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1. OBJETIVO

Describir la metodologia llevada a cabo por el laboratorio de microbiologia de alimentos
para la deteccién de Listeria monocytogenes. Basados en la norma International I1SO
11290-1:2017, Microbiologia de la cadena alimentaria. Método horizontal para la
determinacion y el recuento de Listeria monocytogenes y Listeria spp. Parte 1. Método de
deteccion.

2. ALCANCE

Este procedimiento se aplica para realizar deteccién de Listeria monocytogenes a los
alimentos que por su origen, naturaleza y composicion y manipulacion pueden ser
susceptibles de contaminacion con Listeria monocytogenes.

3. RESPONSABILIDADES

Sera responsabilidad del profesional asignado, segun cronograma de analisis de muestras,
Verificar que este procedimiento se lleve a cabo segun esta consignado en este documento.

4. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS

LISTERIA MONOCYTOGENES: L. monocytogenes es un bacilo Gram positivo, pequefio,
no ramificado y anaerobio facultativo capaz de proliferar en un amplio rango de
temperaturas (1 °C a 45 °C) y una elevada concentracion de sal. Es catalasa positiva y no
presenta capsula ni espora.Tiene flagelos peritricos, gracias a los cuales presenta
movilidad a 30 °C o0 menos, pero esinmévil a 37 °C, temperatura a la cual sus flagelos se
inactivan.

CALDO HALF FRASER: Medio de cultivo para enriquecimiento y recuperacion de Listeria
sp. Usado como enriquecimiento primario conjuntamente con Fraser Caldo, proporciona
mayores indices de recuperacion del microorganismo a partir de alimentos, carnes
principalmente. Debido a su menor concentracién de antibioticos.

CALDO FRASER: Se utiliza como enriquecimiento selectivo de Listeria monocytogenes y
otras especies de Listeria en todos los tipos de alimentos, incluidos la leche y los productos
lacteos, y las muestras ambientales.

AGAR CROMOGENICO PARA LISTERIA SEGUN OTTAVIANI Y AGOSTI: medio
selectivo para el presunto aislamiento e identificacién de Listeria monocytogenes y Listeria
spp. en alimentos. Se usa para confirmacion después de usar Base de Caldo para Listeria
Fraser.

AGAR OXFORD: medio selectivo para Listeria, todas las especies de Listeria hidrolizan la
esculina a esculetina, que reacciona con los iones hierro produciendo colonias negras y un
ennegrecimiento del medio.
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AGAR PALCAM: Medio selectivo para diferenciacion para el aislamiento y la deteccion de
Listeria monocytogenes y otras especies de Listeria a partir de alimentos, la selectividad en
el medio se logra mediante la presencia de cloruro de litio, sulfato de polimixina B,
acriflavina-HCI y ceftazidima, que suprime el crecimiento de la mayoria de los organismos
diferentes de las especies de Listeria presentes en alimentos

BIOFILMS: colonia estructurada de células bacterianas incrustadas en una matriz
polimérica compuesta por expo polisacaridos, proteinas y &cido nucleicos, fabricada por
ellas mismas y adheridas a la superficie. Las bacterias pueden adherirse a células y tejidos,
asi como a superficies sélidas, el biofilm protege a las bacterias frente a la respuesta
inmunitaria del hospedador, la desecacién y los biocidas (como antibidticos o
desinfectantes).

5. LIMITACIONES O INTERFERENCIAS

La presencia de Listeria monocytogenes puede ser enmascarada por la presencia de otras
especies de listeria en particular L. innocua o L. ivanovii y de otros microorganismos por lo
cual se requiere un enriguecimiento selectivo, el procedimiento requiere de 4 etapas
sucesivas y el resultado puede tardar entre 4 y 5 dias

6. RECOLECCION E IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

Ver manual de tomay recepcion de muestras de alimentos y bebidas alcohdlicas laboratorio
de salud publica de Santander MI-GS-MA-08, inciso 3: Toma de muestras de alimentos,
Tabla 2: Método de recoleccién de muestras de alimentos y materias primas sdlidas,
liquidas, deshidratadas y congeladas e inciso 6.2 Entrega de muestras al laboratorio.

7. CONSEVACION DE LA MUESTRA
La muestra se conserva de acuerdo a la naturaleza del producto manteniendo las
temperaturas de almacenamiento correspondientes

8. EQUIPOS

Cabina de Flujo laminar
Homogeneizador de muestras
Autoclave

Balanza analitica

Incubadora a 30 °C +/- 1°Cy 37 °C +/- 1°C
Incubadora a 25°C

Cajas de Petri estériles
Micropipetas de 1 mL

Puntas estériles

Asas

Vortex

Tubos de vidrio estériles
Refrigerador
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9. REACTIVOS, CONTROLES Y M

Agua peptona bufferada 0.1% (BPW)
Caldo Half Fraser

Caldo Fraser

Agar para listeria segun Ottaviani y Agosti
Agar Oxford

Agar Palcam

Listeria monocytogenes ATCC 1911
Listeria ivanovii ATCC 19119

Listeria innocua ATCC 33090
Staphylococcus aureus ATCC 25923

AN N N N N N YN NN

10. DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

La deteccion de Listeria monocytogenes incluye 4 etapas:

Enriguecimiento primario

Enriquecimiento secundario

Siembra en placa con medios selectivos

Confirmacién de Listeria monocytogenes o Listeria spp.

10.1 ENRIQUECIMIENTO PRIMARIO

ATERIALES DE REFERENCIA

Rotular las bolsas estériles con filtro con su respectivo nimero de muestra.
Desinfectar con alcohol al 70% el sitio por donde se vaya a extraer la muestra
Abrir aséptica y adecuadamente la muestra

Preparar la muestra: macerar, picar, mezclar y pesar 25 g representativos de la

muestra total, (tomando de la superficie como de su interior) en la bolsa rotulada con
el mismo nimero de la muestra a examinar, en una balanza previamente tarada,

para obtener una diluciéon 10

e Adicionar 225 ml de caldo Half Fraser
¢ Homogenizar la muestra una vez pesada, dejar en reposo 10 minutos
e Llevar la bolsa con la muestra ya pesada y homogenizada a incubar a 30°C durante

25 horas +/-1 hora.

10.2 ENRIQUECIMIENTO SECUNDARIO

e Transferir 0.1 ml del cultivo obtenido en el enriquecimiento primario a un tubo que
contenga 10 ml de medio de enriquecimiento secundario (caldo Fraser). Incubar a

37 °C por 24 horas +/- 2 horas.

NOTA: La incubacion adicional de 24 horas puede permitir la recuperacion de mas especies
diferentes a L. monocytogenes.

10.3 SIEMBRA EN PLACA CON MEDIOS SELECTIVOS

Se inoculan 2 medios de agar selectivo con los cultivos procedentes del enriquecimiento
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primario y el enriqguecimiento secundario. El primer medio de cultivo recomendado debe ser
Agar selectivo para listeria segun Ottaviani y Agosti y el segundo medio puede ser escogido
por el laboratorio, ya sea: Agar Oxford, Agar Palcam.

Aislar por agotamiento el cultivo obtenido en caldo Half Fraser (enriquecimiento primario)
utilizando un asa de siembra de 10 uL, inoculando la superficie de 1 placa de Agar selectivo
para listeria segun Ottaviani y Agosti, y una placa del segundo agar selectivo escogido por
el laboratorio (Agar Oxford, Agar Palcam) de forma que se obtengan colonias bien aisladas.

Aislar por agotamiento el cultivo obtenido en caldo Fraser (enriquecimiento secundario)
utilizando un asa de siembra de 10 uL, inoculando la superficie de 1 placa de Agar selectivo
para listeria segun Ottaviani y Agosti, y una placa del segundo agar selectivo escogido por
el laboratorio (Agar Oxford, Agar Palcam) de forma que se obtengan colonias bien aisladas.

NOTA: Los caldos Half Fraser y Fraser pueden ser refrigerados a 5°C antes del aislamiento
en agar selectivo maximo 72 horas.

Incubar las placas de Agar selectivo para listeria segun Ottaviani y Agosti en posicion
invertida a una temperatura de 37 °C durante 48 horas +/- 2 horas. Si las colonias
presuntivas de L. monocytogenes o Listeria spp son evidentes a las 24 horas +/- 2 horas
de incubacion puede detenerse esta etapa.

El segundo medio selectivo en placa se incuba siguiendo las indicaciones del fabricante y
se examinan las cajas para detectar la presencia de L. monocytogenes o Listeria spp

Después de la incubacién examinar las placas para ver la presencia de colonias tipicas y
atipica de Listeria monocytogenes.

Agar listeria segun Ottaviani y Agosti: las colonias tipicas de L. monocytogenes y L. ivanovii
son verdes azuladas rodeadas por un halo opaco. Considerar como Listeria spp las colonias
son azul- verdosas con o sin halo opaco.

NOTA 1: algunas especies de L. monocytogenes expuestas a condiciones de estrés en
particular a los acidos pueden mostrar un halo muy débil o incluso ningin halo

NOTA 2: algunas bacterias atipicas de L. monocytogenes se caracterizan por tener una
actividad PIPLC (Fosfatidil inositol fosfolipasa C) lenta. Dichas bacterias se detectan cuando
el tiempo de incubacion es mayor a 4 dias. Algunas de estas especies podrian ser
patégenas. No se han descrito cepas de L. monocytogenes con PIPLC negativas

NOTA 3: Algunos organismos distintos de Listeria spp pueden producir colonias azules en
este medio.

10.4 SELECCION SEGUNDO MEDIO SELECTIVO

Después del tiempo apropiado, examine las cajas y observe la presencia de colonias que
pueden ser consideradas como presuntas colonias de Listeria spp. o L. monocytogenes,
basadas en las siguientes caracteristicas de acuerdo al medio utilizado.

Agar Oxford: Las colonias tipicas de Listeria monocytogenes son de color verde negro con
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un halo negro, debido a la hidrolisis de la esculina. L. monocytogenes: esculina (+).

Agar Palcam: Las colonias tipicas de L. monocytogenes son de color verde grisaceo con
un halo marrén negro sobre un fondo rojo cereza, debido a la hidrolisis de la esculina 'y no
fermentacion del manitol, Listeria monocytogenes: esculina (+) y manitol (-) otras bacterias
pueden formar halos negros pero el desarrollo de color toma més de dos dias.

10.5 CONFIRMACION DE LISTERIA MONOCYTOGENES O LISTERIA SPP.

SELECCION DE COLONIAS PARA CONFIRMACION

Para confirmacion presuntiva de L. monocytogenes tome al menos una colonia que
presuma puede ser L. monocytogenes de acuerdo a las caracteristicas de las colonias
anteriormente mencionadas, un aislamiento confirmado por muestra es suficiente. Si la
primera colonia es negativa tome otras colonias que presuma pueden ser L.
monocytogenes del medio selectivo hasta un maximo de 5 colonias de cada placa de cada
medio selectivo

Estrié la colonia seleccionada por agotamiento en la superficie de los medios no selectivos
por ejemplo agar sangre, agar nutritivo, agar Triptona soja extracto de levadura (TSYEA),
en forma que permita el desarrollo aislado de las colonias.

Use el agar sangre para el cultivo puro que permite interpretar de la hemolisis, cuando es
positiva, se evidenciara alrededor de la colonia. Si en las estrias de las colonias en el agar
sangre no muestran hemodlisis la prueba se hara por punciéon en medio liquido.

Incubar a 37°C por 18-24 Horas o hasta que el crecimiento sea satisfactorio.

Colocar las placas en la incubadora a 37 °C durante 18 h a 24 h o hasta que el crecimiento
sea satisfactorio. Las colonias tipicas de listeria spp. en TSYEA tienen entre 1y 2 mm de
diametro, son convexas, incoloras y opacas con un borde entero. Cuando las placas se
sostienen a la luz (artificial o natural) en un angulo de unos 45 grados, las colonias muestran
un color gris azulado y una superficie granular. Si no se aislan las colonias, recoger una
colonia tipica de listeria spp. en otra placa de agar no selectivo. Realice las siguientes
pruebas a partir de colonias tipicas de un cultivo puro en TSYEA. Confirmacién de L.
monocytogenes. Realizar las pruebas de confirmacion de |. 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 figuran en el siguiente
cuadro.

Cuadro 1. Pruebas para confirmacion de L. monocytogenes

Pruebas de confirmacion de L.
Pruebas Resultados
monocytogenes

. - Bacilos cortos o delgados o
Aspecto microscépico

] ) cocobacilos
Obligatorio —
Beta-hemolisis
L-Rhamnosa
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D-Xilosa -
Catalasa +
Opcional Motilidad a 25°C +
Prueba CAMP +
El aspecto microscépico es opcional para el Agar Listeria segln Ottaviani y Agostiy para el
segundo medio si permite distinguir entre Listeria spp. patdégena y no patégena

Los detalles de los resultados de las pruebas de confirmacion se encuentran en el cuadro
3.

NOTA Se puede utilizar un procedimiento alternativo como el mencionado en la norma ISO
7218 para confirmar que el aislado es Listeria monocytogenes, siempre que se verifique la
idoneidad del procedimiento correspondiente. Si se demuestra que son fiables, las galerias
miniaturizadas para la identificacién bioquimica de Listeria monocytogenes puede utilizarse
(véase ISO 7218). Las cepas raras de L. monocytogenes no muestran hemdlisis beta o una
reaccién positiva a la prueba CAMP en las condiciones descritas en este documento. Si las
colonias tipicas en Agar Listeria segun Ottaviani y Agosti con actividad PIPLC, aunque sea
baja, son negativas a la hemdlisis, se recomienda realizar pruebas adicionales (por ejemplo,
tincién de Gram, catalasa, motilidad, prueba CAMP, PCR), para determinar si este aislado
es un L. monocytogenes no hemolitico.

» Prueba de Catalasa (opcional):

e Tomar una colonia aislada de los medios selectivos

e Colocar en un portaobjeto una gota de peroxido de hidrogeno al 3 % y suspender la
colonia.

e Observar si se producen o no burbujas de gas: L monocytogenes: catalasa (+)
produce burbuja de gas.

NOTA: Una reaccion de catalasa realizada a partir de una colonia procedente de un agar
sangre puede dar a veces resultados falsos positivos.

» Prueba de motilidad (opcional):

Tome una colonia aislada obtenida y suspéndala en un tubo que contenga un medio liquido
nutritivo no selectivo. Incubar a 25 °C durante 8 h a 24 h hasta que el medio se vuelva
turbio, Tomar una gota del cultivo anterior con un asa y en un portaobjetos de vidrio limpio.
Cologue un cubreobjetos encima y examinelo al microscopio. Las Listeria spp. (incluida L.
monocytogenes) aparecen como bastoncillos delgados y cortos con una motilidad inestable.

Los cultivos realizados a temperaturas superiores a 25 °C pueden no mostrar este
movimiento. Comparelos siempre con un cultivo de Listeria conocido. Los cocos, los bacilos
grandes o los bacilos con motilidad natatoria rapida no son Listeria spp. Como prueba
alternativa de motilidad, utilizando un asa diluir en agua estéril (u otro diluyente apropiado)
una colonia aislada obtenida en agar no selectivo. Las Listeria spp. (incluida L.
monocytogenes) se presentan como bastoncillos delgados y cortos con motilidad
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tumultuosa Como otra prueba alternativa de motilidad, utilizar un asa el agar de motilidad
con un cultivo tomado de una colonia tipica obtenida. Incubar a 25 °C durante 48 h + 2 h.
Como prueba alternativa de motilidad, utilizando un asa diluir en agua estéril (u otro
diluyente apropiado) un fragmento de colonia aislada obtenida en agar no selectivo. Las
Listeria spp. (incluida L. monocytogenes) se presentan como bastoncillos delgados y cortos
con motilidad tumultuosa.

Como otra prueba alternativa de motilidad, utilizando un asa, inocular el agar de motilidad
con una colonia tipica obtenida. Incubar a 25 °C durante 48 h + 2 h.

Examine si hay crecimiento alrededor de la puncion. Las listerias son méviles y presentan
un patron de crecimiento tipico en forma de paraguas. Si el crecimiento no es suficiente,
incubar hasta cinco dias mas y volver a observar. NOTA Recientemente se han aislado
algunas especies nuevas de listeria. La mayoria de ellas no son moviles en el agar
motilidad. Aspecto

» Microscopico

Realice una preparacion microscopica (por ejemplo, la tincion de Gram, la microscopia
hameda) en una colonia bien separada obtenida. Listeria spp. (incluida L. monocytogenes)
aparecen como Gram positivos, bastoncillos o cocobacilos delgados y cortos, con motilidad
tumultuosa cuando proceden de un cultivo fresco.

» Hemolisis:

o Dibujar una rejilla con 20-25 cuadriculas por placa en el fondo de una caja de Petricon
agar tripticasa soya adicionado con 5% de sangre de cordero

Tomar una colonia tipica y sembrarla por picadura en una de las cuadriculas

Incubar a 37 °C +/- 2 por 24 +/- 2 horas

Realizar controles positivo y hegativo en cuanto a hemolisis

Observar la Hemolisis:

L monocytogenes ATCC 19115 presenta ligera beta hemolisis.

L. ivanovii ATCC 19119 presenta zonas bien delimitadas y amplias de hemolisis.

L. innocua ATCC 33090 no muestra hemolisis.

> Prueba de CAMP

o Sembrar lineas verticales (paralelas) de cultivos frescos de Staphylococcus aureusbeta
hemolitico y Rhodococcus equi, sobre placas delgadas y frescas con agar tripticasa
soya adicionado con 5% de sangre de cordero.

¢ Inocular horizontalmente (angulo 90°) las muestras en estudio y los controles positivos
y negativos para hemolisis a 1 0 2 mm de los cultivos anteriores sin tocarlos.

e Incubar a 37 ° C durante 18 a 24 horas.

e Considerar unareaccion positiva para CAMP cuando se presenta una zona clara debeta
hemolisis en la interseccion de la muestra en estudio con la cepa de Staphylococcus
aureus o Rhodococcus equi.

e La reaccioén positiva con R. equi se ve como una "punta de flecha" ancha (5 mm a 10
mm) de hemdlisis. La reaccion se considera negativa si una pequefia zona de hemolisis
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débil se extiende sdlo alrededor de 1 mm en la interseccion de la cepa de prueba con
la zona de difusion del cultivo de R. equi.

e La hemolisis de L. monocytogenes se intensifica cerca al cultivo de S. aureus. La
hemolisis de L. ivanovii se realza cerca al cultivo de R. equi. La hemolisis de L. seeligeri
se intensifica cerca al S. aureus. Las otras especies de Listeria al no ser hemoliticas
presentan una reaccion de CAMP negativa. Véase figura 1 u cuadra #1.

e Una reaccion positiva con S. aureus aparece como una pequefia zona de hemdalisis
aumentada que se extiende s6lo unos 2 mm desde la cepa de prueba y dentro de la
zona débilmente hemolitica debida al crecimiento del cultivo de S. aureus. No se
producen grandes zonas de hemdlisis en la zona de S. aureus y L. monocytogenes.

Banda estrecha de B-
hemolisis

No hay hemolisis

Banda ancha de B-
hemolisis

a l. Prueba

Prueba de CAMP

L.monocytogenes

L. innocua

7 mn

L. ivanovii

Cuadro 2. Prueba de CAMP reacciones de las diferentes especies de Listeria

Interaccion Hemolitica
ESPECIES Staphylococcu Rhodococcus
S aureus equi
L.monocytogenes + -
L. ivanovii - +
L. innocua - -
L. welshimeri - -
L.seeligeri + -

» Fermentacion de carbohidratos
e Inocular con asa
carbohidratos xilosa,ramnosa y manitol.
e Incubar a 37°C por 24 — 48 horas
e Descartar a los 7 dias de incubacion
o Observar el viraje del indicador, generalmente ocurre a las 48 horas.

los tubos que contiene cada uno de los
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Para la identificacion pueden utilizarse también kits comerciales. Se recomienda el uso de
aguellos que hayan sido aprobados y validados por AOAC u otro organismo internacional
reconocido y que garantice la validez de los resultados. Usar los Kits de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

Resultados de las pruebas Bioquimicas de Listeria monocytogenes:

Catalasa: positiva
Nitratos: Negativo

Hemodlisis: Ligera Beta Hemolisis
Motilidad: Positiva en forma de Sombrilla
CAMP: Positivo con S. aureus

Xilosa: Negativo
Manitol: Negativo

Ramnosa: Positivo

Esculina: Positivo
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Cuadro 3. Diferenciacion de especies de Listeria
Hemelisi | Reduccié PRODUCCION DE ACIDOS A PARTIR DE:
ESPECIE Gram| Catalas | Movilidad s(beta) n de
a nitrato Glucos | Maltos | Manito | Ramnos | Xilosa Esculina
a a | a
L. monocytogenes + + + + + + +
L. ivanovii + + + + + - + +
L. Innocua + + + + + V - +
L. welshimeri + + + - + + \ + +
L. seeligeri + + + + - + + - - + +
L. grayi + + + \Y + + + \Y +
V=
variable

11. CONTROL DE CALIDAD ANALITICO

Tomado del Manual de Bacteriologia Analitica FDA. Listeria monocytogenes
2001

Los ensayos se realizaran de acuerdo con el procedimiento de aseguramiento de la calidad
de técnicas y medios de Cultivo, Preparacion, esterilizacién y control de calidad de medios
de cultivo MI-GS-GI-79, y registrar los datos de preparacion en el formato control de medios
de cultivo preparados MI-GS-RG-113.

Verificar el crecimiento en el control positivo observando que el crecimiento sea adecuado
y las colonias caracteristicas.

El control negativo no debe presentar crecimiento. Las colonias no deben poder

diferenciarse claramente si los medios utilizados son selectivos.

La prueba de esterilidad de los medios utilizados, no debe presentar crecimiento de ningln

tipo.

12. ANALISIS Y EXPRESION DE RESULTADOS

Figura 2. Colonias de L. monocytogenes en agar Listeria segun Ottaviani y Agosti
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Figura 3. Colonias de L. monocytogenes en agar Oxford

Figura 4. Colonias de L. monocytogenes en agar Palcam

Segun los resultados obtenidos, se indica la presencia o ausencia de L. monocytogenes en
25 g o ml del producto analizado. Se registra en la hoja de datos primarios MI-GS-RG-157.

12. EMISION DEL INFORME DE RESULTADOS
Los resultados se emiten en la plantilla que contiene informacion general del punto de toma,
informacion de la muestra recibida y los andlisis realizados.

13. EXAMENES COMPLEMENTARIOS
La norma ISO 11290-1:2017 no requiere exdmenes complementarios sin embargo en este
manual mencionamos que la identificacion de L. monocytogenes se puede realizar por
método automatizado Vitek.

14. DOCUMENTOS DE REFERENCIA
International Organization for Standardization ISO 11290-1:2017. Microbiology of the food
chain Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria monocytogenes and
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of Listeria spp. Part 1: Detection method.

Andlisis microbiolégico de los alimentos, metodologia analitica oficial, microorganismos

patbégenos

http://www.anmat.gov.ar/renaloa/docs/analisis_microbiologico_de_los_alimentos_vol_i.pdf

15. CONTROL DE CAMBIOS

CONTROL DE CAMBIOS
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16. ANEXOS

DETECCION DE Listeria monocytogenes

Y

Pesar 25 g de la muestra, adicionar en 225 ml de
caldo Half-Fraser

Incubar a 30°C durante 24-26 horas

Y

Transferir 0.1 ml del cultivo obtenido en 10 ml de
caldo Fraser

!

Incubar a 37°C durante 24 +/- 2 horas

\

Inocular el cultivo obtenido en los caldos Half Fraser

y Fraser en medios selectivos, (Agar listeria segun
Ottaviani y Agosti, agar oxford, agar palcam)

v

Incubar el agar listeria segun Ottaviani y Agosti a
37°C durante 48 horas y los otros medios segun
indicaciones del fabricante

y

Confirmacion de las colonias obtenidas en los medios
selectivos.
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