Contacto CONAMER JOR- LCF~ Arin ~Am 8- Booo2137/8

De: Microbiologos de Alimentos <microbiologosdealimentos@gmail.com>
Enviado el: sabado, 27 de noviembre de 2021 02:09 p. m.

Para: rfs@cofepris.gob.mx; Contacto CONAMER

Asunto: Comentarios al Proyecto de Modificacion NOM-210 (4)

Datos adjuntos: Copia de Comentarios a la modificacion de la NORMA-210 (1).pdf

Con relacion a la publicacion del PROYECTO de modificacion de los incisos 5.3,6.7,7.1,7.2,9.1y 9.5;
asi como de diversos incisos de los apéndices normativos A, B, C, G, H, | y J, de la Norma Oficial
Mexicana NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba microbiologicos.
Determinacion de microorganismos indicadores. Determinacién de microorganismos patégenos.

Nos permitimos compartir con ustedes una tercer ronda de comentarios.

Reiteramos nuestra respetuosa solicitud de una copia del documento "Propuestas para la
Modificacion NORMA Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba
microbiolégicos. Determinacion de microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos patégenos.”
Indicado como anexo al AIR mirs/52253 (https://cofemersimir.gob.mx/mirs/52253) pero no disponible
en el Sistema de Manifestacion de Impacto Regulatorio

Nos mantenemos atentos a su atencion, y reiteramos nuestro interés en participar en las
mesas de trabajo que sean necesarias para la implementacion de las modificacion a la NORMA.

Atentamente
Microbiologos de analisis de alimentos.
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Contacto CONAMER

De: Microbiologos de Alimentos <microbiologosdealimentos@gmail.com>
Enviado el: sabado, 27 de noviembre de 2021 02:17 p. m.

Para: rfs@cofepris.gob.mx; Contacto CONAMER

Asunto: Re: Comentarios al Proyecto de Modificacion NOM-210 (4)

En alcance a nuestro correo anterior compartimos las referencias que justifican el texto propuesto.
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[3] ISO/TS 17728, Microbiology of the food chain — Sampling techniques for microbiological analysis of
food and feed samples
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Cambridge University Press, Great Britain, Third Edition, 1993
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[6] Beumer R.R., & Hazeleger W.C. Chromogenic media for the detection and/or enumeration of Listeria
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Standardization — ISO/TC 34/SC 9. Arch. Lebensmittelhyg. 2007, 58 pp. 47-50

[7] Corry J.E.L.. Curtis G.D.W., Baird R.M. eds. In: Handbook of Culture Media for Food and Water
Microbiology. (Publishing R.S.C.) Third Edition, 2012
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Rasooly A., Chizhikov V., Wiedmann M., Fortes E., Duvall R.E., Hitchins A.D. Natural atypical Listeria
innocua strains with Listeria monocytogenes pathogenicity island 1 genes. Appl. Environ. Microbiol. 2004,
70 pp. 4256-4266

[12] Lang Halter E., Neuhaus K., Scherer S. Listeria weihenstephanensis sp. nov., isolated from the water
plant Lemna trisulca of a German fresh water pond. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 2013 Feb, 63 pp. 641-647
[13] Leclercq A. Colonial atypical morphology and low recoveries of Listeria monocytogenes strains on
Oxford, PALCAM, Rapid’L.mono and ALOA solid media. J. Microbiol. Methods. 2004, 57 pp. 251-258
[14] Leclercq A., Clermont D., Bizet C., Grimont P.A., Le Fléche-Matéos A., Roche S.M. Listeria
rocourtiae sp. nov. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 2010, 60 pp. 2210-2214

[15] Liu D., Lawrence M.L., Wiedmann M., Gorski L., Mandrell R.E., Ainsworth A.J. et al. Listeria
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pathogenic potential. J. Clin. Microbiol. 2006, 44 pp. 4229-4233

[16] Ottaviani F. Ottaviani M., Agosti M., Differential agar medium for Listeria monocytogenes. Quimper
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[17] Ottaviani F. Ottaviani M., Agosti M. Espericnza su un agar selettivo e differenziale per L. mono.
Industrie Alimentari, 1997
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[21] Augustin J.-C., Kalmokoff M., Ells T., Favret S., Desreumaux J., Decourseulles Brasseur E. and
Gnanou Besse N Modeling the behavior of Listeria monocytogenes during enrichment

in half Fraser broth - Impact of pooling and the duration of enrichment on the detection of L.
monocytogenes in food. Food Microbiol. 2016, 60 pp. 131-136

[22] Jagadeesan B., Bastic Schmid V., Klijn A., Mc Mahon W. Validation of Test Portion Pooling for the
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Applicability of the ISO 11290-1 Standard Method for Listeria monocytogenes detection in the

presence of new Listeria species. Int. J. Food Microbiol. 2016, 238 pp. 281-287
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[27] Weller D., Andrus A., Wiedmann M., Bakker H. Listeria booriae sp. nov. and Listeria newyorkensis
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[28] ISO 17468, Microbiology of the food chain — Technical requirements and guidance on establishment
or revision of a standardized reference method
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El sab. 27 de nov. de 2021 a la(s) 14:09, Microbiologos de Alimentos
(microbiologosdealimentos@gmail.com) escribié:

Con relacion a la publicacion del PROYECTO de modificacion de los incisos 5.3, 6.7, 7.1, 7.2, 9.1y
9.5, asi como de diversos incisos de los apéndices normativos A, B, C, G, H, I y J, de la Norma
Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba
microbiologicos. Determinacion de microorganismos indicadores. Determinacion de
microorganismos patégenos.

Nos permitimos compartir con ustedes una tercer ronda de comentarios.

Reiteramos nuestra respetuosa solicitud de una copia del documento "Propuestas para la
Modificacion NORMA Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba
microbiologicos. Determinacion de microorganismos indicadores. Determinacién de microorganismos patdgenos.”

Indicado como anexo al AIR mirs/52253 (https://cofemersimir.gob.mx/mirs/52253) pero no disponible
en el Sistema de Manifestacion de Impacto Regulatorio

Nos mantenemos atentos a su atencion, y reiteramos nuestro interés en participar en las
mesas de trabajo que sean necesarias para la implementacién de las modificacion a la NORMA.

Atentamente
Microbiologos de analisis de alimentos.



Apéndice C Normativo.

Método de referencia para el aislamiento de L. monocytogenes.

Todo el apéndice C debe ser actualizado para adecuarse a la Norma Internacional ISO
11290 Vigente.

La NORMA 210 en el numeral 9.4 declara que la norma es equivalente con la ISO 11290 (de
1996, sin embargo la version vigente de la ISO es 2017 y por lo tanto el texto del apéndice C
normativo deberia ser actualizarse para seguir siendo equivalente.

El método actualmente descrito en la NOM-210 y cuyo objeto es la identificacion de L.
monocytogenes adolece de no contar con un medio de cultivo diferencial para L.
monocytogenes respecto del resto de las listerias. Esta deficiencia técnica es un riesgo grave
a la salud de los consumidores pues su falta de selectividad podria estar causando una
sub-identificacion del microorganismo objetable.

El apéndice actual solo se limita a los alimentos y excluye las superficies (que si estén incluidas
en el apéndice A normativo), y que este tipo de muestras es de relevancia en la industria.

La norma de referencia también incluye en su alcance otro tipo de productos como los piensos.

Considerando lo anterior se recomienda se propone el siguiente texto:

Microbiologia de la cadena alimentaria - Método horizontal para la detecciéon y enumeracion de Listeria monocytogenes y de Listeria spp.

Método de deteccion

ADVERTENCIA - Para salvaguardar la salud del personal de laboratorio, es fundamental que las pruebas de deteccion de L monocytogenes y Listeria spp.
sélo se llevan a cabo en laboratorios debidamente equipados, bajo el control de un microbidlogo capacitado y se debe tener cuidado en la eliminacion de
todos los materiales incubados. Las personas que utilicen este documento deben estar familiarizadas con las practicas normales de laboratorio.

Este documento no pretende abordar todos los aspectos de seguridad, si los hay, asociados con su uso. Es responsabilidad del usuario establecer practicas
adecuadas de seguridad y salud. En particular, se recomienda que las pruebas para detectar L monocytogenes se realicen en laboratorios que ofrezcan
condiciones de nivel 2 de bioseguridad. Se recomienda encarecidamente que el personal de laboratorio femenino sea consciente del riesgo particular que
presenta la infeccion para el feto en desarrollo de la madre a través de la exposicion a L monocytogenes y Listeria spp, y que el personal gestante y las
personas con afecciones o enfermedades subyacentes reconocidas que deterioran la inmunidad mediada por células no manipulan cultivos de L

monocytogenes y Listeria spp.

Alcance

Este documento especifica un método general para la deteccion de L monocytogenes y la deteccion de Listeria spp. (incluida L. monocytogenes).
Este documento es aplicable a: productos destinados al consumo humano y para la alimentacién de animales y a muestras ambientales en el area de
producciéon y manipulacién de alimentos. Es posible que algunas especies de Listeria descritas adicionalmente no sean detectadas o confirmadas por este




meétodo. [5], [10], [12], [14],
[25], [26], [27].

Deteccion de Listeria monocytogenes

Determinacion de la deteccion / no deteccion de Listeria monocytogenes (3.1), en una masa o volumen de producto determinado o en una superficie
determinada, cuando las pruebas se lleven a cabo de conformidad con este documento

Principio
General

Las especies de Listeria pueden estar presentes en pequefias cantidades y a menudo van acompafiadas de cantidades considerablemente mayores de
otros microorganismos, por lo que es necesario un enriquecimiento selectivo. También es necesario detectar Listeria spp y el medio de enriquecimiento
selectivo primario, con una concentracion reducida de inhibidor, cumple al menos parte de esta funcion.

NOTA: La presencia de L monocytogenes puede estar enmascarada por la presencia de otras especies de Listeria, en particular L innocua o L ivanovii.
Dentro de los limites de este documento, la deteccion de L monocytogenes y de Listeria spp requiere cuatro etapas sucesivas, como se describe en el
diagrama de flujo.

Enriquecimiento primario en un medio de enriquecimiento liquido selectivo con concentracion reducida de agentes selectivos (caldo Demi Fraser)
Inoculacion de un medio de enriquecimiento primario selectivo que contiene la mitad de las concentraciones de acriflavina y acido nalidixico (medio caldo
Fraser), que también se utiliza como liquido de dilucién para la porcién de ensayo. Incubacion de la suspension inicial a 30 ° C durante 24 a 26 h.
Enriquecimiento secundario es realizado en un medio de enriquecimiento liquido selectivo con concentracion total de agentes selectivos (caldo Fraser).
Inoculacion de medio de enriquecimiento liquido secundario sin diluir (caldo Fraser) a partir del enriquecimiento primario.

Incubacion del caldo Fraser a 37 ° C durante 24 h.

Placas e identificacion
De los del enriquecimiento primario y secundario, sembrar en 2 medios sdlidos selectivos:
e Agar Listeria segun Ottaviani y Agosti (ALOA) (véanse las referencias [16] y [17]);
e Cualquier otro medio solido selectivo a eleccién del laboratorio complementario a Agar Listeria segun Ottaviani y Agosti, utilizando un sustrato y /o

principio diferente al utilizado en agar Listeria segun Ottaviani y Agosti

Incubacion del Agar Listeria segun Ottaviani y Agosti a 37 ° C durante un total de 48 h. Si las colonias son presuntivas L. monocytogenes o Listeria spp. son
evidentes a las 24 h, la incubacion puede detenerse en esta etapa. Incubacion del segundo medio selectivo a la temperatura apropiada y examen después del




tiempo apropiado.
Confirmacioén

Subcultivo de las colonias presuntivas L monocytogenes o Listeria spp, En placa como se describe con anterioridad, y confirmacion mediante pruebas
morfoldgicas y / o bioquimicas apropiadas.

Medios de cultivo y reactivos
Para conocer las practicas de laboratorio actuales, consulte la norma ISO 11133 vigente u otra referencia reconocida.

Equipo y consumibles
e Equipo comun de laboratorio y en particular, lo siguiente:

e Aparato para esterilizacion en seco (horno) o esterilizacion en humedo (autoclave).
e Incubadora, capaz de mantenerse entre 25 ° Cy 50 ° C.
e Incubadoras, capaces de funcionara30°C+1°C,37°C+1°Cya25°C=1°C (opcional).
e Baro de agua, capaz de funcionar entre 47 ° C y 50 ° C.
e Asas estériles de aproximadamente 3 mm de diametro o 10 ul y asa recta inoculacion.
e Potenciémetro, capaz de leerse con una precision de 0,01 unidades de pH a 25 ° C, lo que permite realizar mediciones con una precision de + 0,1
unidades de pH.
e Pipetas graduadas o pipetas automaticas, de capacidades nominales de 1 mly 10 ml.
e Placas de Petri, por ejemplo de 90 mm de diametro.
e Microscopio, preferiblemente con contraste de fases, y con portaobjetos y cubreobjetos.
e Refrigerador, capaz de funcionara5°C +3 °C.
Muestreo

El muestreo no forma parte del método especificado en este documento. Si no existe una Norma especifica que se ocupe del muestreo del producto en
cuestion, se recomienda que las partes interesadas lleguen a un acuerdo sobre este tema.
Es importante que el laboratorio reciba una muestra que sea verdaderamente representativa y que no haya sido dafiada o cambiada durante el transporte o
almacenamiento.

Preparacion de la muestra de prueba
Prepare la muestra de prueba de acuerdo con la NOM-110-SSA1-1994

Procedimiento

Porcion de prueba y suspension inicial




Para la preparacion de la suspension inicial, utilice como liquido de dilucion el medio de enriquecimiento primario selectivo (medio caldo Fraser).

En general, para preparar la suspension inicial, afiadir una porcion de ensayo de 25 g o 25 ml a 225 g o0 225 ml del medio de enriquecimiento primario
selectivo, para obtener una dilucion diez veces mayor y homogeneizar. Precaliente el medio de enriquecimiento primario selectivo a temperatura ambiente
antes de usarlo.

Este documento ha sido validado para porciones de prueba de 25 g o mL. Se puede utilizar una porciéon de prueba mas pequefia, sin necesidad de
validacion / verificacion adicional, siempre que se mantenga la misma proporcion entre el caldo de enriquecimiento primario y la porcion de prueba.

Enriquecimiento primario

Incubar el medio de enriquecimiento primario (caldo demi Fraser), a 30 °C durante 25h + 1 h.

NOTA 1 Puede desarrollarse una coloraciéon negra durante la incubacion.

NOTA 2 Es posible almacenar a 5 °C la muestra preenriquecida después de la incubacién antes de transferirla al caldo Fraser por un maximo de 72 h.
Enriquecimiento secundario

Tras la incubacion de la suspension inicial (enriquecimiento primario) durante 25 h + 1 h, transferir 0,1 ml del cultivo obtenido en (independientemente de su
color) a un tubo o botella que contenga 10 ml de caldo Fraser.

Incubar el medio inoculado durante 24 h+2ha37°C

NOTA: En el caso de Listeria spp. ademas de la deteccién de Listeria monocytogenes, una incubacién adicional de 24 h puede permitir la recuperacion de mas
especies.

Seleccion e identificacion

General.

A partir del cultivo de enriquecimiento primario incubado durante 25 h £ 1 ha 30 ° C, inocular, mediante un asa, la superficie del primer medio de siembra
selectiva, Agar Listeria segun Ottaviani y Agosti, para obtener colonias bien separadas.

Proceda de la misma manera con el segundo medio de aislameinto selectivo de su eleccion.
NOTA: El caldo demi fraser y el caldo Fraser se pueden refrigerar a 5 ° C antes del aislamiento en agar selectivo durante un maximo de 72 h. [20]

A partir del medio de enriquecimiento secundario incubado durante 24 h + 2 ha 37 ° C, repita el procedimiento descrito con los dos medios de selectivos.




Invierta las placas de Petri obtenidas y coléquelas en una incubadora a 37 ° C para Agar Listeria de acuerdo con Ottaviani y Agosti. Para el segundo medio
selectivo, siga las instrucciones del fabricante.

Para agar Listeria de acuerdo con Ottaviani y Agosti incubar durante un total de 48 h + 2 h. Si a las 24 horas las colonias de L. monocytogenes y
Listeria sp son evidentes, la incubacién puede detenerse en esta etapa. Para el segundo agar selectivo incubar durante el tiempo apropiado.
Examine las placas para detectar la presencia de presuntas colonias de L. monocytogenes o Listeria spp.

NOTA Después de la incubacion, las placas se pueden refrigerar a 5 ° C durante un maximo de 48 h antes de la lectura.
Agar Listeria segun Ottaviani y Agosti

Considere colonias presuntivas para L.monocytogenes las colonias azul verdosas rodeadas por un halo opaco (colonias tipicas). Las colonias de L.
ivanovii también son azul verdosas y estan rodeadas por un halo opaco. Considere como presunta Listeria spp. las colonias azul verdosas con o sin halo
opaco.

NOTA 1 Algunas cepas de L. monocytogenes expuestas a condiciones de estrés, particularmente estrés acido, pueden mostrar un halo muy débil (o incluso
ningun halo).

NOTA 2 Algunas cepas L. monocytogenes raras se caracterizan por una actividad lenta de PIPLC (fosfatidil inositol fosfolipasa C). Estas bacterias se detectan
cuando la duracion total de la incubacion es superior, por ejemplo, a cuatro dias. Algunas de estas cepas podrian ser patégenas. [13] No se han descrito cepas
de L. monocytogenes como negativas para PIPLC.

NOTA 3 Algunos organismos distintos de Listeria spp. puede producir colonias azules en este medio. Véanse el anexo C y la referencia [23].

Segundo medio selectivo

Transcurrido el tiempo apropiado, examine las placas para detectar la presencia de colonias que se consideren presuntas de Listeria spp. o L. monocytogenes,
segun sus caracteristicas para el tipo de medio utilizado.

Confirmacion de Listeria monocytogenes o Listeria spp.

Seleccion de colonias para confirmacion

Para confirmar la presunta L. monocytogenes, tome al menos una colonia que sea sospechosa para L. monocytogenes . Un aislado confirmado por muestra es
suficiente. Si la primera colonia es negativa, tome otras colonias sospechosas para L. monocytogenes del medio selectivo (hasta un maximo de cinco colonias

de cada placa de cada medio selectivo).

Separe las colonias seleccionadas sobre la superficie de placas presecadas de un agar no selectivo, por ejemplo, agar sangre, agar nutriente, agar con
extracto de levadura de triptona soja (ASTEL), de una manera que permita que las colonias aisladas se dispersen. desarrollar.




El uso de agar sangre para cultivo puro permite interpretar la hemdlisis, cuando es positiva, ya en esa etapa. Si el estriado en agar sangre no muestra
hemodlisis, la prueba de hemodlisis se realizara mediante puncién o en medio liquido.

Coloque las placas en la incubadora a 37 ° C durante 18 a 24 horas o hasta que el crecimiento sea satisfactorio.

Si las colonias no estan aisladas, elija una colonia tipica de L monocytogenes en otra placa de agar no selectiva. Realizar las siguientes pruebas a partir de
colonias de un cultivo puro en agar no selectivo.

Para la confirmacién de colonias presuntivas de Listeria spp., Tome al menos una colonia que se presume que es Listeria spp Un aislado confirmado por
muestra es suficiente. Si la primera colonia es negativa, tome otras colonias que se presume que son Listeria spp. de medio selectivo (hasta un maximo de
cinco colonias de cada placa de cada medio selectivo).

Para la confirmacion de Listeria spp. Utilice placas de ASTEL.

Separe las colonias seleccionadas en la superficie de las placas pre-secadas de ASTEL, de una manera que permita el desarrollo de colonias aisladas.
Coloque las placas en la incubadora a 37 ° C durante 18 a 24 horas o hasta que el crecimiento sea satisfactorio.

Colonias tipicas de Listeria spp. en ASTEL son de 1 mm a 2 mm de diametro, convexas, incoloras y opacas con un borde completo. Cuando las placas se
mantienen a la luz (artificial o natural) en un angulo de aproximadamente 45 grados, las colonias exhiben un color gris azulado y una superficie granular.

Si las colonias no estan aisladas, elija una tipica Listeria spp. colonia en otra placa de agar no selectivo.

Realice las siguientes pruebas a partir de colonias tipicas de un cultivo puro en ASTEL.

1. Confirmaciéon de L monocytogenes

1. General

Realice las pruebas de confirmacién para L monocytogenes. Se utilizaran cepas de control positivas y negativas adecuadas para cada una de las pruebas
de confirmacion. Realice como minimo las pruebas obligatorias que se enumeran (en negrita) en la Tabla 1.
Tabla 1 — Pruebas de confirmacién para L monocytogenes

Prueba L. monocytogenes confirmation tests Resultados
Obligatoria Microscopic aspecta Bacilos cortos delgados o cocobacilos
Beta-haemolysis +
L-Rhamnose +
D-Xylose -




Opcional Catalase Motility at 25°C
CAMP test

a Microscopic aspect is optional for Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti and for the second
medium if it allows distinction between pathogenic and non-pathogenic Listeria spp.

NOTA Se puede utilizar un procedimiento alternativo para confirmar el aislamiento como Listeria monocytogenes, siempre que se verifique la idoneidad del
procedimiento.

Si se demuestra que son fiables, se pueden utilizar galerias miniaturizadas para la identificacion bioquimica de Listeria monocytogenes.

Las cepas raras de L monocytogenes no muestran beta-hemolisis ni una reaccion positiva a la prueba CAMP en las condiciones descritas en este
documento. Si las colonias tipicas de Agar Listeria segun Ottaviani y Agosti con actividad PIPLC, incluso si es baja, son negativas para la hemdlisis, se
recomienda realizar pruebas adicionales (por ejemplo, tincién de Gram, catalasa, movilidad, prueba CAMP, PCR), con el fin de determinar si este aislado es
un L. monocytogenes no hemolitico.

Reaccion de catalasa (opcional)

Tomar una colonia aislada obtenida en y suspenderla en una gota de solucion de perdxido de hidrégeno en un portaobjetos. La formacion inmediata de
burbujas de gas indica una reaccion positiva.
NOTA Una reaccion de catalasa realizada a partir de una colonia que se origina en un agar sangre a veces puede dar lugar a resultados falsos positivos.

Prueba de movilidad (opcional)

Tomar una colonia aislada obtenida y suspenderla en un tubo que contenga un medio liquido nutriente no selectivo.

Incubar en la incubadora a 25 ° C durante 8 a 24 h hasta que el medio se vuelva turbio.

Tome una gota del cultivo anterior usando un asa en un portaobjetos de microscopio de vidrio limpio. Coloque un cubreobjetos encima y examinelo con un
microscopio.

Listeria spp (incluyendo L monocytogenes) aparecen como bastoncillos delgados y cortos con movilidad giratoria.

Los cultivos que crecen a temperaturas superiores a 25 ° C pueden no mostrar este movimiento. Comparelos siempre con una cepa control de Listeria. Los
cocos, bacilos grandes o los bacilos con movilidad de rotatorio rapida no son Listeria spp.

Como prueba alternativa de movilidad, utilizando una aguja de inoculacién, diluir en agua estéril (u otro diluyente apropiado) un fragmento de colonia aislada
obtenido en agar no selectivo. Listeria spp. (incluyendo L monocytogenes) aparecen como bastoncillos delgados y cortos con movilidad giratoria.

Como otra prueba alternativa de movilidad, utilizando una asa recta, inocule el agar de movilidad (B.7) con un cultivo tomado de una colonia tipica Incubar a
25°Cdurante 48 h+ 2 h.




Examine el crecimiento alrededor de la puncion. Listeria spp son moviles, dando un patrén de crecimiento tipico en forma de paraguas. Si el crecimiento no
es suficiente, incube hasta cinco dias mas y observa el area de inoculacion nuevamente.

NOTA Algunas especies nuevas de Listeria se han aislado recientemente. [5], [10], [12], [14], [25], [26], [27] La mayoria de ellas no son méviles en el agar
de movilidad.

Aspecto microscépico (opcional en el caso de uso de agar especifico para Listeria spp. Patéogena)

Haga una preparacion microscopica (por ejemplo, la tincion de Gram, microscopia humeda) en una colonia bien aislada de Listeria spp. (incluyendo L.
monocytogenes) aparecen como Gram positivos (si se realiza esta tincion), bastoncillos delgados, cortos o cocobacilos, con movilidad giratoria cuando se
originan en un cultivo fresco.

Pruebas de hemolisis
General

Elija una de las pruebas de hemdlisis descritas a continuacion
NOTA Existen raras cepas de L monocytogenes que no muestran b-hemoélisis o una reaccién positiva a la prueba CAMP en las condiciones
descritas en este documento.

Hemdlisis en agar sangre

Si las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas son indicativas de Listeria spp, Inocular placas de agar sangre (B.8) para determinar la reaccion hemolitica.
Seque bien la superficie del agar antes de usar. Tome una colonia aislada usando un asa, luego pinche una seccién de agar. Repita para cada cultivo. En la
misma placa, si es posible, inocule los cultivos de control positivos (L monocytogenes) y negativos (L innocua). Por ejemplo, se pueden utilizar L
monocytogenes 4b WDCM 00021 o L monocytogenes 1/ 2a WDCM 00109 y L innocua WDCM 00017.

Después de la incubacion a 37 ° C durante 24 h + 2 h, examinar las cepas de prueba y los controles. L monocytogenes muestra zonas claras, estrechas y
claras de hemdlisis; L. innocua no muestra una zona clara alrededor de la estria. L seeligeri muestra principalmente una zona débil de hemodlisis. L ivanovii
suele mostrar zonas de hemdlisis amplias y claramente delimitadas. Examine las placas con una luz brillante para comparar los cultivos de prueba con los
controles.

NOTA 1 La reaccién de hemdlisis se ve mas facilmente eliminando cualquier crecimiento de colonia en la superficie del agar alrededor de la marca del
inéculo. NOTA 2 La prueba de hemdlisis se puede realizar pinchando la placa de agar sangre utilizada para la prueba CAMP.

Reaccion de hemdlisis con glébulos rojos
La reaccién hemolitica también se puede llevar a cabo usando gldbulos rojos de la siguiente manera. Dispersar la colonia en 150 pl de un medio nutritivo

liquido no selectivo, incubar a 37 ° C durante 2 h. Afdadir 150 ul de suspension de glébulos rojos. Incubar a 37 ° C durante 15 min a 60 min, luego refrigerar
a 5 ° C durante aproximadamente 2 h. Examine la actividad hemolitica. Si la reaccion es dudosa, dejar a 5 ° C hasta 24 h + 2 h. Una sedimentacion de




glébulos rojos (formacion de un punto rojo en la parte inferior de los tubos) indica una reaccién negativa.
Incluya controles positivos y negativos.

Prueba CAMP (opcional)

Si el resultado de la prueba de hemdlisis es dificil de interpretar, se recomienda la prueba CAMP para demostrar claramente que la hemdlisis se debe a la
actividad de la listeriolisina. Se requiere una cepa B-hemolitica de Staphylococcus aureus (p. Ej., WDCM 00034) y una cepa de Rhodococcus equi (p. Ej.,
WDCM 0028) para realizar la prueba CAMP. No todas las cepas de S aureus son adecuadas para la prueba CAMP. Separe cada uno de los cultivos de S
aureus y R equi en lineas simples a lo largo de la placa de agar sangre de modo que los dos cultivos sean paralelos y diametralmente opuestos (ver Figura

Se requiere un indculo ligero y uniforme. Esto se puede obtener usando un asa de inoculacion o un alambre sostenido en angulo recto con el agar. Separe
una colonia bien aislada de la cepa bajo prueba de una manera similar en angulo recto con estos cultivos para que el cultivo de prueba y los cultivos de S.
aureus y R. equi no se toquen, pero en su punto mas cercano midan aproximadamente 1 mm. a 2 mm de distancia. Se pueden estriar varias cepas de

prueba en la misma placa.
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1 Banda estrecha de 3 hemdlisis 4 Listeria monocytogenes
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3 Banda ancha de (3 hemolisis 6 Listeria ivanovii

Figura 1. Interpretacion de la inoculacién de la prueba de CAMP

Figura 1. Interpretacién de la inoculacién de la prueba de CAMP




Las lineas verticales en la Figura 1 representan rayas de S aureus (S) y R equi (R). Las lineas horizontales representan rayas de los cultivos de prueba. Las
areas sombreadas indican las ubicaciones de la hemolisis mejorada. El area punteada indica la zona de influencia del cultivo de S aureus.
Simultaneamente, cultivos de control de estrias de L monocytogenes, L innocua y L ivanovii. Por ejemplo, se pueden utilizar L monocytogenes 4b WDCM
00021, L monocytogenes 1 / 2a WDCM 00109, L innocua WDCM 00017 y L ivanovii WDCM 00018. Mantener cultivos madre como se especifica en 1ISO
11133.

Si se utiliza agar sangre, incube las placas a 37 ° C durante 18 a 24 h. Si se utilizan placas de doble capa, incube a 37 ° C durante 12 a 18 h.

La reaccién positiva con R equi se ve como una “punta de flecha” ancha (5 mm a 10 mm) de hemodlisis. La reaccion se considera negativa si una pequefia
zona de hemolisis débil se extiende solo alrededor de 1 mm en la interseccién de la cepa de prueba con la zona de difusién del cultivo de R equi.

Una reaccion positiva con S aureus aparece como una pequefa zona de hemodlisis potenciada que se extiende solo unos 2 mm desde la cepa de prueba y
dentro de la zona débilmente hemolitica debido al crecimiento del cultivo de S aureus.

No se producen grandes zonas de hemolisis en el area de S aureus y L monocytogenes.
1. Utilizacién de carbohidratos

Utilizando un asa, inocular cada uno de los caldos de utilizacion de carbohidratos con los cultivos obtenidos del agar no selectivo. Incubar a 37 ° C. Las
reacciones positivas (formacién de acido) estan indicadas por un color amarillo y ocurren principalmente dentro de las 24 a 48 horas para los tubos de micro
volumenes y hasta 5 dias para los tubos de macro volumenes. La L-ramnosa y la D- xilosa se utilizan para la confirmaciéon de L monocytogenes, que es
L-ramnosa positiva y D-xilosa negativa.
NOTA Existen raras cepas de L monocytogenes que no fermentan la L-Ramnosa. [15], [18]
Para micro volumenes, las reacciones son mas rapidas. El nivel de inoculacion en comparacion con el volumen total es un factor importante. Para cada
protocolo elegido, es importante verificar el tiempo necesario para obtener una coloracién amarilla. Se aconseja utilizar controles. Por ejemplo, se pueden
utilizar L monocytogenes 4b WDCM 00021, L innocua WDCM 00017 y L ivanovii WDCM 00018..
Confirmacién de Listeria spp.

General

Realizar las pruebas de confirmacién para Listeria spp. de una colonia tipica. Se utilizaran cepas de control positivas y negativas adecuadas para cada una de
las pruebas de confirmacion.

Realice como minimo las pruebas obligatorias que se enumeran (en negrita) en la Tabla 2.

Para mas pruebas, si se requiere la identificacion de especies de Listeria, consulte el Anexo D.




Tabla 2 - Pruebas de confirmacion para Listeria spp.

Prueba Listeria spp Resultados

Obligatoria
Microscopic aspecta (9.5.2.4)

Catalasa (9.5.2.2)
Bacilos cortos delgados o cocobacilos
+
Opcional
Prueba VP (9.5.3.5)

Motility at 25°C (9.5.2.3)
+

+
NOTA 1 Se puede utilizar un procedimiento alternativo para confirmar el aislamiento como Listeria spp, Siempre que se verifique la idoneidad del
procedimiento relevante.

NOTA 2 Es posible que algunas especies nuevas de Listeria aisladas recientemente no correspondan a este esquema, en particular para la
movilidad, la prueba de VP y el crecimiento a 37 ° C (véanse, por ejemplo, las referencias [4], [10], [25], [26] y [27])-

Reaccion de Voges - Proskauer (VP) (opcional)
Utilizando un asa, inocular un tubo que contenga 3 ml del medio VP.
Incubar a 37 ° C durante 24 h £ 2 h. Después de la incubacion, afiadir 0,6 ml de solucién de a-naftol al 5% y 0,2 ml de solucién de hidroxido de potasio al 40%
(B.13.3). Agite bien, incline el tubo (para aumentar el area del aire interfaz liquida). Examinar después de 15 min 'y 1 h. Una reaccién positiva esta indicada por
un color rojo intenso. Listeria spp son VP positivos.

NOTA Algunas especies nuevas de Listeria se han aislado recientemente. [5], [10], [12], [14], [25], [26], [27] La mayoria de ellas son VP negativas.

Interpretacion de las propiedades morfolégicas y fisioldgicas y de las reacciones bioquimicas

Todas las especies de Listeria. son pequefios bacilos grampositivos o cocobacilos que dan una reaccion positiva en la prueba de catalasa. L monocytogenes
se confirman de acuerdo con las pruebas enumeradas en la Tabla 1y Listeria spp se confirman de acuerdo con las pruebas enumeradas en la Tabla 2.

Caracterizacion adicional de cepas aisladas (opcional)

Los aislados que se consideran L monocytogenes pueden enviarse para su caracterizacion adicional a un Laboratorio de Referencia de Listeria nacional o
regional reconocido. El envio ira acompafiado de toda la informacion posible sobre la cepa o cepas.




Expresion de resultados
De acuerdo con la interpretacion de los resultados, informar si se detecta o no L monocytogenes y / o si se detecta Listeria spp se detecta o no en la
muestra de ensayo especificando la masa en gramos, el volumen en mililitros de la muestra analizada, la superficie en centimetros cuadrados o por
dispositivo de muestra.

Informe de prueba

El informe de la prueba debera especificar el método utilizado y los resultados obtenidos y cumplir con lo indicado en la ISO 17025

Figura A1 Diagrama de flujo




Diagram of procedure

Test portion (25 g or 25 ml)

+

Primary enrichment medium (half-Fraser broth; B1) (225 g or 225 ml)

l

Incubate at 30°C+ 1°Cfor24hto26 h

+ \
0,1 ml of culture in 10 ml of secondary
enrichment medium (Fraser broth ; B2)
Incubationat 37°C+1°Cfor24h+2h

Plating out on
Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti (B3) and second selective medium (B4)

l

= Incubation of Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti for 24 h £ 2 h and an additional 24 h+2hat37°C+1°C
- Incubation of second selective medium according to the chosen medium as specified by the manufacturer

l

confirmation of I Listeri 0.5):

- inoculation of non-selective agar medium and incubation at 37 °C + 1 °C (9.5.1)

- Confirmation of L. monocytogenes (see 9.5.2) - Confirmation of Listeria spp.: (see 9.5.3)

Figure A.1 — Diagram of procedure







