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Industria

Control Oficial

Responsabilidad de comercializar . - Programas de control oficial
i alimentos seguros Laboratorio Control Oficial Verificar cumplimiento
Asegurar que tienen todas las » o legislacion R 2073/2005
etapas bajo control. Identificar Listeria m. Medidas en caso de brotes
Cumplir y verificar los requisitos Recuento Listeria m Alertas

establecidos en la Legislacion. Emitir resultados validos Retirada del producto
Reglamento 2073/2005 SEREES
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Laboratorios control oficial norma
i Capacidad de emitir resultados
1ISO 17025:2017 validos. “Hacerlo bien”
Un sistema que asegure la
imparcialidad la consistencia y

fiabilidad ™ Una vez bien...
siempre bien”

| CCOOOOOOOOD
ENAC

Entidad Nacional de Acreditacion
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¢, Como asequrar la validez
de los resultados?

UNE-EN ISO 11290:2018 Microbiologia
de la cadena alimentaria. Método
horizontal para la deteccion y el
recuento de Listeria monocytogenes y
de Listeria spp.

Parte 1: Método de deteccion.
Parte 2: Método de recuento.
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Q Métodos analisis Lm Acreditados en el LRSP

X

Presencia o 4 h |
ausencia del "
microrganismo Recuento de
en un b unidades
volumen/peso formadoras de
determinado. Deteccién de colonias e
antigenos de mediante g
------ Lm mediante medios R
fluorescencia cromogénicos
ligado a g 5
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Q Métodos analisis Lm Acreditados en el LRSP

Q Aproximadamente 7 dias

Iﬂl Negativos 48 horas
Aproximadamente 7 dias
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Metodos analisis de Listeria monocytogenes en alimentos

Segun la categoria del Reglamento 2073/2005 el tipo de alimento en cuanto pH y Aw y el lugar de
muestreo el Técnico solicitara un perfil analitico para Ausencia en 25 g o recuento en g.

Plan de toma

Categorias de alimentos de muestras Slaliiss Método analitico Faseenlaquese
de referencia aplica el criterio
1.1Alimentos listos para el
consumo destinados a lactantes, y . Productos
alimentos listos para el consumo 10 0 Ausencia en EN/ISO 11290-1 comercializados
destinados a usos médicos 259 durante su vida til
especiales (4)
100 Productos
5 0 ufc/g(5) EN/ISO 11290-2 comercializados
1.2Alimentos listos para el durante su vida util
consumo que puedan favorecer . Aptes EEEUD TR
el desarrollo de Listeria 5 0 Ausencia en EN/ISO 11290-1| dejado el control del
monocytogenes 25 (7) explotador de la
empresa que lo ha
producido
1.3Alimentos listos para el Productos
consumo que no puedanfavorecer comercializados
eldesarrollode Listeria s L 100 ufc/g EN/ISO 11290-2 durante su vida atil
monocytogenes(*4, 8)
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Identificacion

Identificacion presuntiva ,
identificacion de género y especie.
Confirmacion de la especie

\\ Aislamiento

A partir del enriquecimiento primario
y secundario sembrar en placas con
medios selectivos cromogénicos

Enriquecimiento

Anadir caldo de enriquecimeinto
selectivo

Preparacion

Preparacion de la muestra, control
de medios de cultivo, diluciones
Dilucion madre
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Investigacion de Listeria monocytogenes en alimentos  241¥!

]

Preparacion: pesar medir la
cantidad de muestra a
analizar preparar la dilucion
madre ......

Muestras
1mi a determinar

Dilucion —
1 1ml 1mi 1 mi 1 mi

= Y3

I

110 11100 M0 1108 Al 1108
oy po® oY o (1% (o

Pasar a placa muestras de 1 mi

R

d l: {?{ ! L ; O O
7 2 0

! 158

T

Demasiadas colonias  colonias colonias  colonias

colonias

pameonl¥ e x 10° = 150 % 108
Recuento Faclor  Células junidades
de la de formadoras de colonias)
placa dilucidn  por mililitro de muestra

original
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|nVESt|gaC|0n de Listeria monﬂcytogenes en alimentos éﬁm

Enriquecimiento primario medio
selectivo liquido incubar 30+1°C
durante 25+1horas

e Caldo Fraser semi es una
modificacion que contiene la mitad de
acido nalidixico y acriflavina para la
recuperacion de células estresadas.
Es el medio en al metodologia ISO
para enriquecimiento primario.

= A ._:_’,' e

"=

Caldo Fraser contiene citrato de hierro amoniacal y cloruro de 1 control I_Hm,ﬂmgmm' 3Ll 4F faeals
litio que se ennegrecen con el crecimiento de Listeria.
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‘ EnrlqueCI mlentO SeCundarlO ::::RBRT“ JF;:;ERBRTH u::::namu

2191203 g 219-12-08 s 019-12-03 g
DY 281 DY 24 DY 284

En Caldo Fraser incubacion 0,1 e e R
ml del enriguecimiento primario

en 10 ml de caldo a 37+1 °C - — -
durante 24 + 2 horas y durante

48 +2 horas.
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Una placa Enriquecimientol1® (ALOAFS)
Una placa Enriquecimiento 2° 24 h
(ALOAF 24h)

Una Placa Enriquecimiento 2° 48h
(ALOA F 48h)

Aislamiento en ALOA® (Agar
Listeria segun Ottaviani y
Agosti) Listeria Contiene
phosfolipasas, la C es
exclusiva de Lm (PIPLC), que
hidrolizan fosfotidiliositol o
lecitina produciendo un halo
opaco blanquecino alrededor
de la colonia.

37+1 2C durante 24 + 3 horas
Se puede prolongar otras 24 +3 h

Aislamiento en Palcam
contiene esculina y citrato de
hierro manitol y rojo fenol. Lm

hidroliza la esculina formando Una placa Enriquecimientol® (Pajcam FS)
un halo negro El I’OjO fenol Una placa Enriquecimiento 2° 24 h

- - . (Palcam F 24h)
cambia de rojo a amatrillo. Una Placa Enriguecimiento 2° 48h

(Palcam F 48h)
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|nveSt|gaC|On de Listeria monOcytOgeneS en alimentos é@,\m
:.O_Y O |

Identificacion
presuntiva

« Examen 6 placas buscando | K i
colonias tipicas.

 En ALOA verde azuladas
con halo opaco

 En PALCAM verdosas
rodeadas halo oscuroy a
las 48 horas 2mm
incrustadas en agar y
depresion central

Seleccionar 5 colonias sobre cada
placa y si hay menos de 5 sobre cada
placa seleccionar todas | Pagina 15



- 0o . . . ‘1
Investigacion de Listeria monocytogenes en alimentos éﬁm

ldentificacidon género y especie

Aislamiento colonias sobre
TYSA, (Agar Triptona soja
levadura), incubar 37+1 2C
durante 24 horas.

Pruebas de cribado opcionales
(catalasas, Gram, siembra en
Oxford).

Examen movilidad Agar
movilidad 48 horas a
25+12C (en sombrilla)
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|nVESt|gaC|0n de Listeria monﬂcytogenes en alimentos éﬁm

L. monocytogenes

‘ Identificacion género y especie /\

= Control

) L. ivanovii

Obligatorio Test de CAMP ..
(Christie, Atkins y Munch L. innocua

Petersen)

Listeria monocytogenes

R Equi -
S. Aureus +

S. aureus R. equi

Listeria monocytogenes

5 colonias

J», seleccionadas

| Pagina 17




Investigacion de Listeria monocytogenes en alimentos 5{5%

ldentificacion género y especie

Obligatorio Hemolisis:
Incubar en Agar Columbia
COS 24-48 h a 371 °C.
Zonas claras y estrechas

-

Listeria monocytogenes

R Equi -
S. Aureus +
B-hemolysis+
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Investigacion de Listeria monocytogenes en alimentos  24%¥"

ldentificaciOn género y especie

Gram-positive, catalase-positive, oxidase-negative,

O b | i g ato ri O : Utl | IzaCién de non-spore forming, short rhods, motile at 30°C or less
glicidos medinate tiras/galerias que
contiene sustancias deshidrtadas

gue detectan la actividad enzimatica, - +

fermentacion de carbohidratos. m
@ @ - +

Xylose fermentation Xylose fermentation Xylose fermentation

g B = % +

re N re = N
. . Listeria Listenia Listeria Listenia Listeria Listeria Listeria
] Ishimer in I fwanovii [ ligen
Listeria monocytogenes oo el Kol PoaM B el P

R Equi -
S. Aureus +

1 1

B-hemolysis+
Xilosa-
Ramnosa +

A A :

4 !
[DIM| ESC xMAN DARL XYL RHA MDG RIB GIP TAG |

 gepi LISTERIR |

-+ + + - o+ + - = -

API® Analitical Profile Index
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‘ ldentificacion genero y especie

Expresion de resultados Ausencia o presencia en la cantidad
de producto examinado en g o ml (25 g).
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Investigacion de Listeria monocitogenes cribado negativo
mediante ELFA (Ensayo de Fluorescencia Ligado a Enzima)

YV YY

Aislamiento
Preparacién Enriquecimiento Cribado por Identificacién
ensayo
inmunologico
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Cribado por ensayo inmunoldgico

Deteccion antigenos Lm mediante método ELFA
por sistema automatizado VIDAS®:

Se fijan los antigenos a los anticuerpos
policlonales anti-Listeria

Los Ac conjugados marcados con fosfatasa
alcalina son aspirados y se fijan sobre cualquier
antigeno de Lm

El enzima del conjugado cataliza la hidrélisis del
sustrato emitiendo una fluorescencia detectada a
450 nm

Umbral e interpretacion de resultados valor del
test < de 0,05 negativo = 0,05 positivo

En los positivos Continua siembra en ALOA....

Permite descartar los negativos en 48 h
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Preparacion Incubacién Confirmacion
Diluciones Bioquimica

Recuento
L. monocytogenes

_ Recuento de Calculos Expresion
Siembra colonias resultados

(1010
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Preparacion de diluciones

Si se solicita también investigacion puede
prepararse a partir del Fraser semi, si no Agua
Peptona Tampona (APT).

» Siembra 1ml si la muestras es liquida o 1 ml suspension madre
en 3 placas ALOA.(el recuento sera como 1 placa)

* Resto diluciones transferir 0,1 ml a ALOA 1 placa por dilucion.

» Sielcliente considera aceptable como limite inferior 10 ufc
para liquidos o 100 ufc para sélidos se siembra. (10-2)

¢ Incubar en 371 °C 20-24 horas

¢ Re-incubar 20-24 horas.

Im 1ml 1ml 1ml

f\f\f\f\

9 ml
Dilucién 1:10 APT

10g+90 ml APT

R e\ 0 (U R

1 mi
0,1 ml
“““““““ de cada
dilucion

ALOA®

| Pagina 24



Recuento colonias

Contar colonias presuntas. Se
contaran las gue contengan en total
menos de 150 colonias (se puede
refrigerar las placas si no se va
hacer recuento de en las 4 horas
siguientes).

Confirmacion

Si tienen mas de 150 y estan
separadas entre si se procede a
confirmacion con 5 colonias si
no se hacen re-aislamientos.
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Recuento L. monocytogenes "M

Cadlculos y expresidn resultados

N=Ya/ [(V1 * d1 * n1) + (V2 * d2 * n2)]

N: n° de L. monocytotenes en la muestra expresado en ufc/g/ml.

a: suma de las colonias de Listeria m identificados en las diluciones

V1: Volumen inoculado en la primera dilucién seleccionada.

V2: Volumen inoculado en la segunda dilucién seleccionada.

d1:Primera dilucién seleccionada.

d2:Segunda dilucion seleccionada.

nl:nimero de placas sometidas a recuento con la primera dilucion empleada.

n2 :numero de placas sometidas a recuento con la segunda dilucién empleada.
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Recuento L. monocytogenes vM

Calculos y expresidn resultados

——— S—— —

‘ ‘ - Dil 1 ml ALOA 48h

2 colonias tipicas 2 colonias tipicas 1 colonias tipicas

Resultado:
5.0 E1 ufc/g= 50 ufc/g

Aproximadamente 7 dias
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N° de Registro | -/ w//
’ cio: Gl /4 y; "
Fecha inicio: /347, Fecha fin de andlisis: 2/ Fecha de validacion: ..4.2.L5 Firma: ..... ouseoi>
O 1,ANA.044: Investigacién de Listeria monocytogenes en alimentos mediante ELFA | Resultado: |Ded(c)a s> En 25¢ I Fecha y firma | B/ ;Y
Fraser semi Fraser VIDAS LMO | “4L04 Fs Palcam FS | SALOA F2eh | Palcam F24h |  uo4 Pakam ALOA )
(30£1°C/25¢1 by | (37H1°C25£1 h) | GCRSE K | @71CRSEL) [ (7A1CSSI | (TRICRS4R) | (37e10c/sal by [ PNl | FeehGpccral (37£1°C12Z 1 46 )
Fecha y firma Fecho ¥ fé-m Fecha y firma Flthﬂ y flrma Facha y firma Fecha y firma Fecha y firma
3 [~ ('1 5 -
| &/5 12 gy es | 35 4o 254K
z \
Resultado (ALOA) y| JEsultado Resultado 8 e TSYA )¢
244 48h VIDAS f;% fi"a":_" (37EI°CA18 a 24 h) {
1 mi{dil ) dii il fan | di 1 mi(dil ) di fdin | |dy 24h 48h el
Pt lp2ipP3 |0 e afoar | PL f P2 | P3| w| o] oer|fu ALOA + .J‘- g [‘\ | Fechay firma:
Fs L
Pal
~A~ t 1+ ey BISq.
sl B - o5 //yj Pl
24h  pg 1 "t_ 7 ,//‘-
Fecha y flrma: Fecha y firma: aLoa | L
¥ 4:h Pal £ —-} % ’g/g_
‘L‘ g / /ley’ =
. m ™ il050 "stm APLLIS (36+2°C/18 a
(7£1°C/18 8 24 h) \ (71°C/ 85 d) (3721°C/1 2 5 ) @SLICHB2N) 24h)
CONFIRMACIONES :
F y firma Fecha y firma Fechay firma Fecha y firma Fechay firma Fecha ﬁflr‘mn (‘
- S 7
12, 3] 4/5}1112/3/4/5)1/2/3]4/5 1]2]3[4[sf1]2]3[4[5]t]2[3[4]/5]1]2[3[4]5
s il st i ] j ‘
< w% —_l'_ - I T17 1 N i | [ A [
o [ 15 L | 8 " . . 1 - -
B 7 N N 3 S N S N R N ERERCEE
a1, % . L Y I [ - el L = - |—
PAL e S0 O O O L ~ . . B ani
ALOA [ ' | ‘
F24 . d— e T — — — T —— — - S—
P | || | [ ] |
dnix la. 1al< [es wis b
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Recuento

Fecha inicio: ‘1]

.6:[/‘? Fecha fin de anlisis: /|

Recuento 5.0 E1 ufc/g

PRODUCTOS DE LA PESCA (RTO L. MONOCYTOGENS) Ed.6 (Pg 1 de 1) N° de Registro

/£ /19 Fecha de validacién: . 2/4. Firma: ....coms:

1.ANA.047: Listeria monocytogenes, recuento

Resultado

2)f
Fecha y firma 5- % é/' Ufe/g @
ALOA (37210022046 h) (mﬁ:f« K
Fechay firma 7 Fecha y firma .
Y Yea e Ael6112 Je
24h 48h
dil -10,1 dil -1 iml
Placa 1 Placa 3 Placa | Placa 2 Placa 3
2t || &7 | 47
Fecha y firma Fechay firma
20161 9
CAMP (COS) G Gram Ramhosa Xilosa (254 1°C/48+2 b APILIS
(7£1°C/18 8 24 ) el po—_— @EIC/aSd) | (RICIasd) (3622°C/18 2 24 1)
CONFIRMACIONES | Fechay firma Fecha y firma Fechay firma Fecha y firma Fecha y firma Fecha y firma
s < e
1] 2 1] 2] 3] 4] B|1]2|3]4]l56|1]2]3]4[5]/1]2]3 5| 1] 2] 3| 4|5 (6| 1] 2] 3] 4|5
o s [0 AR A H A HA
3 i
12])6 @ N2)¢
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Algunos datos del LRSP

ANALISIS DE Lm 2019 ASEGURAMIENTO DE LA VALIDEZ
Investigacion de Lm 378 determinaciones todas Controles de calidad internos cada tres meses
ausencia.

Ejercicios de Intercomparacion Lm (5 en
Recuento Lm 190 muestras de n=5 (951 recuentos) 2019) resultados favorables z-score
3 muestras no conformes

mir3 139N
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’IIIIIIlllllllllllllllll‘

Los laboratorios designados

para el control oficial deben

garantizar unos resultados
solidos y fiables siempre, en
programas de control oficial y

durante las crisis.

Consistencia

’Illllllllllllllllllllll‘

La acreditacion es un
instrumento fundamental para
.garantizar una actuacion de alto
nivel en los laboratorios, require
un esfuerzo considerable de

recursos, cualificacion y gestion.

‘lllllllllllllllllllllll‘

El LRSP continua
implementando nuevos
métodos para mejorar la

oferta analitica y de apoyo
técnico a la Direccién

General de Salud Publica
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i
: _

‘;: Laboratorio Region_al
sauaveais d€ Salud Publica

|
.

i

iMuchas
Gracias!
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