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RESUMEN

La salmonelosis continda siendo una de las principales enfermedades transmitidas por
alimentos, representando un reto constante para la salud publica tanto en Perii como a nivel
global. Salmonella spp. destaca como uno de los agentes patdgenos mas comunes, por lo que
su deteccion oportuna y confiable en alimentos es esencial para prevenir posibles brotes. En
este contexto, el presente trabajo tuvo como finalidad implementar el método de deteccion
de Salmonella spp. basado en la norma ISO 6579-1:2017 dentro de un laboratorio de ensayo,
con el objetivo de obtener la acreditacién otorgada por el Instituto Nacional de Calidad
(INACAL). Para lograrlo, se desarrollaron diversas acciones clave: se capacito al personal
técnico, se acondicionaron adecuadamente las instalaciones del laboratorio, se valido el
método analitico y se participd activamente en programas de control de calidad. El proceso
de implementacion requirio el uso de equipos calibrados, condiciones ambientales
controladas y la aplicacion rigurosa de procedimientos estandarizados que permitieran
obtener resultados consistentes y reproducibles. Asimismo, se emplearon medios de cultivo
selectivos como el agar XLD y se aplicaron técnicas serologicas y bioquimicas para
confirmar la presencia del patogeno. Como resultado de las acciones implementadas, el
laboratorio logro obtener la acreditacion oficial otorgada por INACAL, lo cual respalda su
competencia técnica para llevar a cabo andlisis microbioldgicos en una amplia variedad de
productos alimenticios. Este reconocimiento fortalece el sistema de vigilancia sanitaria a
nivel nacional y asegura que los procesos de evaluacion de alimentos se realicen conforme
a los estandares exigidos a nivel internacional.

Palabras clave

Salmonella spp., inocuidad alimentaria, enfermedades transmitidas por alimentos, I1SO

6579-1:2017, acreditacion INACAL.



ABSTRACT

Salmonellosis remains one of the leading foodborne illnesses, posing a persistent challenge
to public health both in Peru and worldwide. Salmonella spp. is among the most common
pathogenic agents, making its timely and reliable detection in food essential to preventing
potential outbreaks. In this context, the objective of this study was to implement the detection
method for Salmonella spp. based on 1SO 6579-1:2017 within a testing laboratory, with the
aim of obtaining accreditation from the National Institute of Quality (INACAL). To achieve
this, several key actions were carried out: technical staff received proper training, laboratory
facilities were adequately prepared, the analytical method was validated, and the laboratory
actively participated in quality control programs. The implementation process required the
use of calibrated equipment, controlled environmental conditions, and the strict application
of standardized procedures to ensure consistent and reproducible results. Selective culture
media such as XLD agar were used, along with serological and biochemical techniques to
confirm the presence of the pathogen. As a result of the actions implemented, the laboratory
obtained official accreditation granted by INACAL, which certifies its technical competence
to carry out microbiological analyses on a wide range of food products. This recognition
strengthens the national health surveillance system and ensures that food evaluation
processes are conducted in accordance with international standards.

Keywords

Salmonella spp., food safety, foodborne diseases, ISO 6579-1:2017, INACAL accreditation



l. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos siguen siendo un reto importante para la salud
publica en todo el mundo. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS - 2024), cada
afio cerca de 600 millones de personas enferman tras consumir alimentos contaminados, y
aproximadamente 420 mil fallecen por esta causa. Mas all& del impacto en la salud, esta
situacion representa una pérdida estimada de 33 millones de afios de vida saludable a nivel
global. Los mas afectados son los nifios menores de cinco afios, un grupo especialmente
vulnerable, entre los cuales se registran alrededor de 125 mil muertes al afio debido a estas
enfermedades. Lo mas preocupante es que muchas de estas afecciones podrian evitarse con

medidas basicas como una adecuada higiene y una correcta manipulacién de los alimentos

(1).

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), en 2022 se estimd que cada afio
alrededor de 77 millones de personas en la region sufren enfermedades provocadas por
alimentos contaminados. Lamentablemente, mas de 9 mil de ellas fallecen a causa de estas
infecciones. Los nifios < 5 afios son especialmente vulnerables y representan cerca de 31
millones de los casos reportados y mas de 2 mil muertes. Estas cifras evidencian el grave
impacto que estas enfermedades tienen en la infancia y subrayan la urgencia de reforzar las
estrategias de promocidn, prevencién y control para proteger la salud, especialmente de los

mas pequefios (2).

Entre los agentes etiolégicos mas frecuentes se encuentra Salmonella spp., un género
bacteriano perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Estas bacterias tienen forma de
baston, no forman esporas, y pertenecen al grupo de los gramnegativos. Ademas, pueden

vivir tanto con oxigeno como sin él (anaerobios facultativos) y son capaces de moverse



gracias a unos filamentos Ilamados flagelos, que se distribuyen por toda su superficie
(flagelos peritricos) (1). A la actualidad, se han descrito mas de 2400 serotipos, de los cuales

aproximadamente 200 se asocian a enfermedades en humanos (2).

En el Peru, la salmonelosis es una enfermedad endémica, es decir, se presenta de forma
continua a lo largo del tiempo. Su persistencia esta estrechamente vinculada a deficiencias
en el saneamiento ambiental. Segun reportes del Ministerio de Salud desde 1987, esta
infeccidn figura entre las seis principales causas de enfermedades infecciosas notificadas en
el pais, con una incidencia anual de entre 40 y 60 casos por cada 100,000 habitantes. Sin
embargo, en zonas con bajo nivel socioecondémico y entre jovenes adultos, las tasas pueden
ser mucho mas altas, alcanzando entre 300 y 500 casos por cada 100,000 personas. Se estima
que alrededor del 35% de los afectados son < de 14 afios. Ademas, entre el 1% y el 5% de
quienes padecen una infeccion aguda por Salmonella typhi pueden convertirse en portadores
cronicos sin presentar sintomas, siendo mas frecuente esta condicién en mujeres mayores de

25 afos, con la vesicula biliar como el reservorio habitual (3).

La forma méas comun de contagio de Salmonella spp. en las personas es a traves del consumo
de alimentos que han sido contaminados, especialmente aquellos de origen animal como
carnes, huevos, leche, asi como sus derivados (4). Ademas, se ha reportado su presencia en
productos vegetales contaminados por aguas residuales o contacto cruzado en superficies
mal higienizadas. Ademas, alimentos procesados como harinas, chocolates, condimentos o
suplementos nutricionales puede ser transporte del patégeno sino se cumple estrictos

controles de calidad (5).

El riesgo de contraer salmonelosis en el Peru se intensifica en infantes menores de 5 afios.

Los programas estatales que brindan alimentos a millones de escolares en entidades publicas,



deben garantizar condiciones ptimas de inocuidad alimentaria. Un brote en dicho contexto,

puedo contener consecuencias sanitarias, sociales y econdmicas de gran magnitud.

Frente a esta situacion, se hace fundamental reforzar los sistemas de control de calidad en
los alimentos, implementando métodos de anélisis confiables que permitan detectar con
precision la presencia de microorganismos peligrosos en los productos que llegan a los
consumidores. En este contexto, los laboratorios de ensayo cumplen un papel clave, ya que
son los encargados de verificar que los alimentos que se comercializan sean seguros y no

representen un peligro para la salud de toda la comunidad.

Uno de los métodos mas reconocidos y aceptados a nivel mundial para detectar Salmonella
spp. es el establecido por la norma ISO 6579-1:2017. Esta norma proporciona una guia
detallada para llevar a cabo todo el proceso de identificacion del patdgeno, desde su
aislamiento hasta su confirmacién. El procedimiento puede aplicarse a distintos tipos de
muestras, como alimentos, productos de origen animal y muestras ambientales. Comienza
con una fase de pre-enriquecimiento en un medio no selectivo, continda con el uso de medios
especificos para favorecer el crecimiento de Salmonella, y finaliza con la siembra en medios
diferenciales y la aplicacion de pruebas bioquimicas que permiten confirmar con precision

la presencia del microorganismo (6).

Para que este método pueda aplicarse correctamente, es fundamental contar con un sistema
de gestion de calidad que lo respalde de manera solida. En ese contexto, la norma NTP
ISO/IEC 17025:2017 establece los lineamientos que deben seguir los laboratorios de ensayo
y calibracion para demostrar su competencia técnica. Esta norma incluye aspectos esenciales
como la validacién de los métodos utilizados, la trazabilidad de los resultados, una gestion

documental precisa y la implementacién de controles de calidad tanto internos como



externos. Ademas, fomenta una cultura de mejora continua que contribuye a obtener
resultados confiables y repetibles. Cumplir con estos requisitos no solo garantiza la calidad
del trabajo realizado, sino que también representa un paso clave para que el laboratorio pueda

alcanzar la acreditacién oficial.

En el Per, el proceso de acreditacion de laboratorios esté a cargo del Instituto Nacional de
Calidad (INACAL), la entidad encargada de asegurar que estos centros cumplan con los
estandares técnicos establecidos a nivel internacional. Obtener la acreditacion por parte de
INACAL no solo confirma la competencia técnica del laboratorio, sino que también genera
confianza entre los clientes del sector publico y privado. Ademas, este reconocimiento
contribuye de manera importante al fortalecimiento de los sistemas de vigilancia sanitaria y
a una mayor seguridad alimentaria en el pais. En este contexto, el presente Trabajo de
Suficiencia Profesional tiene como objetivo principal implementar el método de deteccion
para Salmonella spp. siguiendo los lineamientos de la norma ISO 6579-1:2017 dentro de un
laboratorio de ensayo. Esta implementacion forma parte de los preparativos necesarios para
avanzar hacia la acreditacion por parte de INACAL. El proceso incluye la estandarizacion
de procedimientos, la adquisicion de insumos y materiales certificados, la capacitacion del
equipo técnico, la validacion del método y la participacion en programas externos de

aseguramiento de la calidad (7).

La implementacion de este método de deteccion de Salmonella spp. permitié al laboratorio
del presente estudio ofrecer servicios de andlisis microbiologico con altos niveles de

confiabilidad, beneficiando a la industria alimentaria y programas sociales de gran alcance.



Il. MARCO TEORICO

2.1.Salmonella spp.

Salmonella es un género de bacterias que agrupa a varios patdgenos relevantes tanto en el
campo clinico como en el alimentario. Estas bacterias, que pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae, tienen forma de baston, no producen esporas y se caracterizan por su
gran capacidad de adaptacion a diferentes ambientes, gracias a un metabolismo versatil que
les permite desarrollarse con o sin oxigeno, es decir, son anaerobias facultativas. Muchas de
sus cepas cuentan con factores de virulencia que les facilitan invadir células del intestino,
evadir las defensas del organismo y causar infecciones que pueden ser tanto intestinales
como sistémicas. Todo esto hace que Salmonella sea un agente de preocupacion constante

para la salud publica y la seguridad alimentaria (2).

Una de las caracteristicas mas destacables de Salmonella spp. es su notable capacidad para
adaptarse a distintos entornos, lo que le permite persistir en una amplia gama de condiciones
ambientales. Esta flexibilidad le da una ventaja significativa para sobrevivir tanto en
alimentos y superficies como en tejidos vegetales y organismos vivos. Puede resistir
condiciones &cidas activando mecanismos internos de defensa, ajustar su metabolismo segun
la disponibilidad de nutrientes, e incluso formar biopeliculas: comunidades bacterianas
protegidas por una matriz que las hace mas resistentes a desinfectantes, antibioticos y otros
agentes externos. Ademas, estas bacterias se comunican entre si mediante sefiales quimicas
en un proceso llamado quorum sensing, lo que les permite coordinar comportamientos
colectivos como la expresion de genes de virulencia o la formacion de estas estructuras
protectoras. La notable capacidad adaptativa que presenta Salmonella la convierte en un

desafio permanente para la garantia de la inocuidad alimentaria y el control microbioldgico.



Esta caracteristica le permite persistir en diversos entornos, lo que complejiza su deteccion

y control dentro de la cadena alimentaria (8, 9, 10, 11).

Actualmente, se conocen més de 2,650 serotipos diferentes de Salmonella, también llamados
serovares, los cuales se agrupan principalmente en dos especies: Salmonella enterica y
Salmonella bongori. Entre ellas, S. enterica es la mas importante desde el punto de vista
clinico y epidemioldgico, ya que es responsable de la mayoria de las infecciones que afectan
tanto a personas como a animales (12). La forma en que se clasifican estos serotipos se basa
en las caracteristicas antigénicas que presentan en su superficie, como el antigeno somatico
(O), el flagelar (H) y, en algunos casos, el capsular (Vi). Este sistema de clasificacion se
organiza segun el esquema de Kauffmann—White, una herramienta esencial para diferenciar
entre los numerosos serovares. La estandarizacion y actualizacion de esta clasificacion es
responsabilidad de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en coordinacion con el
Centro Colaborador para Referencia e Investigacion de Salmonella spp. del Instituto Pasteur
de Paris. Gracias a este esfuerzo internacional, se mantiene un sistema de referencia
confiable que permite estudiar, comparar y controlar la circulacion de esta bacteria en todo

el mundo (13, 14).

Se considera que existira un aumento en las tasas de infeccion por Salmonella a medida que
aumenten las temperaturas ambientales, debido al cambio climatico, y podrian conducir a
alrededor de 1000 casos adicionales anualmente y un aumento significativo en los costos de
atencion medica y vigilancia para 2050. La temperatura ambiente impacta directamente en
la tasa de replicacion de Salmonella, lo que lleva a una mayor incidencia de la enfermedad.

La capacidad del patdgeno para sobrevivir en condiciones secas y polvorientas lo hace capaz



de persistir en alimentos para animales y entornos de procesamiento de alimentos con baja

humedad (15).

Se ha corroborado que Salmonella puede mantenerse viva por periodos prolongados en
alimentos con baja humedad. Tal como se observa en la Tabla 1, distintos serotipos logran
sobrevivir durante meses en productos secos. Esta capacidad representa un riesgo particular
en especias y hierbas que se consumen en todo el mundo, ya que, si llegasen a contaminarse,
la bacteria puede permanecer activa por mucho tiempo. Ademas, debido al comercio
internacional de estos productos, Salmonella podria cruzar fronteras y expandirse a distintos

paises, generando posibles brotes a gran escala. (16).

Tabla 1. Tiempos de supervivencia de Salmonella en ambientes de baja actividad de agua

Alimento Serotipo de Salmonella  Tiempos de supervivencia
Productos lacteos en > |nfant|§,
polvo S. typhimurium < 10 meses
S. eastbourne
S. typhimurium SL 1344,
Pasta de superficie S. infantis, < 100 semanas
plastica desecada S. typhimurium, <12 meses
S. eastbourne
S. infantis,
Chocolate con leche S. typhimurium, > 9meses a 20 °C
S. eastbourne
Chocolate amargo S. eastbourne <9 meses a 20°C
Halva S. enteritidis > 8 meses ? temp.e,ratura de
refrigeracion
S. agona,
S. enteritidis, <24 semanas a 5°C
Manteca de mani S. michigan,
S. montevideo, < 6 semanas a 21°C
S. myphimurium
Pimenton en polvo Multiples serotipos > 8 meses




Fuente: Ruiz MJ, Ramallo G, Colello R, Villalobo C, Monteavaro C, Etcheverria A, et al.

(9)

Desde una perspectiva de salud publica, Salmonella entérica subsp. entérica es la principal
responsable de los casos de salmonelosis tanto en personas como en animales. Esta bacteria
puede provocar desde molestias digestivas leves, como una gastroenteritis, hasta
enfermedades mas serias y potencialmente peligrosas, como la fiebre tifoidea. La via de
contagio mas comun de Salmonella es a través del consumo de alimentos contaminados. No
obstante, el contagio también puede ocurrir al estar en contacto directo con animales
portadores de la bacteria o al tocar superficies contaminadas, que funcionan como medios

de transporte del patogeno. (17).

La salmonelosis es una de las enfermedades transmitidas por alimentos mas comunes en
todo el mundo y supone un riesgo especial para los grupos mas vulnerables. Entre los grupos
mas vulnerables se encuentran los nifios en edad temprana, los adultos mayores, las mujeres
embarazadas y aquellas personas cuyo sistema inmunologico esta comprometido o
debilitado, quienes pueden presentar complicaciones mas graves ante la infeccion. Estos
segmentos de la poblacion presentan un mayor riesgo de desarrollar cuadros clinicos severos
debido a la menor capacidad de su sistema inmunoldgico para combatir la infeccion. La
gravedad de la enfermedad también puede incrementarse en funcién de la cantidad de

bacterias ingeridas y de las condiciones sanitarias del entorno.
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Figura 1. Via de transmision de Salmonella spp. en humanos
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Fuente: Elaboracion propia

Salmonella typhi y Salmonella paratyphi afectan exclusivamente a los seres humanos, por
lo que su transmision depende directamente del contacto con personas infectadas o con
portadores cronicos asintomaticos. La fiebre tifoidea, provocada por ciertas cepas de
Salmonella, es mas frecuente en paises en desarrollo, donde factores como el répido
crecimiento poblacional, la urbanizacion desordenada, el deficiente manejo de residuos y la
escasa disponibilidad de agua potable generan un entorno propicio para su transmision. Por
otro lado, las infecciones causadas por otras formas de Salmonella, conocidas como no
tifoideas, suelen deberse al consumo de alimentos contaminados, especialmente los de
origen animal. El recorrido completo de cdmo se transmite esta bacteria se muestra en la

figura 2.
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Figura 2. Ciclo de transmisién de Salmonella spp
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Fuente: Balta I, Lemon J, Murnane C, Pet I, Vintila T, McCleery D, et al. (10)

2.2. Relevancia de la deteccion de Salmonella spp. en alimentos

Detectar la presencia de Salmonella spp. en los alimentos es fundamental, ya que este
patogeno representa un serio riesgo para la salud de la comunidad. Su hallazgo en productos
destinados al consumo indica un incumplimiento de las normas internacionales de inocuidad
alimentaria, como las establecidas por la FAO, la OMS y el Codex Alimentarius. Por esta
razon, contar con métodos microbioldgicos precisos y confiables es clave para identificar a
tiempo cualquier posible contaminacién, impedir que alimentos peligrosos lleguen a los

consumidores y reducir el riesgo de brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (18).

En este sentido, la vigilancia microbioldgica sistematica es una herramienta esencial para
garantizar la calidad sanitaria de los alimentos, particularmente en programas sociales y
escolares, donde los consumidores finales son grupos vulnerables, como nifios y

adolescentes.
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2.3.Epidemiologia de Salmonella

La fiebre entérica, causada principalmente por Salmonella typhi y paratyphi, sigue siendo
endémica en muchas regiones de Asia, Africa, América Latina, el Medio Oriente y Europa
del Este. En paises como EE.UU. y varios del continente europeo, los casos de infeccién por
Salmonella son menos comunes Yy, en su mayoria, estan vinculados a viajes internacionales.
Sin embargo, en regiones como India, Pakistan e Indonesia, las tasas de incidencia superan
los 100 casos por cada 100,000 habitantes al afio. En muchas naciones en desarrollo,
especialmente en Africa subsahariana, la ausencia de sistemas adecuados de diagnostico y
vigilancia dificulta conocer con precision la verdadera magnitud del problema. Las
infecciones por Salmonella no tifoidea (NTS) también siguen siendo un problema de salud
publica mundial. En Africa, estas infecciones son particularmente graves en nifios pequefios,
personas con VIH o malaria, y se asocian a altas tasas de mortalidad. Por su parte, el Medio
Oriente y el norte de Africa reportan un aumento de casos, sobre todo en nifios, mientras que
en Ameérica Latina la fiebre tifoidea es endémica, con focos importantes en Colombia y
Brasil. En EE.UU., aunque el numero de infecciones es elevado, los brotes recientes han
estado marcados por cepas resistentes a multiples antibioticos y alimentos contaminados
como chocolate, cebolla y productos carnicos. En Europa, la salmonelosis continta siendo
una de las zoonosis mas comunes, con S. enteritidis y S. typhimurium como los serotipos
predominantes, y su prevalencia ha sido influida por factores como la pandemia, el sistema
de vigilancia sanitaria y el comercio de alimentos. A nivel global, la principal via de
transmision sigue siendo el consumo de alimentos o agua contaminados, asi como el
contacto con animales infectados, lo que resalta la importancia del control en toda la cadena

alimentaria (19).
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Tabla 2. Resumen de enfermedades diarreicas causadas por Salmonella a nivel mundial
(2019-2022).

Afo Serotipo de, S_almonella Numero Fuente del pais  Fuente(s) de alimento
entérica de casos
2018 Concordia N/A Israel Productos de tahini
2018 Serovar no identificado N/A Australia Sandwich de pollo
2019 Serovar no identificado N/A EE.UU. aves de corral de traspatio
2021 Oranienburg 1040 EE.UU. Cebolla
2022 Typhimurium 324 Europay EE.UU. productos de chocolate
2022 Enteritidis N/A Canada Exposicion a ratones
Vivos
2017
y Serovares multiples 325 Estados Unidos Papayas Maradol enteras
2019 y frescas
. Almuerzo escolar en una
2019 Heidelberg 164 Provincia del escuela primaria publica
(48,5%) Noroeste, Sudéafrica .
diurna
Cangrejos de rio cocidos
2019 Newport 25 Suecia congelados importados en
salmuera de eneldo
2019 Oranienburg 26 Estados Unidos (14 Contacto con tortugas
estados) mascotas
Seis serovares diferentes: .
Amsterdam, La Habana Cinco paises de la Productos importados a
2019 ’ ’ 121 base de sésamo

Kintambo, Mbandaka,
Orién y Senftenberg)

UB/EEE (originarios de Siria)

Fuente: Teklemariam A. et. al. (19)

2.4.Metodos de deteccion de Salmonella spp.

Existen diversas formas de detectar la presencia de Salmonella spp., pero los estudios

coinciden en que los métodos mas utilizados siguen siendo el cultivo microbiolégico y las

pruebas bioquimicas, especialmente cuando se trata de analizar tejidos 0 muestras fecales.

Para ser verdaderamente efectivo, un método de deteccion debe ser altamente sensible (capaz

de identificar incluso pequefias cantidades del patdgeno) y especifico (evitando falsos

positivos), ademas de ser practico, rapido de aplicar y accesible en cuanto a costos (13).

14



Dentro de los métodos de deteccion de Salmonella spp. Tenemos el método de cultivo
tradicional "gold estandar" para detectar Salmonella spp. Sin embargo, la larga demora para
la deteccion de Salmonella empleando el método estandar es una desventaja significativa
que tendré& un impacto sustancial en el transporte de alimentos a los mercados (Wang et al.,

2021) (20).

Otra técnica ampliamente utilizada para detectar Salmonella es la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), la cual se ha convertido en una herramienta valiosa en el analisis genético
a nivel global. En el caso especifico de Salmonella spp., esta prueba permite amplificar el
gen invA, un marcador asociado a su capacidad de invasion, lo que facilita una deteccion
rapida, precisa y especifica del patdgeno en diversas muestras (Luigi, Rojas, & Valbuena,

2015) (13).

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) es una herramienta ampliamente
utilizada para la deteccion rapida de Salmonella, ya que permite identificar la interaccion
entre antigenos y anticuerpos con una muy baja probabilidad de resultados falsos positivos.
Por su parte, los inmunoensayos de flujo lateral (LFIA) se han consolidado como métodos
eficaces para analisis rapidos en el punto de atencion, debido a que son faciles de usar,
rapidos, econdémicos y no requieren personal altamente especializado ni equipos complejos.
Otra técnica importante es la separacion inmunomagnética (IMS), que mejora la sensibilidad
de los analisis, acorta el tiempo necesario para el enriquecimiento de las muestras y minimiza
la interferencia causada por componentes de los alimentos. Esta técnica ha demostrado ser
eficaz y se ha combinado con éxito con otros métodos, incluido el ELISA (Bai et al., 2023)

(20).
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2.5.Control de calidad microbiolégico en la industria alimentaria

El control microbioldgico de calidad cumple una funcion esencial en la proteccion de la
salud publica, ya que busca garantizar que los alimentos que llegan al consumidor sean
seguros y no representen riesgos para la salud. Este control se lleva a cabo a lo largo de toda
la cadena de produccion: desde la recepcion de materias primas, pasando por el
procesamiento y almacenamiento, hasta la distribucion del producto final. Entre las pruebas
mas comunes se encuentran la deteccion de microorganismos patdgenos como Salmonella
spp., Listeria monocytogenes y E. coli, ademas del analisis de indicadores de higiene como

los coliformes y las bacterias aerobias mesofilas (21).

Para que un sistema de control microbiologico sea realmente efectivo, no basta con aplicar
buenas practicas de laboratorio (BPL) y utilizar métodos validados. También es clave que el
personal técnico reciba una formacion constante, ya que esto asegura la correcta ejecucion
de los procedimientos establecidos y una interpretacion adecuada de los resultados
obtenidos. Ademas, es necesario validar los métodos de analisis dentro del propio
laboratorio, considerando las caracteristicas particulares de los distintos tipos de alimentos
que se evaluan, con el fin de garantizar la confiabilidad de los resultados. Un sistema robusto
debe incluir también la participacion en ensayos de aptitud, la implementacion de acciones
correctivas ante resultados no conformes, la trazabilidad completa de los andlisis realizados
y una comunicacién clara y oportuna tanto con los clientes como con las autoridades

regulatorias (21).
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2.6. Norma I1SO 6579-1:2017

La norma ISO 6579-1:2017 establece un procedimiento estandarizado para la deteccién de
Salmonella spp. en alimentos destinados al consumo humano, alimentos para animales y
muestras ambientales. Este método sigue una secuencia técnica bien estructurada. Todo
comienza con una etapa de pre-enriquecimiento en un medio general que permite que las
bacterias se recuperen sin condiciones restrictivas. Luego, se continGa con un
enriquecimiento selectivo utilizando caldos especificos, como Rappaport-Vassiliadis y
tetrationato, que favorecen el crecimiento de Salmonella por encima de otras bacterias. A
continuacion, se realiza la siembra en medios selectivos y diferenciales, como XLD o
Hektoen, lo que permite observar caracteristicas tipicas de esta bacteria. Finalmente, se
llevan a cabo pruebas bioquimicas para confirmar su presencia, y si es necesario, se procede

con la serotipificacion para identificar el serotipo especifico (3).

La aplicacion constante de esta norma ayuda a unificar los procedimientos entre distintos
laboratorios, lo que facilita comparar resultados y definir puntos de partida claros para
validar nuevas tecnologias 0 métodos analiticos. Ademas, establece los controles de calidad
necesarios durante el analisis —como los controles positivos, negativos y blancos del

medio— asegurando asi que los datos obtenidos sean confiables y precisos (3).

2.7. Norma NTP-I1SO/IEC 17025:2017

La norma NTP-ISO/IEC 17025:2017 establece los principios esenciales que deben cumplir
los laboratorios de ensayo y calibracion para demostrar que cuentan con la capacidad técnica
necesaria y que los resultados que entregan son fiables y exactos. Esta norma no solo aborda

temas técnicos del trabajo de laboratorio, sino también aspectos clave del sistema de gestion.
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Entre sus principales exigencias se encuentran: una estructura organizativa bien definida,
personal calificado, uso correcto de equipos, validacion de métodos, trazabilidad de las
mediciones, presentacion clara de los resultados y un control de calidad riguroso en todas

las etapas del proceso (4).

Obtener la acreditacion segun esta norma representa un reconocimiento a nivel internacional
de que el laboratorio cuenta con la competencia técnica necesaria para generar resultados
confiables y precisos. Para lograrlo, el laboratorio debe evidenciar que trabaja de forma
coherente y ordenada, siguiendo procedimientos documentados, con personal capacitado y

con un sistema de control de calidad sélido que fomente la mejora continua (4).

2.8. Instituto Nacional de Calidad (INACAL)

En el Perq, la institucion responsable de acreditar a los laboratorios es INACAL, una entidad
que forma parte del Ministerio de la Produccion. A traves de su Direccion de Acreditacion,
INACAL evalua si los laboratorios cumplen con los estandares técnicos establecidos por la
norma ISO/IEC 17025:2017. Si se verifica que todo esta en orden, se les otorga una
acreditacion oficial que respalda, de manera formal, que el laboratorio cuenta con la

capacidad técnica para emitir resultados validos y confiables (5).

Contar con la acreditacion de INACAL brinda a los laboratorios la posibilidad de ofrecer
servicios reconocidos a nivel global. Esto les permite participar activamente en programas
de vigilancia y control sanitario, y contribuir a mejorar la calidad en sectores clave como el
alimentario, farmacéutico o ambiental. En particular, cuando se trata de andlisis
microbiologicos de alimentos, esta acreditacion se vuelve especialmente importante para

garantizar que se cumplan los estandares sanitarios y regulatorios del pais. (5).
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2.9.0bjetivo General

Implementar el método de deteccion para Salmonella spp mediante la Norma ISO 6579-

1:2017 en un laboratorio de ensayo para su acreditacion ante INACAL.

2.10. Objetivos Especificos

- Capacitar al personal en la Norma 1SO 6579-1:2017 para deteccion de Salmonella spp.

- Acondicionar el laboratorio de acuerdo a la Norma 1SO 6579-1:2017 para deteccion de
Salmonella spp.

- Determinar la presencia o ausencia de Salmonella Spp en muestra de alimentos segun la

Norma I1SO 6579-1:2017.
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I11. METODOLOGIAY PROCEDIMIENTOS

3.1.Capacitacion al personal del laboratorio en la Norma ISO 6579-1:2017 para

deteccion de Salmonella spp.

Se realiz6 capacitaciones al personal de laboratorio con base en la norma ISO/IEC
17025:2017 para poder obtener la acreditacién para la deteccion de Salmonella spp.
mediante la Norma ISO 6579-1:2017 en un laboratorio de ensayo en los siguientes temas:

- Capacitacion en incertidumbre de medicion: Se realizd la capacitacion del
personal de laboratorio, para cumplir con los requerimientos establecidos por
INACAL. Esta actividad formativa fue disefiada con base en la norma ISO/IEC
17025:2017, y tuvo como proposito asegurar que los analistas comprendan y
apliquen correctamente los principios que permiten estimar con precision el grado de
confianza en los resultados obtenidos durante los ensayos. A lo largo del proceso, se
trabajo en reconocer todas las posibles fuentes de variacion que pueden afectar una
medicion, y se ensefid como cuantificarlas y combinarlas de forma adecuada para
obtener una estimacion de incertidumbre técnicamente solida. También se reforzaron
conceptos clave como estadistica, trazabilidad y modelos de medicién, usando
ejercicios practicos y casos reales —como pruebas con muestras inoculadas— que
permitieron aplicar directamente lo aprendido en las actividades diarias del
laboratorio. Esta capacitacion resulté fundamental para fortalecer las habilidades del
equipo técnico, unificar los procedimientos de medicion y asegurar que los resultados
generados por el laboratorio sean confiables, comparables y avalados por estandares

reconocidos tanto a nivel nacional como internacional (22).
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Capacitacion en Aseguramiento de la Calidad: se realizd con el fin de fortalecer
las habilidades necesarias para mantener un sistema de gestion sélido y alineado con
los requisitos de la norma ISO/IEC 17025:2017. Fue un paso clave dentro del camino
hacia la acreditacion ante INACAL, ya que permitié asegurar que los resultados
obtenidos por el laboratorio tengan respaldo técnico y sean confiables. A lo largo del
proceso formativo, se abordaron temas como el disefio e implementacion de
procedimientos operativos claros, el manejo adecuado de registros técnicos, la
planificacion y ejecucion de auditorias internas, asi como la participacion en ensayos
de aptitud. Todo ello permitié que el personal no solo entienda los requisitos de la
norma, sino que también aprenda a aplicarlos de manera practica y sostenida en su
trabajo diario. Incorporar esta formacion dentro del proyecto ha sido esencial para
que las actividades analiticas se desarrollen con un enfoque centrado en la mejora
continua, la trazabilidad y la responsabilidad técnica, asegurando resultados precisos,
reproducibles y Utiles para la toma de decisiones (23).

La capacitacion en verificacion y validacion de métodos: Se brind6 capacitacion
al personal del laboratorio en temas esenciales como la verificacion y validacion de
métodos, siguiendo los lineamientos de la norma ISO/IEC 17025:2017, con el fin de
fortalecer sus capacidades técnicas y garantizar que los resultados analiticos sean
confiables. Esta formacion tuvo como objetivo asegurar que los procedimientos
utilizados para la deteccion de Salmonella spp. sean adecuados, precisos y cumplan
con los requisitos técnicos establecidos, asegurando asi la calidad de los resultados
obtenidos. Durante las sesiones, se abordaron aspectos fundamentales como la
planificacién de la validacién, la identificacion de parametros clave —como la

repetibilidad, exactitud y especificidad—, y el uso de herramientas estadisticas para
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un analisis riguroso de los datos. Ademas, se desarrollaron ejercicios préacticos que
facilitaron la aplicacion directa de los conocimientos en el entorno real del
laboratorio. Esta capacitacion fue parte integral de la metodologia del proyecto, ya
que permitié implementar métodos técnicamente confiables, consistentes y
verificables, fortaleciendo la validez de los resultados y alineando el trabajo del
laboratorio con estandares internacionales de calidad analitica (22).

Capacitacion en la Norma ISO/IEC 17025:2017 para Laboratorios: Se realizo
una capacitacion especializada para el personal técnico del laboratorio, centrada en
los principios de la norma ISO/IEC 17025:2017, con el propdsito de fortalecer sus
competencias y garantizar la confiabilidad de los resultados. Esta formacion fue
clave para preparar al equipo frente a los requerimientos establecidos por INACAL
en el marco del proceso de acreditacion. Durante el entrenamiento, se abordaron
temas esenciales como la gestion de calidad en el entorno de laboratorio, el desarrollo
de habilidades técnicas, la validacion de métodos analiticos y la importancia de
asegurar la trazabilidad y el control riguroso en cada medicion. También se hizo
hincapié en mantener la imparcialidad y la objetividad en cada etapa del trabajo
técnico. Gracias a esta experiencia formativa, el equipo no solo comprendié a fondo
la estructura y exigencias de la norma, sino que logro aplicar mejoras practicas en su
labor diaria, consolidando un entorno de trabajo mas organizado, transparente y
alineado con estandares internacionales, lo que a su vez reforzé la solidez técnica del

estudio y la confiabilidad de sus resultados (24).
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3.2.Acondicionamiento del laboratorio de acuerdo con la Norma ISO 6579-1:2017 para

deteccion de Salmonella spp.

Se aplicd el método descrito en la norma ISO 6579-1:2017, ampliamente reconocido por su
confiabilidad y estandarizacion en la deteccion de Salmonella spp. en alimentos para
consumo humano y animal. Esta metodologia también contempla su uso en muestras
ambientales provenientes de areas de procesamiento y manipulacién, asi como en muestras
primarias tomadas directamente de zonas de produccion, como excretas, hisopos 0 polvo.
Para llevar a cabo este procedimiento de forma adecuada, fue necesario contar con un
laboratorio debidamente equipado —con incubadoras, estufas, agitadores y microscopios—
que permitieran mantener las condiciones controladas de temperatura y humedad requeridas
durante el analisis. Ademas, se asegurd que el personal técnico estuviera capacitado en
técnicas microbioldgicas, desde la preparacion de medios de cultivo hasta el manejo seguro
de microorganismos patdgenos. Durante la ejecucion, se estandarizaron cuidadosamente
todas las etapas del proceso: desde la preparacion y uso del medio selectivo MSRV (Medio
Semisdlido Rappaport-Vassiliadis modificado), hasta la definicion de tiempos y condiciones
de incubacidn, siembra y analisis. Esta organizacion detallada y el cumplimiento riguroso
de los procedimientos permitieron obtener resultados precisos, reproducibles y técnicamente
sustentados. En conjunto, la correcta implementacion de la norma no solo permitio cumplir
con los estandares técnicos requeridos por INACAL, sino que también fortalecid la
capacidad operativa del laboratorio, haciéndolo apto para participar activamente en
programas de vigilancia sanitaria y control de calidad, respaldando sus resultados con

evidencia cientifica confiable (25).
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Equipamiento adecuado: Se consider6 fundamental que el laboratorio cuente con el
equipamiento necesario para garantizar condiciones optimas durante todo el proceso de
analisis microbiolégico. Para ello, se hizo uso de incubadoras calibradas, capaces de
mantener temperaturas constantes y precisas, lo cual es esencial para favorecer el desarrollo
adecuado de las muestras en las distintas etapas del ensayo. También se utilizaron estufas de
calor seco, para garantizar una esterilizacion adecuada de los materiales utilizados. Para la
preparacion de los medios de cultivo, se emplearon autoclaves que permitieron realizar la
esterilizacion bajo condiciones controladas, asegurando la eliminacion efectiva de
microorganismos. Ademas, se contd con agitadores mecanicos que facilitaron la mezcla
uniforme de soluciones, cultivos y reactivos cuando fue necesario, lo que contribuyo a
mantener la consistencia y uniformidad en cada uno de los procedimientos realizados en el
laboratorio. Finalmente, el uso de microscopios de laboratorio facilitd la observacion
detallada de las caracteristicas morfologicas de los microorganismos, permitiendo su
identificacién con mayor precision. Este conjunto de equipos no solo respaldo la calidad
técnica de los analisis, sino que también contribuyd directamente a la fiabilidad de los

resultados obtenidos (25).

Tabla 3. Materiales y equipos usados con su medida e incertidumbre

Parametros Medidos y Tolerancia de

Equipo Calibracion
Estufa 170°C £ 10°C
Autoclave 121°C £ 3°C
Incubadora calibrada 37°Ct1°C
Bario de agua 41.5°C £ 1°C
Bafio de agua 47°C a50°C
Bafio de agua 37°Cx 1°C
Refrigerador Calibrado 5°C £+ 3°C
Congeladora calibrada -20°C £ 5°C

De 1 mly 10 ml, graduadas en

Pipetas graduadas de expulsion total divisiones de 0.1ml y 0.5ml

respectivamente
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Capaz de medir 0.01 unidades de pH a

pH metro una temperatura entre 20°C y 25°C, con
una precision de + 0.1 unidades de pH

Licuadora 8000 rpm a 45000rpm

Balanza Capac. 3100g y sensibilidad de 0.1g

Tubos de ensayo 13x100mm con tapa rosca

Tubos de ensayo 16x100mm con tapa rosca o0 a presion

Placas Petri 90mm

Asas de siembra y Ansas de platino- 3mm de didmetro aprox.

iridio o niquel-plomo

Pipetas pasteur -

Frascos de vidrio autoclave 250ml y 500ml de capacidad
Fuente: Elaboracion propia

Condiciones ambientales controladas: Se mantuvo un control estricto sobre las
condiciones ambientales del laboratorio, con especial énfasis en la temperatura y la humedad
relativa. Estos parametros fueron supervisados de forma continua para garantizar que no
afectaran los analisis microbiologicos, minimizando el riesgo de contaminacion cruzada y
asegurando la integridad de las muestras durante todo el proceso. Ademas, se organizo
adecuadamente el espacio de trabajo, estableciendo zonas definidas para cada fase del
proceso: desde la preparacion de las muestras, pasando por la incubacion, hasta el analisis
final de los resultados. Esta separacion fisica entre actividades criticas no solo contribuy®d al
orden y la trazabilidad, sino que también permitio trabajar de forma mas segura y eficiente,

minimizando riesgos y garantizando resultados confiables (25).

Tabla 4. Condiciones ambientales de las areas del laboratorio de microbiologia

Posible efecto

. Condicion o Criteriode  Frecuencia de
Ambientales . negativo si no se .
Ambiental aceptacion Control
controla
- o <1.
Esterilidad Contaminacion de 1.0 UfC’C.rT‘Z
. (Numeracion .
bioldgica de nuestras durante . Trimestral
. s de Aerobios

Sala de superficies el andlisis g

. Mesofilos)

siembra

Esterilidad Contaminacion de
bioldgica del nuestras durante < 15 ufc/15min  Por analisis
aire el andlisis
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Aumento del

Temperatura crecimiento 18 —27°C Por analisis
microbiano
Deficiente
Humgdad funcionamiento Maximo 80% Por analisis
relativa de balanza de
precision
- L <l
Esterilidad Contaminacion de 1.0 UfC/C.mz
o (Numeracion .
bioldgica de nuestras durante . Trimestral
superficies el andlisis de Agrqblos
Mesofilos)
Esterilidad Contaminacion de
bioldgica del nuestras durante < 15 ufc/15min  Por analisis
Sala de aire el analisis
. L Poca estabilidad
incubacion en el
Temperatura funcionamiento 18 — 27°C Por analisis
de las incubadoras
Deficiente
Humedad funcionamiento o -
0
relativa de balanza de Méaximo 80% Por analisis
precision
Esterilidad Contaminacion de <10 “fC’C.rT‘Z
L (Numeracion .
bioldgica de muestras durante . Trimestral
Sala de o e de Aerobios
g superficies el analisis :
preparacion de Mesofilos)
medios de Pérdida de
cultivo Temperatura caracterlspcas de 18-27°C Diariamente
los medios de
cultivos
Esterilidad Contaminacion de <15 ufe/1Smin
Salade lavado  biolégicadel = muestras durante — Mensual
aire el analisis
I.Estiarl.lldad Contaminacion de <15 ufe/15min
bioldgica del muestras para el Mensual
aire analisis
Recepcion Poca estabilidad
de mugsiras Temperatura en el . 18-27°C Diariamente
funcionamiento
de las incubadoras
Deterioro de o
. Temperatura 18-27°C Diariamente
Almacén de muestras
muestras Humedad Deterioro de o o
) Maximo 80 % Diariamente
relativa muestras
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Deterioro de o
) Temperatura 18-27°C Diariamente
Laboratorio de muestras

fisicoquimica Humedad Deterioro de o o
) Maximo 80 %  Diariamente
relativa muestras

Fuente: Elaboracion Propia

Capacitacion del personal: Se dio prioridad a la capacitacion especializada del personal en
técnicas microbioldgicas enfocadas en la deteccion precisa de Salmonella spp. Esta
formacidon no solo reforz6 sus competencias técnicas, sino que también les permitié tomar
conciencia del valor de aplicar procedimientos estandarizados rigurosamente en cada fase
del anélisis, garantizando asi resultados mas confiables y seguros. Ademas, se incluyeron
contenidos relacionados con bioseguridad y manejo seguro de agentes microbioldgicos,
esenciales para minimizar riesgos tanto para el personal como para el entorno de trabajo.
Mediante la capacitacion, los técnicos adquirieron mayor seguridad y precision en su trabajo,
ademas de una mayor conciencia sobre los riesgos asociados al manejo de microorganismos
patogenos. Esto no solo fortalecio su desempefio, sino que también elevo la calidad y
confiabilidad de todo el proceso analitico. Finalmente, para la deteccion de Salmonella, se
establecio el uso de un entorno correspondiente al Nivel de Bioseguridad 1, adecuado para
este tipo de analisis. (25).

Preparacion y uso de medios de cultivo selectivos: Se emplearon medios especializados
como el medio semisélido Rappaport-Vassiliadis modificado (MSRV), disefiado
especificamente para favorecer el crecimiento de Salmonella. Su preparacion se realizo
siguiendo procedimientos estandarizados, bajo un estricto control de calidad, lo que permitio

garantizar su efectividad y confiabilidad durante el analisis microbiol6gico (25).
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Procedimientos estandarizados: Se garantizd el cumplimiento de los procedimientos
estandarizados en cada etapa del analisis microbioldgico, tal como lo exige la norma I1SO
6579-1:2017. Esto incluyd la aplicacién precisa de los protocolos establecidos para la toma
de muestras, incubacion, aislamiento e identificacion de Salmonella spp. Cada fase del
proceso fue realizada bajo condiciones controladas, minimizando errores y asegurando la
repetibilidad de los resultados. Ademas, se llevd un registro detallado de todas las
actividades desarrolladas (ver Anexos 5y 6), desde el ingreso de la muestra hasta la emisién
del informe final, lo cual permitié mantener la trazabilidad del analisis. Esta documentacion
no solo respalda la solidez técnica de los ensayos, sino que también facilita el seguimiento
del desempefio del laboratorio y contribuye a la preparacion para auditorias internas o
externas (25).

Garantia de calidad: Para asegurar la confiabilidad de los resultados, se implementaron
controles internos y se participd en ensayos de aptitud. Ademas, los equipos fueron
calibrados siguiendo un cronograma previamente establecido por el laboratorio (ver Anexo
7), garantizando asi su correcto funcionamiento (25).

Se cumplieron rigurosamente las buenas practicas de laboratorio, desde el uso y
mantenimiento adecuado de los equipos, hasta el control de su desempefio. Esto incluyd
asegurar que cada instrumento estuviera limpio, en buenas condiciones y operando
correctamente seguin su propdsito. Al inicio de cada jornada se realizaban revisiones basicas
para verificar que los equipos funcionaran dentro de los parametros técnicos requeridos, y
durante su uso se supervisaba su rendimiento para detectar cualquier falla o desviacion a
tiempo. Los instrumentos de medicion y monitoreo —como termometros, balanzas,
incubadoras y estufas— fueron calibrados conforme a las normas nacionales vigentes y

sometidos a verificaciones o recalibraciones periédicas. Todo el proceso fue debidamente
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documentado, incluyendo tanto los procedimientos aplicados como los resultados obtenidos,
lo cual garantizo la trazabilidad y el cumplimiento de los estandares exigidos por las normas
técnicas y las entidades de acreditacion (26).

Asimismo, se realizaron inspecciones y mantenimientos regulares para asegurar que los
equipos estuvieran en optimas condiciones de uso y fueran seguros para el personal. La
frecuencia de estas revisiones dependia de como se utilizaba el equipo y del nivel de
precision requerido en los analisis (26).

Es importante sefialar que la norma técnica no establece una frecuencia fija de calibracion o
verificacion, ya que esta debe definirse considerando el tipo de equipo, la intensidad de su
uso y las recomendaciones del fabricante. Solo en los casos en que un equipo cumple una
funcién critica dentro del analisis, se exigen frecuencias minimas obligatorias. También se
tomo en cuenta que los equipos deben estar disefiados e instalados de forma que faciliten su
operacion diaria, lo cual permite un acceso sencillo para su limpieza, desinfeccion,
calibracion y mantenimiento. Esta disposicion no solo optimiza el flujo de trabajo en el
laboratorio, sino que también reduce el riesgo de contaminacion cruzada y garantiza un
entorno seguro y controlado para el personal técnico (26).

Se consider6 que las referencias a la incertidumbre de medicion aplican exclusivamente al
desempefio de los equipos utilizados, y no al método analitico en su conjunto. Por ello, se
revisaron los requisitos de precision técnica para cada instrumento, tomando como base los
margenes de tolerancia definidos para asegurar que los equipos operen de forma controlada
y confiable en su uso cotidiano. Esta precision esta estrechamente relacionada con la
incertidumbre metroldgica del equipo, segun los principios establecidos en la Guia I1SO 99,
lo cual permite evaluar si el instrumento cumple con los estdndares necesarios para el tipo

de analisis microbiol6gico que se realiza. En el caso particular de los equipos destinados al
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control de temperatura, como estufas e incubadoras, se verifico tanto la estabilidad como la
uniformidad térmica antes de su primer uso y tras cualquier reparacion o ajuste que pudiera
modificar su rendimiento. Estas acciones garantizaron que las condiciones analiticas se
mantuvieran dentro de los parametros aceptables y que los resultados generados fueran

técnicamente validos y reproducibles (20).

3.3. Materiales para el método de deteccion de Salmonella spp.

Se consider6 el cumplimiento de los lineamientos de la norma ISO 7218:2007, la cual sefiala
que todo laboratorio microbiol6gico debe contar con un conjunto basico de material de vidrio
que permita realizar con seguridad y eficacia los procedimientos analiticos. Este material
incluye elementos como tubos de ensayo, matraces, vasos de precipitados y frascos,
disefiados para resistir el uso constante y mantener la integridad durante procesos de
calentamiento, mezclado o almacenamiento de sustancias. Dado que estos instrumentos
estan en contacto directo con las muestras, se enfatizo la necesidad de que todo el vidrio de
laboratorio se mantenga perfectamente limpio y esterilizado, para evitar cualquier riesgo de
contaminacion que pueda comprometer la calidad de los resultados. La correcta preparacion
y conservacion de estos materiales no solo previene interferencias en las pruebas
microbioldgicas, sino que también asegura la confiabilidad de los datos generados y el
cumplimiento de los estandares técnicos requeridos (26).

Se garantizd la disponibilidad y correcto uso de equipos especializados, indispensables para
asegurar la validez y reproducibilidad de los analisis microbiologicos realizados. En primer
lugar, se hizo uso de sistemas de esterilizacion tanto en seco (como estufas) como en himedo
(autoclaves), los cuales fueron operados conforme a los requisitos técnicos establecidos por

las normas aplicables. Adicionalmente, se emplearon estufas de secado capaces de operar
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entre 25 °C y 50 °C, ideales para el secado seguro de materiales sin comprometer su
integridad. Para la incubacién de cultivos microbioldgicos, se dispuso de incubadoras que
trabajaron dentro del rango requerido de 34 °C a 38 °C, con una precision de +1 °C.
Asimismo, se utilizaron bafios Maria e incubadoras especiales ajustadas a temperaturas
especificas como 37 °C, 41,5 °C o 45 °C, fundamentales para el desarrollo 6ptimo de
bacterias como Salmonella. Estos equipos, cuando correspondia, incluian agentes
antibacterianos para minimizar el riesgo de contaminacién cruzada, dado el bajo umbral
infeccioso de ciertos microorganismos. En cuanto al almacenamiento de insumos y muestras,
se aseguraron las condiciones mediante refrigeradoras calibradas a aproximadamente 5 °C
+ 3°C y congeladoras con capacidad de mantener temperaturas cercanas a -20 °C + 5°C,
siempre dentro de margenes aceptables que aseguren la conservacion de reactivos y
materiales biologicos. El trabajo también involucré el uso de instrumentos de manipulacion
microbiologica como asas estériles de diversos tamafios, que facilitaron la siembra e
inoculacion de muestras. Para la medicion precisa de parametros fisicoquimicos, se emple6
un pH-metro calibrado con una exactitud de +0,1 unidades entre 20 °C y 25 °C, asegurando
lecturas confiables en soluciones acuosas. Finalmente, se utilizaron materiales estériles
como tubos, matraces y frascos con tapas seguras para contener muestras, asi como pipetas
automaticas y graduadas de diferentes capacidades (de 0,1 ml a 25 ml), y placas de Petri
estériles de 90 mm o, en casos especificos, de mayor tamafio (hasta 140 mm), necesarias

para el cultivo y analisis de microorganismos (26).

3.4.Preparacion de la muestra

- Preparacion muestra y pre-enriquecimiento en medio liquido NO selectivo: Se

realizd la preparacion inicial de las muestras diluyéndolas en Agua Peptonada
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Tamponada (APT) en una proporcion 1:10, usando 225 ml por cada 25 gramos de
muestra, con el fin de recuperar posibles bacterias estresadas como Salmonella spp.
El procedimiento se efectud en bolsas estériles bajo condiciones de bioseguridad,
asegurando una manipulacion adecuada. Esta fase es clave para garantizar resultados
confiables en los siguientes pasos del analisis microbioldgico (27).

Enriquecimiento en medio selectivo semisolido: Se emplearon placas de agar MSRV
a temperatura ambiente, asegurandose de que su superficie estuviera seca antes de la
siembra. Con una pipeta estéril, se aplicaron tres gotas separadas de 0,1 ml del caldo
APT sobre la placa, siguiendo un procedimiento cuidadoso para evitar contaminacion
y permitir la migracion de Salmonella, segun lo establecido por la norma 1SO 6579-
1:2017 (27).

Aislamiento en agar selectivo: Se realiz6 el aislamiento de Salmonella spp.
empleando medios solidos selectivos como el agar XLD y el sulfito bismuto (SB),
con el proposito de aumentar la precision en la identificacion de colonias
sospechosas. En el medio de cultivo XLD, las colonias tipicas de Salmonella se
observan con un centro negro rodeado por un halo rojizo y ligeramente transparente,
producto de la reaccion del indicador presente en el agar. Sin embargo, cuando se
trata de cepas que no producen sulfuro de hidrogeno (H-S), como Salmonella
paratyphi A, las colonias adoptan un color rosado con un centro de tono rosa mas
intenso. En cambio, las cepas que fermentan lactosa forman colonias amarillas, que
pueden presentar o no un centro negro, dependiendo de la cepa. La siembra se realizo
de forma cuidadosa, empleando asas estériles y trabajando por separado en cada
medio, siempre bajo estrictas condiciones de bioseguridad. Debido a que el aspecto

de las colonias puede variar segun la cepay el lote del medio utilizado, esta etapa fue
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realizada por personal capacitado, lo que permitié una evaluacion precisa antes de

proceder con la confirmacion del microorganismo (Ver Anexo 8) (27).

3.5.Deteccion de la presencia o ausencia de Salmonella spp en muestra de alimentos

segun la Norma ISO 6579-1:2017.

Seleccién de colonias para pruebas bioquimicas: Se seleccionaron colonias
sospechosas de Salmonella spp. para su andlisis bioquimico. Las pruebas se
incubaron bajo condiciones estandarizadas (36 °C 2 °C por 24 £ 3 horas), siguiendo
los parametros establecidos para asegurar resultados confiables. En particular, la
prueba de B-galactosidasa con discos ONPG se realizo conforme a las instrucciones
del fabricante. Este proceso garantizo un perfil bioguimico claro y reproducible para
cada cepa evaluada (27).
Los resultados de las pruebas bioquimicas y seroldgicas ayudaron a confirmar si el
aislado pertenece al género Salmonella spp. (Ver Anexo 8)
Interpretacion de las pruebas bioquimicas
e Prueba de fermentacion en Agar TSI (Triple Sugar Iron): Esta prueba permite
evaluar si la bacteria puede fermentar glucosa, lactosa o sacarosa, y si es capaz
de producir gas o 4cido sulfhidrico (H2S). Los resultados se interpretan segun el
cambio de color en el medio y la presencia de burbujas o ennegrecimiento del
agar.
Zona profunda (fondo del tubo):
v" Amarillo: Fermentacion de glucosa positiva.

v" Rojo o sin cambio: Fermentacién de glucosa negativa.
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v" Negro: Produccion de HS.

v' Presencia de burbujas o ruptura del agar: Produccion de gas.
Zona superficial (pico de flauta):

v" Amarillo: Fermentacion de lactosa y/o sacarosa positiva.

v" Ro0jo o0 sin cambio: Lactosa y sacarosa negativas.
Las cepas tipicas de Salmonella suelen generar una reaccion alcalina en la
superficie del medio TSI (color rojo) y una reaccion acida en el fondo (color
amarillo), acompafadas frecuentemente por la formacion de gas y, en cerca del
90 % de los casos, por la produccién de sulfuro de hidrogeno (H2S), que se
manifiesta como un oscurecimiento o ennegrecimiento del medio. Sin embargo,
en casos poco comunes donde se trate de una Salmonella que fermenta lactosa,
como algunas cepas atipicas, la parte superior del tubo puede volverse amarilla.
Por esta razon, es importante no basar la confirmacion de Salmonella nicamente
en los resultados del TSI, ya que deben complementarse con otras pruebas para
una identificacion precisa.
Prueba de descarboxilacion en Agar LIA (Lysine Iron Agar): Evalla la capacidad
de la bacteria para descarboxilar el aminoacido lisina y detectar la produccion de
H-S. Los cambios se observan visualmente:

v Positivo: Medio color violeta (Salmonella tipica).

v Negativo: Medio color amarillo.
Prueba de ureasa en caldo: Determina si la bacteria puede hidrolizar la urea. Un
resultado positivo se manifiesta por un cambio de color de naranja a cereza. Las

cepas de Salmonella son generalmente negativas, ya que no hidrolizan urea.
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e Prueba de pB-galactosidasa (ONPG): Evalua la presencia de la enzima -

galactosidasa.
v" Positivo: Color amarillo.
v Negativo: Sin cambio de color

Nota: Esta prueba es opcional.

e Motilidad, Indol y Ornitina en medio MIO: Esta prueba permite observar tres
caracteristicas: la capacidad de movimiento bacteriano (motilidad), la
produccion de indol a partir del triptéfano y la descarboxilacion de ornitina.

v Motilidad: Difusion del crecimiento desde la linea de inoculacion.
v"Indol positivo: Formacién de un anillo rojo tras la adicion del reactivo.
v"Indol negativo: Anillo de color marrén o amarillo.

v Ornitina positiva: Medio se torna violeta.

v Ornitina negativa: Medio se mantiene amarillo.

Confirmacion basada en la identificacion de antigenos somaticos (O) de Salmonella.

Durante la etapa de confirmacion seroldgica, se aplicaron pruebas de aglutinacion

con suero polivalente A-1 & Vi (de empresa espariola Vircel) para identificar cepas

del género Salmonella spp. Si se observaba aglutinacién, se procedia a usar sueros
monovalentes desde el grupo A hasta el I, permitiendo determinar el serogrupo
especifico. Este procedimiento se realizd en condiciones controladas y por personal
especializado, asegurando resultados confiables y utiles para la clasificacion

epidemioldgica (27).

Confirmacion basada en la identificacion de antigeno flagelar (H) de Salmonella.

Como parte de la confirmacion seroldgica en la metodologia aplicada, se identifico

el antigeno flagelar (H) de Salmonella mediante pruebas de aglutinacion.
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Inicialmente, se verifico si existia autoaglutinacion en un tubo de control, ya que su
presencia invalidaba la prueba. Si no se detectaron signos de floculacion, se procedid
con la lectura del tubo de prueba: la presencia de fléculos indicd un resultado
positivo. Opcionalmente, se empled un test de latex como método complementario,
lo que permiti6 reforzar la fiabilidad de los resultados obtenidos (27).
A continuacion, en la Tabla 4 muestra los resultados de varias pruebas bioquimicas en
medios como TSI, LIA, MIO, Urea y ONPG, que se usaron para diferenciar cepas de
Salmonella y otros bacilos gram negativos, como Citrobacter freundii, a partir de como se
comportan metabdlicamente. Estas pruebas permitiran identificar especies y subespecies de
Salmonella observando reacciones especificas, como la produccion de gas, la formacion de
acido, la presencia de sulfuros (H2S), la capacidad de moverse, generar indol 0 descomponer

ciertos aminoacidos como la ornitina.

Tabla 5. Interpretacion de las pruebas bioquimicas

Medio / TSI LIA MIO Agar

.. ONPG Microorganismo
Prueba T/S GAS H,S T/S GAS H>S Mov Indol Ornitina Urea g

Salmonella subsp.

KIAA + + KK - + + - - - - - |
KIA - - KK+ - - - - - - - S. choleraesuis
KIA - + KK+ + + - - - - - Otras Salmonella
KA - - KA+ - - - - - - - Salmonella typhi
KA - - KA+ - - - - - - - Salmonella spp
KA - - KA - - - - - - - - S. paratyphi A
KIA - + KA - + - - - - - - S. paratyphi A
KIA - + KA - + - - - - ; . S. typ_h]
(excepcion)
AIA + + KK + + - - - i i . Salmonella subg.
I11 (Arizona)
KIA + + KK + + + - i i i N Salmonelllasubsp.
KIA + + KK + + - - i i i . Salmonella subg.

111 (Arizona)
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Medio / TSI

Prueba T/S GAS H»S T/S GAS H>S Mov Indol Ornitina Urea

LIA MIO . .
Agar ONPG Microorganismo

KIAL + + KK +
KIA + + K/A +

+ - - - - - + Salmonella spp
. ] ] ] ] ) Citrobacter
freundii *

Nota: * puede dar reacciones similares. T/S: indica el patron &cido/alcalino entre la parte
superior e inferior del medio TSI; T: Tope del tubo (Slant) — parte inclinada (aerébica) y S:
Seno o fondo del tubo (Butt) — parte profunda (anaerdbica). Fuente: Norma Espafiola UNE-
EN 1SO 6579-1:2017 para deteccion de Salmonella spp.

En la Tabla 5 se presenta una guia practica para entender como interpretar los resultados de

las pruebas bioquimicas y seroldgicas realizadas a cepas que podrian pertenecer al género

Salmonella. Para ello, se tienen en cuenta tres aspectos fundamentales: el tipo de reaccién

bioguimica que presentan, si ocurre 0 no autoaglutinacion, y la deteccion de antigenos

especificos como O, H o Vi.

Tabla 6. Interpretacion de resultados bioguimicos y serolégicos para identificacion de

Salmonella
Reacqlopes Autoaglutinacion  Reacciones Seroldgicas Interpretacion
Biogquimicas
Antigenos O, Vio H Cepas deben ser
Tipicas No positivos (y Vi positivo si es  consideradas como
analizado) Salmonella
Tipicas No Antlgenos_o yloH Salmonella presuntiva
negativos
- . No analizables debido a .
Tipicas Si L . .. Salmonella presuntiva
reaccion de autoaglutinacion
Reacciones - - No son consideradas
Atipicas como Salmonella

Fuente: Norma Espafiola UNE-EN ISO 6579-1:2017 para deteccion de Salmonella spp.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

En la Tabla 7 se muestran las jornadas de capacitacion realizadas como parte del proceso de

preparacion del laboratorio para lograr la certificacion segin la norma 1SO 6579-1:2017,

centrada en la deteccion de Salmonella spp. Estas sesiones estuvieron dirigidas al equipo

técnico y se llevaron a cabo entre diciembre de 2021 y enero de 2022, cada una con una

duracion aproximada de tres horas. Los contenidos abordados fueron clave para garantizar

la calidad del trabajo analitico. Todas las capacitaciones se completaron satisfactoriamente,

lo que evidencia el compromiso del equipo con la formacién continua y el fortalecimiento

de sus competencias en microbiologia.

Tabla 7. Capacitaciones realizadas para obtener la certificacion en la Norma ISO

6579-1:2017 para deteccion de Salmonella Spp.

items Tema de capacitacion Dirigida a Fecha_lly R.eallzada
duracion Si No
1 Capacitacion en incertidumbre Personal 12-2021 X
de medicién laboratorista 3 horas
5 Capacitacion en Aseguramiento Personal 12-2021 X
de la Calidad laboratorista 3 horas
3 Capacitacion en verificacion y Personal 01-2022 X
validacion de métodos laboratorista 3 horas
Capacitacion en la Norma
4 1SO/IEC 17025:2017 para Personal —01-2022
laboratorista 3 horas

Laboratorios

Fuente: Elaboracion propia
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La tabla 8 muestra que el laboratorio de ensayo logro la acreditacion del INACAL para
realizar andlisis de deteccidn de Salmonella spp. segun la norma internacional UNE-EN ISO
6579-1:2017, actualizada con la enmienda A1:2021. Esta norma establece el método
estandar para identificar Salmonella en distintos productos alimenticios, incluyendo
modificaciones recientes como ajustes en las temperaturas de incubacion y composicion de
medios de cultivo.

La acreditacion cubre una amplia gama de alimentos, desde carnes, huevos, frutas,
hortalizas, papas y fideos, hasta productos mas elaborados como chocolates, quesos
madurados, alimentos precocidos, en polvo, deshidratados, productos pesqueros y alimentos
listos para el consumo o recalentamiento. Esto refleja la capacidad técnica del laboratorio
para asegurar la calidad microbiolégica de diversos productos alimentarios, tanto crudos

como procesados.

Tabla 8. Acreditacion de Laboratorio de ensayo en el INACAL

Norma

N°  Tipo Ensayo Referencia ANo Titulo
Microbiologia de la cadena
alimentaria. Método horizontal para
la deteccion, enumeracion y
serotipado de Salmonella. Parte 1:
Deteccién de UNE-EN ISO Detef:(?ién.c%e Salmone!la.s,pp.
Salmonella spp. 6579-1:2017/ 2017 Modificacion 1: Ampliacion del
Al1:2021 rango de temperaturas de incubacion,

modificacion del estado del Anexo D
y correccién de la composicién de los
medios MSRV y SC. (1SO 6579-
1:2017/Amd 1:2020)

v Alimento preparado con o sin
Producto(s) tratamiento térmico
v’ Carne y productos carnicos
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v

LSRN NN NN

v

v

v

v
v

Chocolates de leche, blanco para
taza, de cobertura con o sin
relleno y chocolate sucedaneo
Fideos

Fideos, pastas y masas

Frutas, hortalizas y frutos secos
Huevos y ovoproductos

Papa

Productos cocidos de consumo
directo, como extruidos,
expandidos, hojuelas
instantaneas.

Productos cocidos de
reconstitucion instantanea como
enriquecidos lacteos, sustitutos
lacteos, mezclas fortificadas o no,
harinas extruidas y sus mezclas o
no, y/o fortificadas o no y/o
azucaradas o no.

Productos crudos, deshidratados
y/o precocidos que requieren
coccion como hojuelas, harinas y
sus mezclas o no, y/o fortificadas
0 no y/o azucaradas 0 no,
sémolas, féculas y almidones.
Productos pesqueros crudos y
listos para cocinar

Productos pesqueros listos para
consumo y recalentar

Quesos madurados

Sémolas, féculas y almidones

Fuente: https://aplicaciones.inacal.gob.pe/crtacre/
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La Tabla 9 recoge los resultados obtenidos tras aplicar pruebas a distintos alimentos inoculados, con el fin de verificar la efectividad del
método de deteccidn de Salmonella spp. basado en la norma ISO 6579-1:2017, siguiendo los lineamientos de la ISO 16140. Se evaluaron
diversos tipos de productos alimenticios, y los resultados demostraron que el método tiene una alta capacidad para identificar la bacteria en

diferentes matrices, lo que respalda su confiabilidad y utilidad dentro del control microbioldgico del laboratorio.

Tabla 9. Muestras control de referencia para la deteccion de Salmonella spp. con la Norma 1SO 6579-1:2017.

ALCANCE DEL METODO (1SO 16140) MUESTRAS INOCULADAS
Producto Segun Alcance Producto Analizado ™M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 MI10

1. Productos pesqueros listos para consumo y 1. Pescado ahumado + - + + + + + - - +

recalentar.

2. Alimento preparado con o sin tratamiento térmico 2. Ensalada césar + - + + + + + + +

3.- Frutas y vegetales 3. Mango picado + - - - + + +
4. Papa seca + - - + - + + - + +
5. Nueces de Brasil + - + + + - + + + +

4. Frutas y vegetales procesados 6. Sémola + - + + + + + + - -
7. Hojuelas de avena + - - - + - + - + +

5.- Huevos y derivados 8. Huevo entero + - + + - + + + - +

6.- Productos carnicos y sus derivados 9. Salchicha huachana + - + + + + - + + +
10. Carne picada + - + + - + + - - +
envasada

Fuente: Elaboracion propia
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En la tabla 10 se presenta los resultados del anélisis de eficacia del método 1SO 6579-1:2017
para detectar Salmonella spp. en diez productos alimenticios. A pesar de algunas variaciones
individuales, todos los productos cumplieron con los criterios de la norma, alcanzando un
100% de eficacia y siendo clasificados como conformes, lo que respalda la confiabilidad del

método en el control microbiologico.

Tabla 10. Andlisis de Eficacia para la deteccion de Salmonella spp. con la Norma 1SO

6579-1:2017 en cada una de las muestras.

CRITERIO
PRODUCTO  REPETICIONE RoEngJ'E‘JIAI‘D%%S EF'iAC' CONF%RMIDA
ANALIZADO S

1 +
2 )
3 +
4 +
S +
1 5 i 100% CONFORME
7 +
8 )
9 ]
10 .
1 +
2 i
3 +
4 +
S +
2 5 . 100% CONFORME
7 +
8 +
9 +
10 +
1 +
2 i
3 3 . 100% CONFORME
4 i

42



© 00 N o o

+
+
+
10 +
1 +
2 -
3 -
4 +
5 -
6 N 100% CONFORME
7 +
8 -
9 +
10 +
1 +
2 -
3 +
4 +
5 +
6 ] 100% CONFORME
7 +
8 +
9 +
10 +
1 +
2 -
3 +
4 +
5 +
6 . 100% CONFORME
7 +
8 +
9 -
10 -
1 +
2 - 100% CONFORME
3 -
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+
10 +
1 +
2 -
3 +
4 +
5 -
8 6 N 100% CONFORME
7 +
8 +
9 -
10
1
2 -
3 +
4 +
5 +
9 6 N 100% CONFORME
7 -
8 +
9 +
10 +
1 +
2 -
3 +
4 +
10 g _;_ 100% CONFORME
7 +
8 -
9 -
10 +

Fuente: Elaboracion propia
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4.2 Discusién

Respecto a las capacitaciones al personal, se brind6 una formacion integral al equipo del
laboratorio en temas fundamentales como la estimacion de la incertidumbre, el
aseguramiento de la calidad, la validacion de métodos analiticos y el cumplimiento de los
requisitos de la norma ISO/IEC 17025:2017. Estas capacitaciones no solo fortalecieron las
competencias técnicas del personal, sino que tuvieron un impacto directo en el éxito de la
implementacién del método de deteccién de Salmonella spp. Debido a ello, el laboratorio
logré la acreditacion por parte de INACAL, un logro que refleja claramente la importancia
de contar con profesionales bien preparados. Tal como sefiala la teoria, incluso los protocolos
mejor disefiados pueden fallar si no se aplican correctamente. Por eso, contar con un equipo
técnico bien capacitado no es solo una exigencia normativa, sino un pilar fundamental para
asegurar la confiabilidad de los resultados, reducir errores y mantener una cultura de mejora
continua en el trabajo microbioldgico.

Al comparar estos avances con otras propuestas metodoldgicas descritas en la literatura,
como el estudio de Martino et al. (2023), que sugiere una estructura documental basada en
lanorma ISO 16140-3:2021 para la verificacion de métodos microbioldgicos cualitativos, se
aprecia una coincidencia clave: ambos enfoques resaltan la importancia de contar con
personal técnicamente competente, procedimientos claros y una documentacion bien
estructurada, alineada con los requisitos normativos. En ambos casos, la implementacion
efectiva de la norma ISO 6579-1 no solo se sustentd en el cumplimiento técnico del
protocolo, sino en la comprension profunda de los procedimientos y en la capacidad del
equipo para aplicarlos con criterio y precision. Esto confirma que ningun protocolo, por
bueno que sea, puede garantizar resultados fiables si no esta respaldado por profesionales

bien preparados. Asi, la formacion continua del personal y el uso de herramientas
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documentadas para la verificacion se convierten en garantias esenciales para demostrar
competencia técnica y cumplir con las exigencias de los sistemas de acreditacion modernos
(28).

La capacitacion del personal del laboratorio es fundamental para cumplir con los estdndares
de la norma ISO 6579-1:2017 y avanzar hacia la acreditacion del método de deteccion de
Salmonella spp. Esta norma se aplica tanto a alimentos destinados al consumo humano y
animal como a muestras ambientales relacionadas con su produccion y manipulacion. En
ella se detallan procedimientos técnicos bien estructurados, que van desde el pre-
enriquecimiento de las muestras, el uso de medios selectivos, hasta la confirmacion de cepas
sospechosas mediante pruebas bioquimicas y seroldgicas. Contar con un equipo bien
entrenado es esencial para llevar a cabo estos procesos de forma correcta y asegurar
resultados confiables. La capacitacion no solo mejora la precision del trabajo diario en el
laboratorio, sino que también refuerza la validez técnica de los analisis realizados. Diferentes
estudios en laboratorios especializados han demostrado que este método cuenta con altos
niveles de sensibilidad y especificidad, permitiendo identificar con precision la presencia del
microorganismo. Por ello, se considera una herramienta robusta y eficaz, especialmente util
para los laboratorios que buscan alcanzar una certificacion oficial y asegurar la calidad de
sus servicios (27).

Brindar capacitacion al personal es fundamental para que puedan ejecutar con confianza y
precision los procedimientos establecidos por la norma. Esta preparacion se refleja
directamente en la calidad de los resultados, que se vuelven mas exactos y confiables. Esto
cobra especial relevancia cuando se busca detectar la presencia de Salmonella spp. en
diversos tipos de alimentos o en muestras del entorno, donde una identificacion precisa es

clave para garantizar la seguridad y el cumplimiento sanitario (29).
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La formacion del personal técnico es un pilar clave para aplicar correctamente los
procedimientos establecidos en la norma ISO 6579-1:2017 y avanzar hacia la acreditacion
del método para la deteccion de Salmonella spp. Esta normativa internacional se aplica no
solo a alimentos para consumo humano y animal, sino también a muestras ambientales
vinculadas a su produccion y manipulacion. En ella se describen con precision cada una de
las etapas del analisis, desde el pre-enriquecimiento, el uso de medios selectivos, hasta las
pruebas bioquimicas y seroldgicas necesarias para confirmar la presencia del patdégeno (27).
Para ejecutar correctamente este protocolo, no basta con tener los equipos adecuados: es
imprescindible contar con personal bien capacitado, que conozca el procedimiento a fondo
y lo aplique con criterio. Una formacion sélida mejora no solo la precision del trabajo diario,
sino también la confiabilidad de los resultados, lo cual es fundamental al detectar un
microorganismo como Salmonella spp. en distintos tipos de matrices alimentarias o del
entorno. Ademas, la capacitacion continua permite que el equipo se mantenga actualizado
frente a los avances en microbiologia alimentaria, adaptandose a nuevas tecnologias y
desafios sin perder eficacia. Esto también ayuda a reducir errores, evitar repeticiones
innecesarias de analisis y optimizar tanto el tiempo como los recursos del laboratorio (29).

Otro aspecto esencial fue el acondicionamiento del laboratorio conforme a los estandares de
la norma. Se disefi6 un entorno técnicamente controlado donde factores como la temperatura,
la humedad, la higiene y la organizacion del espacio se monitorearon de forma permanente.
Se definieron areas especificas para cada etapa del analisis, se utilizaron equipos calibrados
con precision y se aplicaron controles ambientales estrictos que evitaron la contaminacion
cruzada. Esta rigurosidad no solo permitié cumplir con los requisitos normativos, sino que

también hizo el trabajo mas seguro, eficiente y ordenado.
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Implementar adecuadamente la norma ISO 6579-1:2017 permite obtener resultados sélidos
y confiables en la deteccion de Salmonella spp. Esta guia incluye desde la preparacion inicial
de las muestras hasta la confirmacion del patdgeno con herramientas bioquimicas y
seroldgicas. Para que todas estas etapas se desarrollen correctamente, el laboratorio debe
contar con condiciones técnicas adecuadas, equipos calibrados, ambientes controlados v,
sobre todo, un equipo humano competente. Este enfoque no solo mejora la calidad analitica,
sino que facilita la acreditacion ante organismos como INACAL, posicionando al laboratorio
como una entidad técnica confiable, alineada con estandares internacionales (25) (30).

El tercer objetivo de este trabajo fue aplicar el método de deteccion de Salmonella spp. en
condiciones reales, analizando diferentes tipos de alimentos. Este esfuerzo se consolidé al
aplicar el método en condiciones reales, analizando alimentos como carnes, huevos,
pescados, vegetales y productos procesados, todo segun el protocolo de la norma. Los
resultados fueron altamente satisfactorios: se logro un 100 % de eficacia en la deteccion de
la bacteria, confirmando que cada etapa —desde el pre-enriquecimiento hasta las pruebas de
confirmacion— fue ejecutada con precision. Esta eficacia fue el resultado de una
planificacién meticulosa, una infraestructura adecuada y un equipo técnico comprometido.
Gracias a ello, el laboratorio logré la acreditacion oficial de INACAL, validando su
capacidad técnica y reconociendo su aporte en la vigilancia sanitaria y la inocuidad
alimentaria. La deteccion precisa de Salmonella spp. es vital para proteger la salud publica
y prevenir brotes por alimentos contaminados. Para lograrlo, los laboratorios se apoyan en
métodos validados, como el descrito en la 1ISO 6579-1:2017, considerado un estandar de
referencia a nivel internacional. Este protocolo no solo abarca la deteccion en alimentos para
consumo, sino también en superficies y ambientes donde se manipulan. Ademas de este

método convencional, existen tecnologias complementarias que han mejorado notablemente
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la velocidad y precision del analisis. Por ejemplo, el sistema Pathatrix, desarrollado por
Thermo Fisher Scientific, utiliza un proceso de captura inmunomagnética para aislar los
patdégenos mediante recirculacion. También destacan herramientas méas recientes como los
sensores impedimétricos con aptdmeros disefiados especificamente para reconocer
Salmonella enteritidis, que permiten detectar concentraciones muy bajas (alrededor de 600
UFC/mL) en apenas 10 minutos.

La combinacién de métodos tradicionales con tecnologias emergentes refuerza la capacidad
de los laboratorios para ofrecer resultados rapidos, confiables y cientificamente respaldados,
contribuyendo activamente a la seguridad alimentaria y a la proteccién de los consumidores

(31, 32, 33).
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V.

CONCLUSIONES

La implementacion del método para la deteccion de Salmonella spp., conforme a los
lineamientos de la norma 1SO 6579-1:2017, se llevé a cabo de forma exitosa. Esto
permitié que el laboratorio cumpliera rigurosamente con los requisitos técnicos
exigidos, lo que resultd en la acreditacion oficial por parte del Instituto Nacional de
Calidad (INACAL) constituyendo un reconocimiento formal de la competencia
técnica del laboratorio para ofrecer servicios analiticos confiables y con altos
estandares de calidad.

El personal técnico capacitado en temas fundamentales como el manejo de la
incertidumbre en las mediciones, el aseguramiento de la calidad, la validacion de
métodos analiticos y la interpretacion adecuada de los requisitos de la norma
ISO/IEC 17025:2017 fue fundamental en el proceso de acreditacion ante INACAL.
El laboratorio fue adecuadamente acondicionado segun requerimientos, lo cual fue
esencial para garantizar un ambiente técnico 6ptimo para aplicar el método con la
precision requerida que permitidé minimizar los margenes de error, mantener la
trazabilidad de los datos y asegurar la integridad de los resultados.

Los ensayos realizados con distintas muestras alimentarias como carnes, pescados,
frutas, vegetales, huevos y alimentos procesados permitieron comprobar de forma
practica la eficiencia del método implementado al 100% de conformidad para la
deteccidn de Salmonella spp. ratificando que el método posee una alta sensibilidad,

especificidad y capacidad de reproduccion.
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ANEXOS

Anexo 1. Diagrama del procedimiento de deteccion de Salmonella en productos
alimenticios para consumo humano y animal y en muestras ambientales procedentes

del area de produccion de alimentos.
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Anexo 2. Diagrama del procedimiento de deteccion de Salmonella spp. en heces de

animales y en muestras ambientales.
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Anexo 3. Acreditacion de Laboratorio de ensayo en el INACAL
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Fuente: https://aplicaciones.inacal.gob.pe/crtacre/

Anexo 4. Microbiologia de la cadena alimentaria — VValidacion de métodos — Parte 3: Protocolo para la verificacion de métodos de

referencia y métodos alternativos validados en un Unico laboratorio.

Microbiology of the foodlchain - Method validation - Part 3: Protocol for the verification of reference methods and validated alternative methods in a single laboratory
International Standard 150 16140-3:2021

| Calculated results ‘ Deviance ‘
NOTE: initially, this excel sheet shows data from the EXAMPLE in Clause 5, but these can be replaced by your own data

Cell colour coding: | Enter values

5 Qualitative methods - Technical protocol for verification
Calculation and evaluation tool for verification of estimated LODs; (eLODs;) using Protocol 1 (1SO 16140-3, 5.5.1)

5.4.2 Inoculation of the test portions
Determination of the inoculum level (based on appropriate enumeration of the high-level inoculum, or by MPN according to Annex C)

Implementation
verification

(Food) item verification

(Food) item 1

(Food) item 2 | (Food) item 3 ‘ (Food) item4 ‘ (Food) item 5 ‘ (Food) item 6 ‘ (Food) item 7

(Food) item 8

(Food) item 9

Determined low inoculum level LIL {cfu/test portion): 2.0 | ‘ ‘ ‘ ‘

5.5.1 Determination of eLOD,, using protocol 1

Results per Inoculum level [number of positive (food) item test portions per inoculum fevel: enter 0, 1, 2, 3 or 4 in each cell]

Inoculum level of the test portions (Food) item 1 (Food) item 2 (Food) item 3 (Food) item 4 (Food) item 5 (Food) item 6 (Food) item 7 (Food) item 8 (Food) item 9
High inoculum 1
Intermediate inoculum 4
Low inoculum 2
Blank {uninoculated) 0
eL0Dq, (cfu/test portion) =0,7x LIL Enter results Enter results Enter results Enter results Enter results Enter results Enter results Enter results
Determined el OD 5, (cfu/test portion) 1.4 Enter results Enter results Enter results Enter results Enter results Enter results Enter results Enter results
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https://aplicaciones/

5.6

Acceptability limits {protocol 1)

The eLODx, shall not be >4 x LODs, observed in the validation study

Published validation data of the method. If no validation data is available, assume an LOD,, of 1 cfu/test portion

Observed LOD 5, (cfu/test portion)
Acceptable eLOD, (cfuftest portion)

Acceptability limit evalution

D ined elOD 5, <Acceptable eLOD 5,

=4*L0Dy

12| \ | | \ | \ |

‘ a8 | Enter data ‘ Enter data | Enter data | Enter data ‘ Enter data | Enter data ‘

Enter data | Enter data ‘
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Table & - Determination of eLODs, based on the number of positive results per level of contamination using protocol 1

High inoculation level Intermediate inoculation level Low inoculation level Blank level eL0Dsg
targeted 9 x LOD s / test portion targeted 3 x LOD s / test portion targeted 1 x LOD 55 / test portion cfu/test portion
11 a/4 4/a 0/1 <10xUL?
1/1 4/4 3/4 0/1 =0,5xLIL
11 4/4 2/a 0/1 =0,7 x LIL
1/1 a/4 1/a 0/1 =10xLL
1/1 4/4 0/4 0/1 =15xLL
1/1 3/4 a/4 0/1 =07 x LIL
1/1 3/4 3/4 0/1 =10xLIL
1/1 3/4 2/4 01 =13xLL
1/1 3/4 1/4 0/1 =17 xLL
1/1 3/4 0/4 0/1 =23 xLIL
1/1 2/4 a/4 01 —11xLL
1/1 2/4 3/4 0/1 =15xLL
1/1 2/4 2/4 0/1 =19xLIL
1/1 2/4 1/4 01 =26xLIL
1/1 2/4 0/4 01 =37 xLL
ok 1/4 4/4 0/1 Unreliable MPN result ®
1/1 1/4 3/4 0f1 =2 1xLL
1/1 1/4 2/4 0/1 =28xLIL
1/1 1/4 1/4 0/1 =40xLIL
1/1 1/4 0/4 01 =6,3xLIL
11 0/4 4/4 0/1 Unreliable MPN result ®
1/1 0/4 3/4 0/1 =3,0xLIL
1/1 /4 2/4 0/1 =43xLL
1/1 0/4 1/4 0/1 =6,7 x LIL
1/1 o/4 0/4 01 =14,0x LIL

*LIL = Low inoculation level.

* Unreliable MPN result: MPN combination is very unlikely to occur. Experiment shall be repeated
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Microbiology of the foodlchain - Method validation - Part 3: Protocol for the verification of reference methods and validated alternative methods in a single laboratory
International Standard 1S0 16140-3:2021

Cell colour coding: | Enter values ‘ Calculated results ‘ Deviance |
NOTE: initially, this excel sheet shows data from the EXAMPLE in Clause 5, but these can be replaced by your own data

5 Qualitative methods - Technical protocol for verification
Calculation and evaluation tool for verification of estimated LOD, (eLODs,) using Protocol 2 (150 16140-3, 5.5.2)

5.4.2 Inoculation of the test portions
) Determination of the inoculum level (based on appropriate enumeration of the intermediate-level inoculum, or by MPN according to Annex C)

Implementation (Food) item verification

2 verification
3 (Food) item 1 (Food) item 2 ‘ (Food) item 3 ‘ (Food) item 4 | (Food) item 5 | (Food) item 6 | (Food) item 7 ‘ (Food) item 8 | (Food) item 9
1 Determined low inoculum level LIL (cfu/test portion): 2.0 ‘ ‘ | | | ‘ |
3
3/5.5.2 Determination of eLODs, using protocol 2

Results per Inoculum level [frequency of positive duplicates per (food) item test portion and per inoculum level: enter or select 0, 1 or 2 in each cell]
3 Inoculum level of the test portions | (Food) item 1 | (Food) item 2 ‘ (Food) item 3 ‘ (Food) item 4 | (Food) item 5 | (Food) item 6 | (Food) item 7 ‘ (Food) item 8 | (Food) item 9
3 High inoculum not applied not applied not applied not applied not applied not applied not applied not applied not applied
) Intermediate inoculum 3 3
| Low inoculum 1 1
2 Blank {uninoculated) 0 1
3
1 eL0D, (cfu/test portion) =14xLIL Positive blank Enter results Enter results Enter results Enter results Enter results Enter results Enter results
H Determined elOD s, (cfu/test portion) 28 Repeat test Enter results Enter results Enter results Enter results Enter results Enter results Enter results
5.6 Acceptability limits (protocol 2)

|The eLODg, shall not be >4 x LOD;, observed in the validation study ‘ | | ‘ ‘ | | |

Published validation data of the method. If no validation data is available, assume an LOD., of 1 cfu/test portion

Observed LOD ., (cfu/test portion) ‘ 2.5 ‘ | | ‘ ‘ | | |

Acceptable eLOD., (cfu/test portion) =4*10Dy, ‘ 10.0 ‘ Enter data | Enter data | Enter data ‘ Enter data ‘ Enter data | Enter data | Enter data | Enter data

Acceptability limit evalution

Determined eLOD 5, <Acceptable eLOD 5, [ Accepted | Notaccepted |  nNotaccep | notaccep | Notaccepted |  Notaccep [ notaccep | nwotaccepted | Notaccepted
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Table 8 - Determination of eLODs, based on the number of positive results per level of contamination using protocol 2

High inoculation level Intermediate inoculation level Low inoculation level Blank level eLODs,
not applied targeted 3 x LOD 5, / test portion targeted 1 x LOD 5, / test portion cfu/test portion
3/3 5/5 0/1 <10xLIL°
3/53 /5 0f1 =04 x LIL
3/53 3/5 0f1 =07 x LIL
3/53 2/5 0f1 =10xLIL
3/53 1/5 0f1 =14xLIL
3/53 0/5 0f1 =20xLIL
2/5 5/5 0f1 =07 x LIL
2/3 a/5 0/1 =09 x LIL
2/3 3/5 0f1 =12 xLIL
2/3 2/5 0f1 =16xLIL
2/3 1/5 0/1 =23 x=LIL
2/3 0/5 0f1 =37 xLIL
1/3 5/5 0/1 Unreliable MPN result ®
1/3 a/5 0f1 =14 xLIL
1/3 3/5 0/1 =18=xLIL
1/3 2/5 0/1 =26xLIL
1/3 1/5 0/1 =4 1xLIL
1/3 0/5 0f1 =8,6xLIL
/3 5/5 0f1 Unreliable MPN result
/3 4/5 0/1 Unreliable MPN result®
0/3 3/5 0/1 =29=xLIL
0/3 2/5 0/1 =45xLIL
0/3 1/5 0/1 =G4 xLIL

*LIL = Low inoculation level.

* Unreliable MPN result: MPN combination is very unlikely to occur. Experiment shall be repeated
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Microbiology of the food chain - Method validation - Part 3: Protocol for the verification of reference methods and validated alternative methods in a single laboratory

End of this tab
Iso International Standard IS0 16140-3:2021

Cell colour coding: ‘ Enter values | Calculated results
NOTE: ially, this excel sheet shows data from the EXAMPLE in Clause 5, but these can be replaced by your own data

5 Qualitative methods - Technical protocol for verification
Calculation and evaluation tool for verification using Protocol 3 (150 16140-3, 5.5.3).

5.4.2 Inoculation of the test portions with 3 cfu to 5 cfu per test portion
Determination of the inoculum level (based on appropriate enumeration of the inoculum, or by MPN according to Annex C)

Implementation (Food) item verification
wverification
(Food) item 1 (Food) item 2 | (Food) item 3 (Food, m 4 (Food) item 5 | (Food) item & | (Food) item 7 | (Food) item 8 | (Food) item 9
Determined inoculum level (cfu/test portion): 20 17 | 5.0 a0 | 10
Inoculum >5
Repeat experiment
5.5.3 Use of protocol 3
Results [number of positive (food) item test portions: enter 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 in each cell]
(Food) item 1 (Food) item 2 (Food) item 3 (Food) item 4 {Food) item 5 | (Food) item 6 | (Food) item 7 (Food) item 8 (Food) item 9
7 inoculated replicates 7 6 7 7 4
Blank (uninoculated) 0 1] 1] 0 0

Positive blank

Repeat experiment

5.6 Acceptability limits (protocol 3)
There shall be a minimum of six positive results out of the seven replicates tested |

Acceptability limit evalution
Positive results 26 | 4 d o | Wotoepted | Notacepted [ Wotaccepted | Notawepted | Wotowepted | wotaccepted |

End of this tab

End of this tab

64



Anexo 5. Formato de Verificacion de equipos

VERIFICACION DE SETEO DE EQUIPOS

EQUIPO

|CODIGO |

AREA

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

(T°C)

TEMPERATURA DE TRABAJO

SETEO DE EQUIPO (SET)

FECHA

HORA

SET

OBSERVACIONES

HORA

SET | OBSERVACIONES| RESPONSABLE

CONFORMIDAD

SUPERVISADO POR

OBSERVACIONES GENERALES

FIRMA

NOMBRE

CARGO

JEFE DE
LABORATORIO

CONFORME: La lectura del seteo coincide con la calibracion correspondiente
NO CONFORME: La lectura del seteo no coincide con la calibracién correspondiente

Fuente: Formato obtenido de laboratorio en estudio
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VERIFICACION DEL POTENCIOMETRO

CODIGO DE .
EQUIPO: IL-065 MES / ANO:
pH: 4.00 Lote: 8963 MARCA: HANNA
pH: 7.00 Lote: G24W04 MARCA: J.T BAKER
pH: 10.00 Lote: 9341 MARCA: HANNA
Gréfica de Tendencia de % Slope
120 %
80 % |
- pH Conformidad (*) OBSERVACIONES
DIA 4.00 7.00 10.00 Sl NO ANALISTA (SLOPE %)
1 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 92
2 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 91
3 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 92
4 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 93
5 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 91
6 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 92
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4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 93

4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 92

4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 91
10 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 91
11 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 92
12 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 91
13 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 92
14 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 91
15 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 92
16 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 93
17 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 92
18 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 91
19 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 93
20 4.00 7.00 10.00 VERDADERO FALSO | Tania Armas 91

(*) La conformidad de la verificacion se da cuando los valores de los patrones de referencia estan dentro de los rangos
definidos por el proveedor

REVISADO:

Fuente: Formato obtenido de laboratorio en estudio
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Anexo 6. Formato de Reporte de resultados de ensayos Microbioldgicos

REPORTE DE RESULTADOS DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS

HORA DE
N° DE ORDEN DE ENSAYO: FECHA DE ANALISIS:
o] ISAYO: 50505 Cl SIS: ‘ANALISIS‘
MBO1.- MBO4.- |
MUESTRAS: MB02.- MBO5.- |
MBO3.-|
DETECCION DE SALMONELLA 1O 6579
T1PO DE - CONFIRMACION BIOQUIMICA CONFIRMACION SEROLOGICA
L CALDOSELECTIVD) ACAR SELECTIVO) COLONIA | COLONIA | ReaccionTsl | Hidrolisis Urea De“al';i‘:: deL" | Colonias Autoaglutinantes | Anti-poliv. O-Vi |Anti-poliv." RESULTADO
VKT XD Tipica 5 K/A ++ Negativo Positivo sl Positivo Positivo
Bo1 Sulmo>< LB:muto Tipica 5 K/A ++ Negativo Positivo s Positivo Positivo DETECTADO
RVS
VKT XLD!
MB02
RVS XLD!
VKT XD
MB03 D)
RVS
XLD!
MKTT -
MEO4 Sul!ltoXLB[\;rnuto
RVS
VKT XLD!
MBO5
. XLD!
CONTROLES DE PRUEBA Y PROCESOS PARAMETROS DE ASEGURAMIENTO DE LA VALIDEZ
Condiciones Ambientales Durante el Ensayo Equipo: C METODOS CUANTITATIVOS
T°/HR: Ambiente UFC/15'/placa — Conforme Met./Para Muestra__ | "] VALOR | Criterio 2
Diluyente Método Lote Blanco gontml (+) Conformidad
Método Medios o reactivos Lote Preparado Blanco Control (+) Control (-) C
1 APC
2 TBX
3 OGYE
ABP METODOS CUALITATIVOS
4 BHI Met. Mu. PARA. D/ND | VALOR | Criterio Conformidad
PLASMA 1
MYP 2
Agar Sangre de Carnero 3
5 Agar MYP 4
NA 7 5
NA 6
NA 7
6 VRBL 8
BRILA 9
MKKT 10
RVS LEYENDA:
XLD ER: Error de recuento Met: Método
Sulfito Bismuto =il Para.: Parametro de Desempefio
Rec: Recuperacion Mu.: Muest
7 TSI e u.: Muestra
Lisina ND: No detectado
UREA
Suero O-Vi ANALIZADO POR:
Suero H FECHA FINAL DE ANALISIS:

Revisado por:

OBSERVACIONES:

Fuente: Formato obtenido de laboratorio en estudio
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Anexo 7. Programa de Calibracion de equipos e instrumentos

PERIOD FECHA PUNTOS DE FECHA
EQUIPO MARCA .DE DE ULT. CALIFI?(I)??RADO PR%%IE_EI)Q\IQ,IAECI\II;?I DE CALIBRACIO PROGR. DE
CALIB. CALIB. ’ N CALIB.
PC-018, 2da Ed.,
“Procedimiento para la 37+1°C
Sociedad de Calibracion o
INCUBADORA ZENI; HLA 2 afnos 202;03' Asesoramiento Caracterizacion de medios marzo, 2024
Técnico S.A.C isotermos con aire como °
) A 22 +2°C
medio termostatico
INDECOPI-SNM
PC-019 lera. Ed., 415 + 1°C
2021-07- Sociedad de “Procedimiento para la . .
Asesoramiento Calibracion de Bafios 45°C£1°C agosto, 2023
~ 31 Técnico S.A.C Termostaticos" del
BANO o INDECOPI-SNM 48+1°C
TERMOSTATIC GREETMED 2 afios '
o PC-019 lera. Ed.,
2021-08- Sociedad de "Procedimiento para la
26 Asesoramiento Calibracién de Barios 445 +0.2°C agosto, 2026
Técnico S.A.C Termostaticos" del
INDECOPI-SNM.
La callbracmn_ §e ef_ectuo 100 + 2°C
por comparacion directa
i segun el procedimiento PC- .
3S ) 2023-05- Sociedad de 018, 2da Ed., 103+ 2°C
ESTUFA 2 anos Asesoramiento " S mayo, 2025
CIENTIFIC 26 . Procedimiento para la
Técnico S.A.C . .,
Calibracion o .
Caracterizacion de medios 110+ 2°C

isotermos con aire como
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medio termostatico”, del
INDECOPI-SNM.

. PC-006, 2da Ed., 115+ 1°C
3S ~ 2021-08- SOCIedad. de “Procedimiento para la 116 + 1°C
AUTOCLAVE 2 anos Asesoramiento . ., ’ = agosto, 2023
CIENTIFIC 01 Técnico S.A.C Calibracion de autoclaves”, 121 + 1°C
C del SNM-INDECOPI -
PC-001 "Procedimiento
para la calibracion de
. instrumentos de pesaje de
BALANZA CIEI\Ig'?'IFI c  3afos 20231'07' Analytlcg'lo\lgboratory funcionamiento no CEL\OSOEO%II julio, 2024
automatico
clase 11y 1". Primera
Edicion. 2019. INACAL
Comparacion directa con
Masas Patron e Instrumento -
PESA HAFNER 3 afios 20235-,12- Elicrom de Pesaje 1g d'%%”;fre’
(Sustitucion Abba) CEM
ME-025:2020
Comparacion directa con
Masas Patron e Instrumento -
PESA HAFNER 3 afios 20235;12' Elicrom de Pesaje 50 g d'cggfre’
(Sustitucion Abba) CEM
ME-025:2020
Comparacion directa con
) 2021-12- . Masas Patron e Instrumento diciembre
PESA HAFNER 3 aflos 05 Elicrom de Pesaje 100 g 2024 ’
(Sustitucion Abba) CEM
ME-025:2020
Comparacidn directa con -
PESA HAFNER 3 afios 20235'12' Elicrom Masas Patron e Instrumento 200 g d'%%n;;fre’

de Pesaje
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(Sustitucién Abba) CEM
ME-025:2020

Comparacién directa con
Masas Patrén e Instrumento

PESA HAFNER 3 afios 202('};2' Elicrom de Pesaje 200 g d|c5e0r2§>re,
(Sustitucion Abba) CEM
ME-025:2020
PC-018, 2da Ed.,
Sociedad de “Procedimiento para la
REFRIGERADO  BLACKLIN =, o, 2024-03- Asesoramiento Calibracion de rﬁedios 2-8°C marzo, 2024
RA E 15 L. . .
Técnico S.A.C isotermos con aire como
medio termostatico”
PC-018, 2da Ed.,
Sociedad de “Procedimiento para la
CONGELADOR  BLACKLIN 2 afios 2024-03- Asesoramiento Calibracion de medios -20°C £5°C marzo, 2026
A E 15 . : .
Técnico S.A.C Isotermos con aire como
medio termostatico”
La calibracion se realizd
por comparacion directa
siguiendo el PC-017
TERMOMETRO TRACEABL 3 afios 2022-11-  Analytical laboratory "Procedimiento para la -25°C 5 °C, - noviembre,
DIGITAL E 30 SAC Calibracion de 35°C 2025
Termdmetros
Digitales". Segunda
Edicion. 2012. INDECOPI.
PC-018, 2da Ed., 30+1°C
35 2024-03- Sociedaq de “Procedi_mien_t,o para la -
INCUBADORA CIENTIEIC 2 afios 29 Asesoramiento Calibracion o 36 + 1°C marzo, 2026
Técnico S.A.C Caracterizacion de medios 37 + 1°C

isotermos con aire como
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medio termostatico”
INDECOPI-SNM

PC-018, 2da Ed.,
“Procedimiento para la

Sociedad de Calibracion o )
INCUBADORA 35 2afios 202209 Asesoramiento Caracterizacion de medios 35+ 0,5°C septiembre,
CIENTIFIC 02 . ] . 2024
Técnico S.A.C isotermos con aire como
medio termostatico”
INDECOPI-SNM
PC-018, 2da Ed.,
Sociedad de “Procedimiento para la
REFRIGERADO KYNTEL 2afios 202403 Asesoramiento Calibracion de medios 5+ 3°C marzo, 2024
RA 15 . . )
Técnico S.A.C isotermos con aire como
medio termostatico"
PC-011, 4ta Ed.,
"PROCEDIMIE!\ITO DE
Sociedad de CALIBRACION DE
o 2022-10- . BALANZAS DE <200g
BALANZA FAITHFUL 3 anos 12 ﬁzﬁf‘?crgnsn?tco FUNCIO[\lAMIENTO NO CLASE I octubre, 2025
o AUTOMATICO. CLASE |
y CLASE 11", del
INDECOPI-SNM.,
SENSOR DE Comparacién Directa Con 15°C
TEMPERATURA  HORIBA  6meses 202205 ELICROM Termometro Fl)a;m” YBano  yhecosecy 05/11/2025
PARA PH 20 Controlado De 30°C

Temperatura
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Anexo 8. Procedimiento realizado para la deteccién de Salmonella

Diagrama del Procedimiento de Deteccion de
Salmonelia spp. mediante el método dado
porla Norma ISO 6579-1:2017

PRE-ENRIQUECIMIENTO

Muestra en caldo BPW
(Bufféred PeptoneWater)
Incubacion; 37 °C por 18-24 horas |

4

ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO
Medio MSRV Medio MKTT
(Agar Rappaport- | (Tetrstionato modificacde

Vassiliadis) de Muller-Kauffmann)
Incubacion: 41.5°C | Incubacién: 37 °C°C
£1°Cpor2413h £°Cpor2413h

AISLAMIENTO EN MEDIOS SELECTIVOS

XLD SB
(Xilosa Lisina Desoxicolato) (Sulfito Bismuto)
Incubacion: 37 °C<C Incubacién: 37 °Cx1°C
por241h por48h

TIPICAS DE SALMONELLA

Transferencia a Agar A-Nutritivo
]

A 4
CONFIRMACION MEDIANTE
PRUEBAS BIOQUIMICAS Y SEROLOGICAS

* TSI (Triple Sugar Iron) KIA
» LIA (Lysine Iron Agar) Urea

OBSERVACION DE COLONIAS 1
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Procedimiento realizado para la deteccion de Salmonella

PRE-ENRIQUECIMIENTO en
Caldo BPW (Agua Peptonada
Tamponada). Incubar a 37 °C

Insertar 1 ml del
medio la muestra

previamente
preparada.

Fuente: Elaboracion propia.

Medio de Enriquecimiento de Tetrationato
Modificado de Muller-Kauffmann (MKTT).
Incubar a 37°C + 1°C durante 24 h + 3 h

Agar Rappaport-Vassiliadis (MSRV). Incubar a

41,5°C £ 1°C durante 24 h+3h
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SIEMBRA EN MEDIOS SELECTIVOS

Colonias de AR b Colonias de
Salmonella Salmonella

XLD (Xilosa Lisina Desoxicolato). Sulfito bismuto (SB). Incubar a 37°C + 1°C
Incubar a 37°C £ 1°C durante 24 h durante 48 h

Pasar a Agar
Nutritivo
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PRUEBAS BIOQUIMICAS Y SEROLOGICAS CONFIRMATORIAS

K/A

i
vz r=
9 'Y ;

'”;.
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