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Prefacio

La Oficina Nacional de Normalizacion (NC) es el Organo Nacional de Normalizacién de la
Republica de Cuba y representa al pais ante las organizaciones internacionales y
regionales de normalizacion.

La elaboracion de las Normas Cubanas y otros documentos normativos relacionados se
realiza generalmente a través de los Comités Técnicos de Normalizacion. Su aprobacion
es competencia de la Oficina Nacional de Normalizacion y se basa en las evidencias del
consenso.

Esta Norma Cubana:

e Ha sido elaborada por el Comité Técnico de Normalizacion NC/CTN 61 de Microbiologia,
integrado por representantes de las siguientes entidades:

- Direcciéon Nacional de Salud Ambiental -Ministerio de Salud Publica (DNSA-MINSAP)
- Instituto Nacional de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia (INHEM-MINSAP)
- Laboratorio Nacional de Higiene de los Alimentos (LNHA-IMV-MINAG)

- Centro Nacional de Inspeccion de la Calidad (CNICA-MINAL)

- Laboratorio de Cubacontrol S.A. (MINCEX)

- Oficina Nacional de Normalizacién (ONN)

- Instituto de Farmacia y Alimentos (UH-IFAL-MES)

- Centros Provinciales de Higiene y Epidemiologia (CPHE- MINSAP)

- Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA-MES)

- Centro de Investigaciones Pesqueras (CIP-MINAL)

- Laboratorio Central de Calidad (CID-CI. MINCIN)

- ALIMPORT (MINCEX)

- Escuela de Hoteleria y Turismo (MINTUR)

- Instituto de Investigaciones para la Industria Alimenticia (I11A-MINAL)

- Centro Nacional de Biopreparados (BIOCEN-CITMA)

e Es una adopcién idéntica por el método de traduccién de la version en inglés de la
ISO 11290-2: 1998 con la Modificacion 1: 2004 Microbiology of food and animal feeding stuffs.
Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria monocytogenes.Part 2:
Enumeration method - Amendment 1: Modification of the isolation media.

e Se aplicara para todos los alimentos para consumo humano y de animales.

e Consta de 2 Anexos Normativos y 1 Anexo Informativo

© NC, 2015

Todos los derechos reservados. A menos que se especifique, ninguna parte de esta
publicacion podra ser reproducida o utilizada en alguna forma o por medios
electréonicos o mecanicos, incluyendo las fotocopias, fotografias y microfilmes, sin
el permiso escrito previo de:
Oficina Nacional de Normalizacién (NC)
Calle E No. 261, El Vedado, La Habana, Habana 4, Cuba.

Impreso en Cuba.
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0 Introduccion

Debido a la gran variedad de alimentos para alimentacion humana y animal, puede que este
meétodo horizontal no resulte adecuado en todos los detalles, para algunos productos. En tal caso
se pueden utilizar otros métodos diferentes, especificos para estos productos si resulta
absolutamente necesario por razones técnicas justificadas. No obstante, se deberia intentar por
todos los medios aplicar este método horizontal en todo lo posible.

En la proxima revision de esta norma cubana, se tendra en cuenta toda la informacion disponible
en ese momento en cuanto a la utilizacion de este método horizontal y las razones de posibles
desviaciones del mismo en caso de productos especificos.

La armonizacién de los métodos de analisis no puede ser inmediata y por ello es posible que
existan normas internacionales o nacionales que no cumplen con este método horizontal para
ciertos grupos de productos. Es de esperar que cuando dichas normas se revisen, se modifiquen
para cumplir con esta Norma Cubana para que llegue un momento donde sdlo existan
desviaciones a este método, necesarias por razones técnicas bien justificadas.

ADVERTENCIA- Con objeto de salvaguardar la salud del personal del laboratorio, se
recomienda firmemente que las pruebas para detectar Listeria monocytogenes se realicen
en laboratorios equipados convenientemente, bajo el control de un microbiélogo
experimentado, y se aconseja, especial cuidado con los desechos de material incubado. En
particular, es especialmente recomendable que las mujeres embarazadas no manipulen
cultivos de Listeria monocytogenes.
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MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS DE CONSUMO HUMANO Y ANIMAL - METODO
HORIZONTAL PARA LA DETECCION Y EL RECUENTO DE LISTERIA MONOCYTOGENES.
PARTE 2: METODO DE RECUENTO.

1 OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Esta Norma Cubana describe un método horizontal para el recuento de Listeria monocytogenes
viables.

Teniendo en cuenta las limitaciones puestas de manifiesto en la introduccién, esta parte de la
norma NC-ISO 11290 es aplicable a los productos destinados al consumo humano o a la
alimentacion animal.

En general (véase la nota del apartado 9.2.1), el limite inferior de recuento de este método es de
10 L. monocytogenes por mililitro de muestra para los productos liquidos, y de 100 L.
monocytogenes por gramo de muestra para el resto de los productos.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Las normas que a continuacion se indican son indispensables para la aplicacion de esta norma.
Para las referencias con fecha, solo se aplica la edicion citada. Para las referencias sin fecha se
aplica a la ultima edicion de la norma (incluyendo cualquier modificacién de esta)

-NC-ISO 6887-1- Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Preparacion de
las muestras de ensayo, suspension inicial y las diluciones decimales para examen microbioldgico.
Parte 1: Reglas generales para la preparacion de la suspension inicial y las diluciones decimales.

-ISO 6887-2- Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Preparacion de las
muestras de analisis, suspension inicial y las diluciones decimales para examen microbiolégico.
Parte 2: Reglas especificas para la preparacién de carne y productos carnicos.

-ISO 6887-3- Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Preparacion de las
muestras de analisis, suspension inicial y las diluciones decimales para examen microbiologico.
Parte 3: Reglas especificas para la preparacion de pescado y productos de la pesca.

-ISO 6887-4- Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Preparacion de las
muestras de analisis, suspension inicial y las diluciones decimales para examen microbiolégico.
Parte 4: Reglas especificas para la preparacion de productos distintos a leche y productos lacteos,
carne y productos carnicos y pescado y productos de la pesca.

-NC-ISO 7218 - Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Reglas generales
para los examenes microbioldgicos.

-NC-ISO 11133-1-2013 Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Guia para
la preparacion y produccion de medios de cultivo. Parte 1: Guias generales en el aseguramiento
de la calidad para la preparacién de medios de cultivo en el laboratorio.

-NC-1SO 11133-2: 2013- Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Guia
para la preparacion y produccion de medios de cultivo. Parte 2: Guias practicas para las pruebas
de desempeio de los medios de cultivo.
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3 TERMINOS Y DEFINICIONES
Para los propésitos de esta Norma Cubana se aplican los siguientes términos y definiciones.

31

Listeria monocytogenes

Microorganismos que forman colonias caracteristicas en medios sélidos selectivos especificados y
que presentan las caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y bioquimicas descritas en esta parte
de la NC-ISO 11290

3.2

recuento de Listeria monocytogenes

determinacién del numero de unidades formadoras de colonias (UFC) de Listeria monocytogenes
en una cantidad, peso o volumen dado de producto, cuando se realizan los ensayos de acuerdo
con esta parte de la norma

4 PRINCIPIO

En el marco de esta parte de la norma, el recuento de Listeria monocytogenes requiere seis etapas
sucesivas (véase esquema en Anexo A).

4.1 Preparacién de la suspension inicial en uno de los dos disolventes descritos segun se requiera.
4.2 Revivificacion durante 1 h a 20 °C.

4.3 Siembra en placa, en una superficie de medio de cultivo sélido selectivo dispuesto sobre dos
placas de Petri, de una cantidad especificada de la muestra de ensayo en el caso de los
productos liquidos, o de la suspension inicial para el resto de los productos.

Preparacion de otras placas, bajo iguales condiciones, empleando diluciones decimales de la
muestra de ensayo o de la suspension inicial

4.4 Incubacion de las placas a 37 °C y analisis tras 24 h y 48 h.

4.5 Confirmacion de las supuestas colonias de Listeria monocytogenes a través de los ensayos
descritos.

4.6 Calculo del numero de Listeria monocytogenes por gramo o mililitro de muestra de ensayo a
partir del nimero de colonias confirmadas.

5 MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

En lo que se refiere a las practicas habituales de laboratorio, véase la Normas NC-ISO 7218,
NC-1SO 11133-1 y NC-ISO 11133-2 para la preparacion, produccion y evaluacion del desempefio
de los medios de cultivo.

NOTA: Debido al gran niumero de medios de cultivo y reactivos, se ha considerado preferible, en favor de una mayor
claridad del texto, indicar su composicién y preparacion en el anexo B.
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6 APARATOS Y CRISTALERIA

El equipamiento microbiolégico habitual (véase la Norma NC-ISO 7218) y en particular los
siguientes.

6.1 Aparato para esterilizacion en seco (horno) o esterilizacion humeda (autoclave)
Véase la Norma NC-ISO 7218.

6.2 Cabina de secado o incubadora que pueda mantener la temperatura entre 25°C +1°C y
50°C+1°C

6.3 Incubadoras, para mantener los medios inoculados, placas y tubos en los siguientes
rangos de temperatura

a) 20 °C * 1 °C (opcional)

b) 25 °C * 1 °C (opcional)

c)37°C+x1°C
6.4 Bano de agua, que pueda mantenerse entre 44 °C y 47 °C.
6.5 Asas, de platino-iridio o de niquel-cromo, de un diametro aproximado de 3 mm, y agujas de
siembra por puncion del mismo material, o0 asas y agujas de siembra desechables estériles
equivalentes.

6.6 Extensores de siembra de vidrio o de plastico estériles

6.7 pH-metro con una resolucién de 0.01 unidades de pH a 25 °C, permitiendo que las medidas
realizadas tengan una precision de + 0,1 unidades de pH.

6.8 Tubos de ensayo o frascos, de capacidad adecuada, para la esterilizacion y almacenamiento
de los medios de cultivo y la incubacion de los medios liquidos.

6.9 Pipetas graduadas de vaciado total, de capacidad nominal de 1 mL y 10 mL, graduadas en
divisiones de 0,1 mL y 0,5 mL respectivamente.

6.10 Placas de Petri, de diametro entre 90 mm y 140 mm.
6.11 Jarras, adecuadas para la incubacién microaerdbica (opcional)

6.12 Mezcla de gases (opcional), de composicion especifica para incubacion microaerébica: 5 % a
12% CO,, 5 % a 15 % O, y N, hasta el 100 %.

6.13 Equipo para la prueba de iluminacién de Henry (opcional). Véase Anexo C

6.14 Microscopio, preferentemente de contraste de fases, con porta y cubre-objetos.
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7 TOMA DE MUESTRA

La toma de muestra no constituye una parte del método especificado en esta Norma Cubana. Si
no existe una norma para la toma de muestras del producto en cuestidon, se recomienda que las
partes interesadas adopten un acuerdo sobre este punto.

Es importante que el laboratorio reciba una muestra que sea verdaderamente representativa y que
no haya sufrido dafios o cambios durante el transporte o el almacenamiento
(véase la NC-ISO 7218).

8 PREPARACION DE LA MUESTRA

Preparar la muestra de acuerdo a la Norma Internacional especifica que corresponda al producto.
Si no existiera Norma Internacional especifica, se recomienda que las partes implicadas lleguen a
un acuerdo con respecto a este punto.

9 PROCEDIMIENTO

9.1 Porcion para ensayo y suspension inicial

Véase la Norma ISO 6887 o cualquier Norma Internacional especifica apropiada para el producto.

Como disolvente de la suspension inicial se empleara bien disolucion tamponada de peptona (B.1)
o bien base de caldo Fraser media concentracion (B.2).

El caldo Fraser media concentracién sin la adicion de agentes de seleccion puede utilizarse
como disolvente para las muestras de alimentos o de preparados tanto en el método de deteccion
(véase la NC-ISO 11290-1) como en este método de recuento. se realizan sobre una misma
muestra de ensayo. Este procedimiento sirve para evitar preparar dos suspensiones iniciales; los
agentes de seleccion se afiaden a la suspension una vez se ha utilizado la porcion de ensayo para
el recuento.

Se deja reposar la suspension inicial durante 1h £ 5 min a 20 °C + 2 °C para revivir a los
microorganismos lesionados.

Si se va a preparar una serie de diluciones ésta se prepara tras la revivificacion.

9.2 Inoculacién e incubacién

9.2.1 Se trasvasan, utilizando una pipeta estéril (6.9), 0,1 mL de la suspension inicial (9.1) a dos
placas de agar Listeria segun Ottaviani y Agosti (ALOA) (B.3), secadas previamente en la

incubadora (6.2) si fuera necesario.

Si es necesario, se repite el procedimiento utilizando diluciones decimales adicionales.
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NOTA - Cuando, para determinados productos, sea necesario estimar numeros bajos de Listeria
monocytogenes, el limite de recuento puede reducirse segun un factor de 10 si se examina 1,0 mL de la
suspension inicial. Se distribuye el mL del indculo bien sobre la superficie del medio de agar de una placa
Petri grande (140 mm) o bien sobre la superficie del medio de agar de tres placas Petri pequefias (90 mm)
empleando un extensor de siembra estéril (6.6). En ambos casos, se prepararan duplicados utilizando dos
placas grandes o seis placas pequenas.

9.2.2 Se extiende el in6culo cuidadosamente y tan rapidamente como sea posible sobre la
superficie de la placa de agar, evitando tocar las paredes de la placa con el extensor de siembra.
Se utilizara un extensor de siembra estéril nuevo para cada placa'. Se dejan las placas cerradas a
temperatura ambiente durante unos 15 min para que el agar absorba el inéculo.

9.2.3 Se invierten las placas preparadas segun el apartado 9.2.2 y se colocan en la incubadora
[6.3 c)] a 35 °C.

9.3 Recuento de colonias caracteristicas

9.3.1 Tras una incubacién de 24 h, seguida de otras 18 h a 24 h si el crecimiento ha sido pequefio
0 si no se observan colonias tras 24 h de incubacion, se examina en las placas la presencia (9.3.2)
de colonias, que presumiblemente seran de especies de Listeria.

9.3.2 Se consideran como L. monocytogenes las colonias verde-azuladas rodeadas de un halo
opaco (colonias tipicas). Si el crecimiento es escaso, o si no se observan colonias o, si no hay
colonias tipicas después de 24 h = 3 h de incubacioén, se vuelven a incubar las placas durante 24 h
+ 3 h mas.

NOTA - Algunas cepas de L. monocytogenes presentan un halo muy débil (incluso sin halo) en los casos de
estrés, particularmente en el caso de estrés acido.

NOTA - Algunas cepas de L. monocytogenes se caracterizan por una actividad lenta de la PIPLC
(fosfolipasa C fosfatidil inositol). Dichas bacterias se detectan cuando la duracién total de la incubacion es
mas de, por ejemplo, cuatro dias. Algunas de estas cepas podrian ser patdgenas (véase la referencia [1]).

9.3.3 Se cuentan todas las colonias caracteristicas que se supone son de las especies de Listeria
(9.3.2) en todas las placas que contengan menos de 150 colonias tanto caracteristicas como no
caracteristicas.

9.4 Confirmacion de las especies de Listeria

9.4.1 Seleccion de las colonias para la confirmacién

9.4.1.1 Tras el periodo de incubacioén (9.3.1), se guardan las placas que contengan menos de 150
colonias que se suponen son de las especies de Listeria a todas las diluciones vy, si es posible, a
dos diluciones consecutivas.

Se escogen cinco de las colonias supuestas de cada una de las placas que se conservan. En el

caso de que haya menos de cinco supuestas colonias en una placa, se escogeran todas las
colonias supuestas para su confirmacion.

' Puede utilizarse el mismo extensor de siembra para una muestra dada, si se empieza por la dilucion
superior.

9
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9.4.1.2 Se siembran formando lineas las colonias escogidas sobre la superficie de placas de agar
triptona soyal/extracto de levadura (TSYEA) previamente secadas (B.4) para permitir el desarrollo
de colonias perfectamente aisladas.

Se introducen las placas en la incubadora [6.3 ¢)] a 35 °C durante 18 h a 24 h o hasta un
crecimiento satisfactorio.

Las colonias caracteristicas tienen un diametro de entre 1 mm y 2 mm, son convexas, incoloras y
opacas con un borde definido. Si las colonias no quedan bien separadas, se picara una colonia
caracteristica de las especies de Listeria en otra placa de TSYEA. A partir de las colonias de un
cultivo puro en TSYEA se realizaran los siguientes ensayos.

NOTA - Si es necesario, puede realizarse el ensayo de iluminacién de Henry (véase el anexo C y la nota del apartado
B.4.2). En ese caso, las colonias aparecen azuladas con superficie granulosa.

9.4.2 Reaccién de la catalasa. Se coge una colonia aislada segun el apartado 9.4.1.2 y se
suspende en una gota de la disolucién de peréxido de hidrégeno (B.10) puesta en un porta-
objetos. La formacion inmediata de burbujas de gas indica una reaccion positiva (véase la Norma
NC-ISO 7218).

9.4.3 Tinciéon de Gram. La tincion de Gram se lleva a cabo con una colonia aislada segun el
apartado 9.4.1.2 (véase la Norma NC-ISO 7218). Las especies de Listeria aparecen como bacilos
cortos y estrechos Gram positivos de un tamafio aproximado de entre 0,4 mm y 0,5 mm de
diametro y entre 1 mm y 2 mm de longitud.

9.4.4 Prueba de motilidad (si es necesario)>.. Se coge una colonia aislada segun el apartado
9.4.1.2 y se suspende en un tubo que contenga TSYEB (B.5).

Se incuba en incubadora [6.3 b)] a 25 °C entre 8 h y 24 h hasta observar turbidez en el medio.

Se deposita una gota del cultivo anterior sobre un portaobjetos de vidrio limpio utilizando un asa de
siembra (6.5). Se coloca un cubreobjetos en la parte superior y se examina al microscopio (6.14).

Las especies de Listeria aparecen como bacilos delgados y cortos con movimientos semejantes a
volteretas

Los cultivos crecidos a temperaturas superiores a los 25 °C pueden carecer de este tipo de
movimiento. Siempre se compararan con un cultivo conocido. Los cocos, los bacilos largos o los
bacilos con movimiento natatorio no son especies de Listeria.

Como prueba de movilidad alternativa, se picara agar de motilidad (B.8) con una colonia
caracteristica en TSYEA (9.4.1.2) empleando una aguja de inoculacion (6.5). Se incuba durante
48 h en la incubadora [6.3 b)] a 25 °C.

Se examina el crecimiento alrededor del punto de picado. Las especies de Listeria son moviles,
dando un patrén de crecimiento tipico, en forma de paraguas, situadas inmediatamente por debajo
de la superficie del agar. Si no ha habido suficiente crecimiento, se incubara durante un periodo
adicional de hasta cinco dias, examinando el cultivo durante este tiempo.

2 Este examen no es necesario en todos los casos si el analisis lo realiza un microbidlogo que trabaja de
forma regular en la deteccion de Listeria monocytogenes.
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9.5 Confirmacion de L. monocytogenes
9.5.1 Ensayo de hemolisis

9.5.1.1 Si las caracteristicas morfoldgicas vy fisiolégicas y la reaccion de la catalasa son indicativas
de las especies de Listeria, se determinara la reaccién de hemdlisis en placas de agar sangre de
oveja (B.6).

Antes de ser utilizado, se seca a conciencia la superficie del agar sangre, y se marca a
continuacién en cuadrados. Se coge una colonia aislada segun el apartado 9.4.1.2 para cada
cultivo y se pica uno de los cuadrados marcados empleando una aguja (6.5) También se picaran
cultivos de controles positivo (L. monocytogenes) y negativo (L. innocua).

Tras una incubacion a 37 °C durante 24 h £ 2 h, se examinan las cepas ensayadas y los controles.
L. monocytogenes presenta areas estrechas, claras y limpias de B-hemdlisis®; L. innocua no
presenta un area clara alrededor del punto de picado. L. seeligeri presenta un area de p-hemdlisis
débil. L. ivanovii suele presentar areas de (-hemodlisis anchas, claramente definidas. Las placas se
examinaran por transparencia para comparar los cultivos de ensayo con los controles.

9.5.1.2 La reaccién de hemdlisis también puede realizarse utilizando el ensayo CAMP (9.5.3) o
empleando eritrocitos en suspension como se indica a continuacion. Se dispersa la colonia en
150 mL de TSYEB (B.5); se incuba a 37 °C durante 2 h. Se afiaden 150 mL de una suspension de
eritrocitos de sangre de oveja (B.12). Se incuba a 37 °C de 15 min a 60 min, y a continuacién se
enfria a +3 °C £ 2 °C durante unas 2 h. Se examina la presencia o ausencia de [(-hemodlisis. Si la
reaccion no es definitiva, se dejara el cultivo a 3 °C + 2 °C hasta un maximo de 24 h.

9.5.2 Utilizacion de carbohidratos. Se inocula cada uno de los caldos para el uso de
carbohidratos (B.7) con los cultivos en TSYEB (9.4.4) utilizando un asa de siembra (6.5). Se incuba
a 37 °C durante un tiempo de hasta cinco dias. Las reacciones positivas [formacion de acido(s)] se
manifiestan por la evolucion del color purpura a amarillo y ocurren mayoritariamente entre las 24 h
y las 48 h.

9.5.3 Ensayo CAMP. Extender sendos cultivos de Staphylococcus aureus y de Rhodococcus equi
(B.9.4) en forma de lineas individuales sobre una placa de agar sangre de oveja (B.6 6 B.9.3) de
manera que los dos cultivos queden paralelos y diametralmente opuestos (véase la figura 1). Se
requiere un indculo fino y homogéneo. Esto puede conseguirse utilizando un asa de inoculacion o
aguja (6.5) mantenido en un angulo recto respecto al agar.

Se extiende la cepa de ensayo aislada segun el apartado 9.4.1.2 siguiendo el mismo
procedimiento, en un angulo recto respecto a los cultivos anteriores de forma que el cultivo de
ensayo y los cultivos de S. aureus y R. equi no se toquen sino que en sus puntos mas cercanos
queden separados por una distancia de entre 1 mm y 2 mm. Pueden extenderse varias cepas de
ensayo en una misma placa.

% El area de B-hemolisis se observa mas facilmente cuando se retiran todas las colonias que hayan crecido en la
superficie del agar alrededor de la zona del in6culo.
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NOTAS

1 Se inocularan placas finas de agar sangre (B.6 o B.9.3) segun se indica en el diagrama. Las lineas verticales
representan las estrias de S. aureus (S) y R. equi (R). Las lineas horizontales representan las estrias de los cultivos de
ensayo. Las areas sombreadas indican la posicion de zonas de hemdlisis incrementada.

2 La region punteada muestra la zona de influencia del cultivo de S. aureus.
Fig. 1 - Inoculacion e interpretacion de las placas del ensayo CAMP

Simultaneamente, se extienden cultivos control de L. monocytogenes, L. innocua y L. ivanovii. Si
se emplea Agar Sangre (B.6), se incubaran las placas a 37 °C entre 18 h y 24 h. Si se utilizan
placas de dos capas (B.9.3), se incubaran a 37 °C entre 12 hy 18 h.

Un area de B-hemodlisis incrementada en la interseccion entre la cepa de ensayo y los cultivos de
S. aureus y R. equi se considerara como reaccién positiva.

La reaccion positiva con R. equi se muestra como un area de hemdlisis ancha (de 5 mm a 10 mm)
con forma en punta de flecha. Se considerara que la reaccion es negativa si se forma un area
pequefia de hemolisis débil que, aproximadamente, se extiende solamente 1 mm en la interseccion
entre la cepa de ensayo y el area de difusion del cultivo de R. equi.

La reaccion positiva con S. aureus se presenta como un area pequefia de hemolisis incrementada
extendiéndose solamente entre unos 3 mm y 4 mm, contados a partir de la cepa de ensayo y
dentro de la zona de hemdlisis débil correspondiente al crecimiento del cultivo de S. aureus. No
aparecen areas grandes de (B-hemodlisis en las proximidades de las areas entre S. aureus y L.
monocytogenes.

9.6 Interpretacion de las propiedades morfologicas y fisioléogicas y de las reacciones
bioquimicas

Todas las especies de Listeria spp. son bacilos pequefios Gram-positivos méviles (véase el
apartado 9.4.4). Si se observan bajo iluminacion de Henry, aparecen como azulados y con una
superficie granular. Por lo general, son catalasa (positivos).

L. monocytogenes se distingue de otras especies por las caracteristicas que se indican en la tabla
1.

12
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Tabla 1 Reacciones para la identificacion de Listeria spp.
Especies Hemodlisis Produccion de acido | Ensayo de Camp
Ramnosa Xilosa S. aureus | R. equi
L. monocytogenes + + - + -
L. innocua - \' - - -
L. ivanovii + - + - +
L. seeligeri (+) - + (+) -
L. welshimeri - \" + - -
L. grayi - - - - .
V: Reaccion variable
(+): Reaccion débil
+: > 90 % de reacciones positivas
-.  sin reaccion

NOTA - Existen algunas cepas poco frecuentes de L. monocytogenes que no muestran 3- hemdlisis ni reaccion positiva
al ensayo de CAMP en las condiciones descritas en esta parte de la Norma NC-ISO 11290.

9.7 Confirmacion definitiva

Las cepas que hayan sido consideradas como L. monocytogenes (9.6) pueden enviarse a un
laboratorio de referencia reconocido para Listeria para su tipificacion serolégica y, si es posible,
lisogénica o mediante algun otro método de tipificacién molecular de confianza. El envio debera ir
acompafiado de cuanta informacion referente a la(s) cepa(s) sea posible.

10 EXPRESION DE LOS RESULTADOS (véase la Norma NC-ISO 7218)

10.1 Recuento de las colonias de L. monocytogenes

Se calculara para cada placa el nimero a de colonias presentes de L. monocytogenes, utilizando
la siguiente formula:

a=b/AxC

donde:

b es el numero de colonias que cumplen los criterios de identificacion (9.6);

A es el numero de colonias resembradas para su confirmacion (9.4.1.1);

C es el numero total de colonias caracteristicas contadas en la placa (9.3.4).
13
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El valor de a se redondeara a un niumero entero.

10.2 Método de calculo

10.2.1 Placas que contengan menos de 150 colonias de L. monocytogenes, una de las
cuales contenga al menos 15 colonias de L. monocytogenes. El nimero N de L.
monocytogenes presentes en 1 mL o en 1 g de producto se calcula utilizando la férmula siguiente:
N=2za/V(n,+0,1 n;) xd

donde:

Za es la suma de colonias de L. monocytogenes calculada tras la confirmacion, en todas las placas
conservadas a dos diluciones sucesivas, al menos una de las cuales contendra como minimo 15
colonias identificadas;

V es el volumen del in6culo puesto en cada placa en mililitros;

n, es el numero de placas conservadas en la primera dilucién;

n; es el numero de placas conservadas en la segunda dilucién;

d es el factor de dilucidn correspondiente a la primera de las diluciones conservadas.

Los resultados obtenidos se redondeardn a dos cifras significativas (véase la Norma
NC-ISO 7218).

Se tomara como resultado el nimero de L. monocytogenes por mililitro (para productos liquidos) o

por gramo (para el resto de productos), expresado como un nimero entre 1,0 y 9,9 multiplicado
por la potencia de 10 apropiada.

NOTA - Véase la Norma NC-ISO 7218 para consultar un ejemplo.

10.2.2 Estimacion para nimeros bajos

10.2.2.1 Si las dos placas de la suspension inicial contienen menos de 15 colonias de L.
monocytogenes, se calculara el numero de colonias confirmadas en cada placa utilizando la
férmula indicada en el apartado 10.1. Se calculara la media aritmética y de las colonias contadas
en las dos placas.

El resultado se expresara como se indica a continuacion:

NEe: numero estimado de L. monocytogenes por gramo o por mililitro

Ne=yldxV

donde:

y es la media aritmética de las colonias contadas en las dos placas

d es el factor de dilucion de la suspension inicial
14
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V es el volumen del in6culo de cada placa

10.2.2.2 Si las dos placas de la suspension inicial no contienen ninguna colonia, el resultado se
expresara como se indica a continuacion:

-menos de 1/ d x V L. monocytogenes por gramo o por mililitro

donde:

d es el factor de dilucién de la suspension inicial,

V es el volumen del indculo en cada placa.

11 PRECISION

Véase la Norma ISO 7218.

12 CONTROL DE CALIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Dado que no existe todavia una norma general sobre este punto, se comprobara la capacidad de
los medios de cultivo para permitir el crecimiento selectivo de L. monocytogenes de la siguiente
manera. En un matraz de control con medio de enriquecimiento basico selectivo (véase el
apartado 9.2), se introduce una dilucién del cultivo de referencia de cepas aisladas recientemente
de L. monocytogenes, asi como cepas de control negativo (por ejemplo Lactobacillus spp,

Streptococcus).

Anadir entre 10 células y 100 células de L. monocytogenes o de los controles negativos por
matraz.

Se operara con los matraces de control igual que con los cultivos de ensayo para demostrar que
se recuperan los cultivos positivos de control.

13 INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debera especificar el método empleado, la temperatura de incubacién y los
resultados obtenidos. Debera mencionar también todos los detalles operativos no especificados en
esta parte de la Norma NC-ISO 11290, o considerados opcionales, junto con los detalles de todo
tipo de incidencias que pudieran haber influido sobre los resultados.

El informe del ensayo debera contener toda la informacién necesaria para la identificacion
completa de la muestra.

15
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ANEXO A
(Normativo)

DIAGRAMA DEL PROCEDIMIENTO

Porcién de ensayo (x g 6 x mL)
+
Disolvente para la preparacion de la suspension inicial
[disolucién tamponada de peptona (B.1) o caldo Fraser media concentracion (B.2.1)]
(9x g 6 9x mL)

\J

Revivificacion durante 1 h a 20 °C (9.1)

\J

Inoculacion en superficies de Agar Listeria segun Ottaviani y Agosti (ALOA) (B.3)

\J

Incubacién a37°Cde 24 ha48h

\J

Identificacidon y recuento de las especies de Listeria (9.3)

\J

Confirmacién del género Listeria (9.4):
— inoculacién en TSYEA e incubacion a 37 °C (9.4.1);
— reaccion de la catalasa (9.4.2)
— tincion de Gram (9.4.3)
— ensayo de motilidad (9.4.4) (si es necesario).

Confirmacién de Listeria monocytogenes (9.6):
— ensayo de hemodlisis (9.5.1);
— uso de carbohidratos (9.5.2);
—ensayo CAMP (9.5.3).

16



© NC NC-ISO 11290-2: 2015

ANEXO B
(Normativo)

COMPOSICION Y PREPARACION DE LOS MEDIOS Y REACTIVOS

B.1 Disoluciéon tamponada de peptona

B.1.1 Composicion

Peptona de carne (digerido péptico de tejido animal) 10,09
Cloruro sédico (NaCl) 509
Fosfato de hidrogeno disédico dodecahidrato (Na,HPO,-12H,0) 9,09
Fosfato de dihidrégeno potasico (KH2PO,) 1,59
Agua 1 000 mL

B.1.2 Preparacion
Se disuelven en agua los componentes, calentando si es necesario.

Se ajusta el pH [con el pH-metro (6.7)] si es necesario, de tal manera que tras la esterilizacion sea
de 7,0 £ 0,2 a 25 °C.

Se vierte el medio en matraces (6.8) de capacidades adecuadas para obtener alicuotas apropiadas
para el ensayo (véase el apartado 9.1).

Se esteriliza en el autoclave (6.1) a 121 °C durante 15 min.

B.2 Medio base para el caldo Fraser media concentraciéon con citrato de amonio hierro (lll)
(véase la Norma ISO 11290-1).

B.2.1 Medio base para el caldo Fraser media concentracion

B.2.1.1 Composicion

Peptona de carne (digerido péptico de tejido animal) 50¢9
Triptona (digerido péptico de caseina) 509
Extracto de carne 50¢g
Extracto de levadura 509
Cloruro sédico (NaCl) 20,09
Fosfato de hidrogeno disédico dihidrato (Na,HPO,4-2H,0) 12,09
Fosfato de dihidrégeno potasico (KH2PO,) 1,35¢
Esculina 109
Agua 1000 mL

B.2.1.2 Preparacioén. Se disuelven los componentes o la base completa deshidratada en agua,
calentando si es necesario.

Se ajusta el pH si es necesario, de tal manera que tras la esterilizacion sea de 7,2 + 0,2 a 25 °C.
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Se vierte el medio base en matraces (6.8) de capacidades adecuadas para obtener alicuotas
apropiadas para el ensayo (véase el apartado 9.1).

Se esteriliza en el autoclave (6.1) a 121 °C durante 15 min.
B.2.2 Disolucién de citrato de amonio hierro (lll)

B.2.2.1 Composicién

Citrato de amonio y hierro (lII) 50¢g

Agua 100 mL

B.2.2.2 Preparacion. Se disuelve el citrato de amonio y hierro (lll) en el agua.
Se esteriliza mediante filtracion.

B.2.3 Preparacion del medio

Se afade 1,0 ml de la disolucion de citrato de amonio y hierro (lll) (B.2.2) a cada una de las
alicuotas del medio base del caldo Fraser media concentracion (B.2.1) inmediatamente antes de
Su uso.

B.3 Agar Listeria segun Ottaviani y Agosti (ALOA")

B.3.1 Medio base

B.3.1.1 Composicion

Peptona de carne (digerido péptico de tejido animal) 18,0 g
Triptona (digerido péptico de caseina) 6,09
Extracto de levadura 10,09
Piruvato sédico 2049
Glucosa 2049
Glicerofosfato magnésico 109
Sulfato magnésico (anhidro) 0,5¢g
Cloruro sédico 5049
Cloruro de litio 10,0 g
Hidrégeno fosfato disdédico(anhidro) 25¢g
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucopirandsido 0,059
Agar 12ga18¢g®
Agua 930mL°
@ Dependiendo de la capacidad de gelificacion del agar

® 925 mL si se emplea disolucidon de Amfotericina B (véase el apartado B.3.5.2)

* ALOA es un ejemplo de un medio apropiado disponible comercialmente. Esta informacién se da para comodidad de los
usuarios de esta parte dela Norma ISO 11290 y no supone un aval de este producto por parte de ISO. Se permite el
empleo de otros medios con la misma formulacion.
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B.3.1.2 Preparacion. Se disuelven los componentes deshidratados, o el medio base completo
deshidratado en agua mediante ebullicion. Ajustar el pH si es necesario para que después de la
esterilizacion sea de 7,2 + 0,2 a 25 °C. Esterilizar durante 15 min en autoclave regulado a 121 °C.
B.3.2 Disolucion de acido nalidixico

B.3.2.1 Composicion

Sal sdédica de acido nalidixico 0,02¢g
Solucién de hidroxido de sodio 0,05 mol/L 5mL

B.3.2.2 Preparacion. Se disuelve la sal sédica de acido nalidixico en 5 mL de hidroxido de sodio y
se esteriliza por filtracion.

B.3.3 Disolucion de ceftazidima

B.3.3.1 Composicion

Ceftazidima 0,02g
Agua 5mL

B.3.3.2 Preparacioén. Se disuelve la ceftazidima en 5 mL de agua y se esteriliza por filtracion a
través de una membrana de 0,45 um.

B.3.4 Disolucion de polimixina B

B.3.4.1 Composicioén

Sulfato de polimixina B 76 700 UI
Agua 5mL

B.3.4.2 Preparacioén. Se disuelve la polimixina B en 5 mL de agua y se esteriliza por filtracion a
través de una membrana de 0,45 um.

B.3.5 Suplemento antibiético

B.3.5.1 Disolucion de cicloheximida

Cicloheximida 0,059
Etanol 2,5mL
Agua 2,5mL

Se disuelve la cicloheximida en 2,5 mL de etanol y se afaden luego 2,5 mL de agua. Se esteriliza
por filtracién a través de una membrana de 0,45 um.

19



NC-ISO 11290-2: 2015 © NC

B.3.5.2 Disolucion de Amfotericina B (como alternativa a la disolucion de cicloheximida)

Amfotericina B 0,01g
HCI (1 mol/L) 2,5mL
Dimetilformamida (DMF) 7,5mL

Se disuelve la amfotericina en la disolucion HCI/DMF. Se esteriliza por filtracion a través de una
membrana de 0,45 ym.

ATENCION- La disolucion HCI/DMF es téxica, manipulese con cuidado.
B.3.6 Suplemento

Se disuelven 2 g de L-a-fosfatidilinositol (Sigma P 6636° °) en 50 mL de agua fria.
Agitar por 30 min hasta obtener una suspension homogénea.

Se esteriliza en autoclave a 121 °C por 15 min y enfriar entre 48 °C y 50 °C.

B.3.7 Medio completo

B.3.7.1 Composicién

Medio Base (B.3.1) 930 mL?
Solucién de acido nalidixico (B.3.2) 5mL
Solucion de Ceftazidime(B.3.3) 5mL
Disolucién de polimixina B (B.3.4) 5mL
Disolucién de cicloheximida (B.3.5.1) o 5 mL
Disolucién de Amfotericina B (B.3.5.2) 10 mL
Suplemento (B.3.6) 50 mL
? 925 mL si se emplea disolucion de Amfotericina B

B.3.7.2 Preparacion. Se anaden las disoluciones al agar base fundido a unos 50 °C, mezclando
bien entre cada adicion.

El pH del medio completo debe ser de 7,2 £ 0,2 a 25°C.
El medio debe ser opaco de manera homogénea.

B.3.7.3 Preparacion de las placas de agar. Se afiaden de 15 mL a 20 mL del medio completo
recién preparado a cada placa Petri y se deja solidificar.

5 Sigma P 6636 es una marca registrada de un producto suministrado por Sigma. Esta informacién se brinda para
conveniencia de los usuarios de esta parte de la ISO 11290 y no constituye un respaldo de ISO para este producto.
Productos equivalentes pueden ser usados si demuestran que brindan resultados similares.
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B.4 Medio de cultivo sdlido: Agar triptona soyal/extracto de levadura (TSYEA)

B.4.1 Composicion

Triptona (digerido péptico de caseina) 17,09
Digerido enzimatico de soya 309
Cloruro sédico (NaCl) 50¢g
Fosfato de hidrogeno dipotasico (K;HPO,) 25¢
D-Glucosa 259
Extracto de levadura 69
Agar 9gaidgl)
Agua 1 000 mi
1) Dependiendo de la capacidad gelificante del agar.

B.4.2 Preparacion
Se disuelven los componentes o el medio completo deshidratado en el agua mediante ebullicion.
Se ajusta el pH si es necesario, de manera que tras la esterilizacion sea de 7,3 £ 0,2 a 25 °C.

Se vierte el medio en tubos de capacidad adecuada para obtener alicuotas apropiadas para el
ensayo.

Se esteriliza en el autoclave a 121 °C durante 15 min.
Se deja sedimentar en posicion inclinada.

Para la preparacion de placas de agar, se vierten sobre placas Petri estériles, alicuotas del medio
adecuadas para el ensayo. Se deja solidificar.

NOTA - Si se va a realizar el ensayo de iluminacién de Henry, es importante que la capa del medio de agar sea fina
(aproximadamente 12 mL para una placa de 90 mm de diametro).

B.5 Medio de cultivo liquido: Caldo de triptona soyal/extracto de levadura (TSYEB)

B.5.1 Composicion

Triptona (digerido péptico de caseina) 17049
Digerido enzimatico de soya 3,09
Cloruro sédico (NaCl) 509
Fosfato de hidrogeno dipotasico (K;HPO,) 25¢
D-Glucosa 25¢g
Extracto de levadura 69
Agua 1 000 ml
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B.5.2 Preparacion

Se disu_elven los componentes o el medio completo deshidratado en el agua, calentando si es
necesario.

Se ajusta el pH si es necesario, de manera que tras la esterilizacion sea de 7,3 + 0,2 a 25 °C.

Se vierte el medio en matraces o en tubos de capacidad adecuada para obtener alicuotas
apropiadas para el ensayo.

Se esteriliza en el autoclave a 121 °C durante 15 min.

B.6 Agar sangre de carnero

B.6.1 Base

B.6.1.1 Composicion

Peptona de carne (digerido péptico de tejido animal) 15¢
Digerido enzimatico de higado 25¢g
Extracto de levadura 5¢g
Cloruro sédico (NaCl) 59
Agar 9ga18g"
Agua 1000 mL
1) Dependiendo de la capacidad gelificante del agar.

B.6.1.2 Preparacion. Se disuelven los componentes o el medio completo deshidratado en el agua
por ebullicion.

Se ajusta el pH si es necesario, de manera que tras la esterilizacion sea de 7,2 £ 0,2 a 25° C.
Se vierte el medio en matraces de capacidad adecuada para obtener alicuotas apropiadas para el
ensayo.
Se esteriliza en el autoclave a 121 °C durante 15 min.
B.6.2 Base completa
B.6.2.1 Composicion
Base (B.6.1) 100 mL
Sangre de carnero desfibrinada De5mLa7mL

B.6.2.2 Preparacion. Se afnade la sangre sobre la base previamente enfriada a unos 47 °C. Se
mezcla bien.

Se vierte el medio sobre placas Petri estériles en alicuotas apropiadas para el ensayo. Se deja
solidificar.
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B.7 Caldo para el uso de carbohidratos (ramnosa y xilosa)
B.7.1 Base

B.7.1.1 Composicién

Peptona de carne (digerido péptico de tejido animal) 10¢g
Extracto de carne 19
Cloruro sédico (NaCl) 59
Purpura de bromocresol 0,02 g
Agua 1000 mL

B.7.1.2 Preparacion. Se disuelven los componentes en el agua, calentando si es necesario.
Se ajusta el pH si es necesario, de manera que tras la esterilizacion sea de 6,8 £ 0,2 a 25° C.

Se vierte el medio en tubos de capacidad adecuada para obtener alicuotas apropiadas para el
ensayo.

Se esteriliza en el autoclave a 121 °C durante 15 min.

B.7.2 Disoluciones de carbohidratos

B.7.2.1 Composicion

Carbohidrato” 59
Agua 100 mL

" L-Ramnosa o D-Xilosa.

B.7.2.2 Preparaciéon. Se disuelve por separado cada carbohidrato en 100 mL de agua. Se
esteriliza mediante filtracion.

B.7.3 Medios completos

Se anaden asépticamente para cada carbohidrato x mL de la disolucion del apartado B.7.2 a
9 x mL de la base (B.7.1).

B.8 Agar de motilidad

B.8.1 Composicion

Triptona (digerido péptico de caseina) 20,09
Peptona de carne (digerido péptico de tejido animal) 6,19
Agar 3,59
Agua 1000 mL

B.8.2 Preparacion

Se disuelven los componentes en el agua por ebullicion.
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Se ajusta el pH si es necesario, de manera que tras la esterilizacion sea de 7,3 £ 0,2 a 25° C.

Se vierten cantidades de unos 5 ml de medio en tubos.

Se esteriliza en el autoclave a 121° C durante 15 min.

B.9 Medio y cepas de ensayo CAMP (Christie, Atkins, Munch-Paterson)

Se pueden emplear placas de agar de sangre (B.6) para este ensayo, pero es preferible utilizar
placas de agar de doble capa con una capa muy fina de medio de sangre de carnero (véase el
apartado B.9.3).

B.9.1 Base

Véase el apartado B.6.1.

B.9.2 Medio de sangre de carnero

Véase el apartado B.6.2.

B.9.3 Medio completo

Se vierte el medio base (B.9.1) en placas Petri estériles, en cantidades de unos 12 mL por cada
placa Petri de 90 mm de diametro, y se deja solidificar. Se deposita de forma homogénea una capa
muy fina de medio de sangre de carnero (B.9.2) empleando cantidades no superiores a los 3 mL
por placa. Se deja solidificar.

Si se afiade el medio de sangre sobre placas que contengan la base preparada con antelacion,
puede ser necesario calentar las placas colocandolas en una incubadora a 35° C o 37° C durante
unos 20 min antes de volcar la capa de medio de sangre.

B.9.4 Cepas de reaccion CAMP

Se necesitan una cepa b-hemolitica de S. aureus (por ejemplo NCTC 1803 o ATCC 25923), una
cepa de R. equi (por ejemplo NCTC 1621 o ATCC 6939) y una cepa de L. monocytogenes (por
ejemplo NCTC 11994) para realizar el ensayo CAMP. No todas las cepas de S. aureus ni de L.
monocytogenes son adecuadas para el ensayo CAMP.

Se mantienen los cultivos patron de S. aureus, R. equi, L. monocytogenes, L. innocua y L. ivanovii
mediante la inoculacion en tubos con TSYEA inclinados (B.4), incubando a 37 °C entre 24 hy 48 h,
o hasta que haya habido crecimiento, y almacenandolos a + 3 °C + 2 °C en la nevera. Se
subcultivaran al menos una vez al mes, confirmando su pureza por siembra en estrias en placas
de TSYEA (B.4).

B.10 Disolucién de peréxido de hidrégeno

Se utilizara una disolucion al 3 % (m/m), es decir de 10 volumenes.

B.11 Salino tamponado con fosfato (PBS) (opcional)

B.11.1 Composicion

Fosfato de hidrégeno disddico dihidrato (Na,HPO4-2H,0) 8,98 g
Fosfato de dihidrégeno sédico (NaH,PO,) 2,719
Cloruro sédico (NaCl) 8,59
Agua 1 000 mL
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B.11.2 Preparacion

Se disuelven los componentes en el agua.

Se ajusta el pH si es necesario, de manera que tras la esterilizacion sea de 7,2 + 0,2 a 25 °C.

Se esteriliza en autoclave a 121 °C durante 15 min.

B.12 Suspension de eritrocitos de sangre de carnero (opcional)

Se mantienen las células de la sangre de carnero a +3 °C + 2 °C antes de su uso.

Se examina la presencia de sefiales de hemdlisis (enrojecimiento) en la capa superior de suero
antes de su uso.

g;?’nso(gpﬁ?ce hemolisis, se afiaden 2 mL de la capa inferior de eritrocitos sobre 98 mL de tampén

Si se ha producido hemdlisis, se suspenden unos 4 mL de la capa de células rojas en 10 mL de
tampon PBS y se mezcla suavemente, centrifugando a continuacion. Si el sobrenadante es
visiblemente rojo debido a una hemdlisis muy significativa, no se utilizara y se descartara la
suspension inicial. Si no es asi, se decanta el sobrenadante y se anaden2 mL de esta suspension
de células a 98 mL de tampdn PBS. La suspension puede guardarse hasta 5 dias a + 3 °C + 2 °C.
Si aparece hemodlisis, se desechara.

25



NC-ISO 11290-2: 2015 © NC

ANEXO C
(Informativo)

PRUEBA DE ILUMINACION DE HENRY

Examinar las placas utilizando una fuente de rayos luminosos blancos de suficiente potencia para
iluminar bien las placas, incidiendo dicho haz luminico con un angulo de 45° con respecto al fondo
de la placa (véase figura C.1). Al ser examinadas bajo esta luz oblicua desde una posicion
perpendicular a la placa (iluminacion de Henry) las colonias de Listeria spp. exhiben un color
azulado y una superficie granulada.

Pasicidn del observador
perpendicular a la placa

N — Fuente de rayos luminosos blancos

Tripode

Z Espejo plano

Fig C.1 — Examen de colonias sospechosas en placas
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