informacion

ISO: Organizacion Internacional
de Normalizacién



JEMRA: Comité Mixto FAO/
OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios

KCN: cianuro de potasio
Kg: kilogramo

LAMP: amplificacién isotérmica
mediada por bucle

LB: caldo Listeria
enriquecimiento

LCD: pantalla de cristal liquido

LEE: lugar de borramiento de
enterocitos

Lesion A/E: lesién de
adherencia y barrido

LIA: agar lisina hierro

MALDI-TOF: espectrometria de
masas

MDMS: Sistemas de Gestion
de Dispositivos Médicos

MDS: sistema de deteccion
molecular

mg: miligramo
min: minuto

MINSAL: Ministerio de Salud
de la Nacion

MKTTn: caldo tetrationato
de Muller Kauffmann con
novobiocina

ml: mililitro

MLA: Acuerdo de
Reconocimiento Multilateral

MLG: guia del laboratorio de
microbiologia USDA-FSIS

mm: milimetro

MOPS-BLEB: caldo Listeria
tamponado con acido
morfolino propano sulfonico

MOX: agar Oxford modificado
MP: manual de Procedimiento

MRA: acuerdo de
reconocimiento mutuo

mV: milivoltio

NaOH: hidréxido de sodio
NMP: nimero mas probable
N°: nimero

NSF: Fundacién Nacional de
Ciencia

OAA: Organismo Argentino de
Acreditacion

OEA: operador de empresa
alimentaria

OH&SMS: Sistemas de
Gestion de Seguridad y Salud
Ocupacional

OIML: Organismo Internacional
de Metrologia Legal

OMS: Organizacion Mundial de
la Salud

ONPG: o-nitrofenil-B-D-
galactopirandsido

OPS: Organizacion
Panamericana de la Salud

PAA: acido peroxiacético

PCA: agar de recuento en
placa

PCC: punto critico de control

PCR: reaccién en cadena de la
polimerasa

PCR-TR: PCR en tiempo real
PG-07: programa general 7

PMA: programa de monitoreo
ambiental

POES: procedimiento operativo
estandarizado de saneamiento

ppm: parte por millén

QMS: sistemas de gestion de
calidad

gPCR: PCR en tiempo real
cuantitativa

RASFF: sistema de alerta
rapida para alimentos y
piensos

RODAC: contacto directo del
microorganismo con agar

RTE: alimentos listos para el
consumo

RV: caldo Rappaport-
Vassiliadis

RVS: caldo Rappaport-
Vassiliadis soja

S/cm: Siemens/cm

SanPin: reglamentos de la
Federacién Rusa

SC: caldo de selenito y cistina

SENASA: Servicio Nacional
de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria

SIM: separacion
inmunomagnética

SIV: Servicio de Inspeccion
Veterinaria

STEC TOP SEVEN (0157,
026, 045, 0103, 0111, O121
y 0145)

STEC: Escherichia coli
productor de toxina Shiga

STEC-SUH: sindrome urémico
hemolitico causado por STEC

SUH: sindrome urémico
hemolitico

T°: temperatura
TSI: agar triple azlcar hierro
TT: caldo tetrationato (Hajna)
TTC: tetrazolium

UFC: unidades formadoras de
colonias

URL: unidades relativas de luz

USDA: Departamento de
Agricultura de los Estados
Unidos

UV: ultravioleta

UVM: caldo de la Universidad
de Vermont modificado

VTEC: Escherichia coli
verotoxigénica

WGS: secuenciacion del
genoma completo

XLD: agar selectivo xilosa lisina
desoxicolato

YGC: agar levadura-glucosa-
cloranfenicol
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