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POR QUE ORGANIZA EL
CNA EI




SN | e Reglamento (UE) 2017/625

Reglamento (UE) 2017/625 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 15 de marzo de
2017, relativo a los controles y otras actividades oficiales realizados para garantizar la
aplicacion de la legislacion sobre alimentos y piensos, y de las normas sobre salud y
bienestar de los animales, sanidad vegetal y productos fitosanitarios, y por el que se
modifican los Reglamentos.

Quedan derogados los Reglamentos (CE) n.o 854/2004 vy (C@SSZ/ZOO@fectos a
partir del 14 de diciembre de 2019.

7.4.2017 Diario Oficial de la Unién Europea L 95/1

I

(Actos legislativos)

REGLAMENTOS

REGLAMENTO (UE) 2017/625 DEL. PARLAMENTO EUROPEQ Y DEL CONSEJO
de 15 de marzo de 2017

relativo a los controles y otras acrividades oficiales realizados para garanrtizar la aplicacion de la
legislacion sobre alimentos ¥ piensos, v de las normas sobre salud y bienestar de los animales, sanidad
vegeral y productos f'to sanitarios, ¥ por el que se modifican lo s Reglamentos (CE) 1.° 999/2001, (CE)
1.7 396/2005, (CE) n.° 1069/2009, (CE) n.° 1107/2009, (UE) n.° 1151/2012, (UE) " 652(2014, (UE)
2016}429 ¥ (UE) 201 6;2031 del Par]ajnﬁ‘nt Europeco y del C jo, los Reglamer S (CE) n® 1/2005 y

(CE) n.° 1099/2009 del Conscjo, y las tivas 98/58/CE. 1999)74/CE. 2007;43;(:}: 2008}119,{(5
¥ ZODS)’IZOICE del Consejo. ¥ por el que se derogan los Reglamentos (CE) 1 © 854/2004 y (CE) n.” 882,
2004 del Parlamento Europeo y del Consejo, las Direcrivas 89]608{CEE 89]662}‘CEE 90]425]CEE 91/

496(CEE, 96/23|CE, 96{93}(']3 ¥ 97/78|CE del Consejo y la Decision 92[438/CEE del Conscjo

(Reglamento sobre controles oficiales)

(Texto pertinenre a efecros del EEE)

agencia
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Articulo 101.1 del Reglamento (UE) 2017/625 del Parlamento Europeo y del
Consejo, de 15 de marzo de 2017, relativo a los controles y otras actividades

oficiales realizados para garantizar la aplicacion de la legislacion sobre alimentos
y piensos, y de las normas sobre salud y bienestar de los animales, sanidad
vegetal y productos fitosanitarios, y por el que se modifican los Reglamentos

fLos laboratorios nacionales de referencia, en su ambito de competencia,

cuando proceda, organizaran_ensayos interlaboratorios comparados o ensayos de aptitud entre

los laboratorios oficiales, garantizaran un seguimiento apropiado de dichos ensayos e informaran a

las autoridades competentes de los resultados de dichos controlesys e gui mi ent 00
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CUAL ES EL METODO
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Reglamento (UE) 2017/625

METODOS DE CONTROL OFICIAL EXIGIDOS EN EL El

Meétodos utilizados para el muestreo, los analisis, los ensayos y los diagndsticos,
Los métodos de muestreo, asi como los de analisis, ensayo y diagnostico de laboratorio, utilizados

durante los controles oficiales y otras actividades oficiales cumpliran la normativa de la Union por

la que se establecen dichos métodos o los criterios de funcionamiento de dichos métodos. -Articulo
34 (Obligaciones de los laboratorios oficiales) del Reglamento (UE) 2017/625 del Parlamento

Europeo y del Consejo-

los métodos disponibles que se ajusten a las normas o los protocolos pertinentes internacionalmente
reconocidos, incluidos los aceptados por el Comité Europeo de Normalizacién (CEN), o

los métodos pertinentes desarrollados o recomendados por los laboratorios de referencia de la Union
Europea y validados conforme a protocolos cientificos aceptados a escala internacional,
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REGLAMENTO (CE) no 2073/2005 DE LA COMISION de 15 de noviembre de 2005 relativo a los
criterios microbiolégicos aplicables a los productos alimenticios

Todos los métodos utilizados para los analisis utilizados por los laboratorios que realizan los controles
oficiales son las Normas ISO

REGLAMENTO (CE) no 2015/1375 DE LA COMISION de 10 de agosto de 2015 por el que se establecen
normas especificas paralos controles oficiales de la presencia de triquinas
Todos los métodos para los analisis utilizados por los laboratorios que realizan los controles oficiales son las

Normas ISO
L 37106 Diario Oficial de la Unién Europea 8.2.2019 11.8.2015 [B] Diario Oficial de la Unién Europea L212f7
REGLAMENTO (UE) 2019/229 DE LA COMISION
M (UE) 9[229 REGLAMENTO DE E]ECUCION (UE) 2015/1375 DE LA COMISION
de 7 de febrero de 2019 de 10 de de 2015

por el que se modifica el Reglamento (CE) n.» 2073/2005, relativo a los criterios microbiolégicos g

aplicables a los productos alimenticios, en lo que se refiere a determinados métodos, al criterio de por el que se establecen normas especificas para los controles oficiales de la presencia de triquinas

seguridad alimentaria para Listeria monocytogenes en las semillas germinadas y a los criterios de en la carne

higiene de los procesos y de seguridad alimentaria relativos a los zumos de frutas y hortalizas no ( )
texto codificado

pasteurizados (listos para el consumo)

(Texto pertinente a efectos del EEE) (Texto pertinente a efectos del EEE)
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Plan Nacional de Control Oficial de la Cadena Alimentaria 2021-2025

PROGRAMA 9 SOBRE CONTROL DE ANISAKIS SPP.

Anisakis spp. es un pardsito que puede encontrarse en el pescado y en algunos cefalépodos (calamar, pulpo,
sepia...) y al ingerir estos alimentos crudos, insuficientemente cocinados o con tratamiento de congelacion
inadecuado, sus larvas pueden pasar activas al aparato digestivo humano, provocando alteraciones
digestivas y reacciones alérgicas.

Programa 10

El objetivo general del programa es reducir los riesgos vinculados a la presencia de Anisakis spp. en los
alimentos de acuerdo con la legislacion vigente.

Para comprobar estos requisitos legales, es necesaria la realizacién de controles que podran consistir en:

Control de parasitos en productos de la pesca con el fin de comprobar que no se encuentran
claramente parasitados con larvas de Anisakis spp.

Vigilancia de resistencias a los
antimicrobianos de agentes

Inspecciéon de los establecimientos alimentarios de productos de la pesca, para verificar la
existencia y correcta implantacion de planes de control de anisakis por parte de los operadores
econdmicos.

r . . .
Inspeccion de los establecimientos que sirven comida a los consumidores finales o a ZOO“OtICOS allmentarlos

colectividades, y/o que elaboran productos de |a pesca destinados para ser consumidos en crudo
o insuficientemente cocinados, para comprobar la adecuada comunicacion al consumidor final
sobre la congelacion previa de estos productos.

El control oficial sobre |a presencia de Anisakis spp. se realiza en establecimientos de productos de la pesca

-———
y de comidas preparadas diferenciados, segun la naturaleza del control de la siguiente forma:

®  En establecimientos alimentarios, distribuideores, elaboradores y venta de pescados y derivados: /
- examen wisual macroscépico del pescado fresco para comprobar que no se encuentra
parasitado;
verificacién de los registros de tratamientos de congelacién aplicados;

analisis para deteccion de larvas viables, en los casos especificados en la legislacion;
verificacién de la existencia y correcta implantacién en planes de control de anisakis por parte
de los operadores econdmicos. / P;

Este programa de vigilancia quedaria encuadrado como otrd§ actividades oficiales (OAQO), tendiendo
como tal las actividades distintas de los controles oficiales y qu ' el articulo 2 del
Reglamento (UE) 201 7/625 del Parlamento Europeo y del Consejo relativo a los controles y otras actividades
oficiales realizados para garantizar la aplicacion de la legislacion sobre alimentos y piensos, y de las normas
sobre salud y bienestar de los animales, sanidad vegetal y productos fitosanitarios.



GOBIERNO MIMNISTER lo]

- .-, o o _ 0 - N TSN dgencid
DE ESPANA  DE CONSUMO Organizacion de ejercicios de intercomparacion @ espanola de

nutricion
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QUIEN PARTICIPA
La Unica lista valida para

convocar los El del CNA es
RELSA
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Organizacion de ejercicios de intercomparacion en el
Servicio de Microbiologia Alimentaria del CNA

QUIEN PARTICIPA
Requisitos:

Acreditado para el método
Designado por la/las AC
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BF ConSOMO Reglamento (UE) 2017/625
Articulo 38
Obligaciones de los laboratorios oficiales
1. Cuando los resultados de un anilisis, ensayo o diagnéstico efectuado con las muestras tomadas durante controle

oficiales u otras actividades oficiales indiquen un riesgo para la salud humana, la salud animal, la sanidad vegetal o, por lo
que respecta a los OMG y los pmductoschms.amtarms también para el medio ambiente, o indiquen la probabilidad de un
incumplimiento, los laboratorios oficiales informaran de inmediato a las autoridades competentes que los hajran designado
para ese analisis, ensayo o diagndstico y, en su caso, a los organismos delegados o a las personas fisicas en quienes se hayan
delegado tareas. No obstante, acuerdos especificos entre las autoridades competentes, los organismos de]egadﬂs o las
personas fisicas en quienes se hayan delegado tareas y los laboratorios oficiales podran especificar que no se requiere que
esta informacion se facilite de inmediato.

2. A peticion del laboratorio de referencia de la Union Europea o del laboratorio nacional de referencia, los laboratorios
oficiales participaran en ensayos interlaboratorios comparados o en ensayos de aptitud organizados para los analisis,
ensayos o diagnosticos que realicen en su calidad de laboratorios oficiales.

3. A peticion de las autoridades competentes, los laboratorios oficiales pondrin a disposicion del piiblico los nombres de
los métodos utilizados para los analisis, ensayos o diagnosticos en el contexto de los controles oficiales y otras actividades
oficiales.

1
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1. LR-UE Campylobacter

2. LR-UE Salmonella

3. LR-UE E.coli (VTEC)
4. LR-UE Parasitos

@ Livsmedelsverket

DTU

7. LR-UE virus en alimentos

>

8. LR-UE Resistencias a antimicrobianos

5. LR-UE Listeria monocytogenes
6. LR-UE CPS (Enterotoxinas estafilococicas)

J

CO

intercomparacion

NRL

Centro Nacional de < @
Alimentacion S

: oNA T
(Alimentos)

Numero suficiente

en el CNA

/

S

Criterios
microbiologicos

laboratorios

agencia
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Salmonella s p p Resultados satisfactorios 93,8% al 100%

2006| 2007| 2008( 2009| 2010| 2011| 2012| 2013 | 2014 | 2016 | 2018 | 2020 | 2022
47 53 53 49 39 46 43 46 43 41 47 47 53

Listerianono Cyt() genes Resultados satisfactorios 91,2% al 100%

2006| 2007 | 2009| 2010| 2011 | 2012| 2013 | 2013| 2014| 2015 | 2017| 2019 2021 w09,
42 51 48 34 43 40 40 46 43 35 34 38 46 —
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Listeria monocytogenes

Ejercicios de intercomparacion organizados por el CNA.
Deteccidon de L.monocytogenes: Norma ISO 11290-1

A 42 A 51 A 48 A 34 A 43 A 40 A 40

A97% A100% A99% A91,2% A97,8 A100% A90%
%

2014 A35 participantes 100% Satisfactorios

A 6 laboratorios no evaluados (5 no se ajustan
al método solicitado y 1 no envia el

Listeria monocytogenes
en producto carnico cuestionario)
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Enterotoxinas estafilococicas

Ejercicios de intercomparacion organizados por el CNA.
Deteccidon de enterotoxinas estafilocdcicas método LR UE version 5
sept 2010 (VIDAS SET 2 6 RIDASCREEN SET TOTAL)

’ A100% A100% A100% A100% A1oo %

% de los nterotoxinasestarliococicas

~velides VIDAS SET 2 A8 participantes 100%
Satisfactorios

0 fre
nterotoxinasestariiococicas

RIDASCREEN SET TOTAL A2 participantes 100%
Satisfactorios

Queso fresco
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deteccion de Trichinella 2010

METODOSE DETECCION

| Ejercicio de aptitud para la

Participantes

A24 |aboratorios de Control Oficial

Muestras

Carne de cerdo

A2 muestras cargadas con 6 larvas
A2 muestras cargadas con 12 larvas
A1 muestra negativa

100 g

Resultadc
S

A15 lab resultados cualitativos
satisfactorios

A2 lab con falsos positivos
A5 lab con falsos negativos
A2 lab no enviaron resultados

deteccion de Trichinella 2014

o

V Ejercicio de aptitud para la

agencia
espanola de
sequridad
alimentaria y
nutricion

A29 laboratorios de Control Oficial

Participantes

A2 muestras cargadas con 5 larvas

A2 muestras cargadas con 10 larvas
WEERIEER 21 myestra negativa

Carne de cerdo
100 g

A29 lab resultados cualitativos
=t 0|izlele  satisfactorios

)
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|-V Ejercicios de Intercomparacion para la

deteccion de larvas delrichinella2010-2014

_ 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014

Total participantes

Resultados satisfactorios 62.5% 83.3% 85.2% 89.7% 100%

——

LABORATORIOS
ACREDITADOS 2014

35 26
20
10 3

YES NO

Foto: Rosario Calderon
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Ejercicios de intercomparacion: Deteccion de Anisakidae

Tendencia de participacion y resultados en el E.I.

CNA Anisakis

16 44 A 14 14
14 12 12
T 11
10

8 6

6

3

4 2 . ; 2

2 0 0 0

0

2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

H N PARTICIP. = N2 No Satisfact.
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Listeria monocytogenes

Ejercicios de intercomparacion organizados por el CNA.
Recuento de L.monocytogenes: Norma ISO 11290-2

!26 !44 !40 !34

A 92 3% A 88,6% A77,5% A 94 7%

A35 participantes 88,2% Satisfactorios
2014 i ; :
A2 laboratorios no satisfactorios y 2

Listeria monocytogenes laboratorios no evaluados ( 1 no enviar los

resultados por laweb y 1 no envia el
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Ejercicios de intercomparacion organizados por el CNA.

Recuento de L.monocytogenes: Norma ISO 11290-2

_ 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2018 2020 2022

N° de

o 44 40 38 34 40 38 40 42 46
participantes
Producto
Lech Lech . . .
. eche eche Atan al Queso Gamba Pescado Maiz carnico LSl
Matriz desnatada desnatada pasta
natural fresco pelada  ahumado congelado RTE
enpolvo  en polvo . blanda
(Salchicha)

Recuento de estafilococos coagulasa-positivos 6888 1y 2

 Taoos | aoio | zom | ooio | 2013 201 | oous | 2010 | 2018 | o0 | ooz

(0]
9o s 4 4 45 30 44 s 3w 3@
participantes

Producto Leche Leche
lacteo en desnatada desnatada Nata
polvo en polvo en polvo

Leche en
polvo

Queso Gamba
fresco pelada

Matriz Natillas Leche Camar6on Queso



DE ESPANA DE COMNSUMO

EJERCICIOS DE INTERCOMPARACION Recuento de L. monocytogenes

O,

2022

N° de participantes

% SATISFACTORIOS
Z O 2
% CUESTIONABLES
2 < | z|
% NO
SATISFACTORIOS
Z| >3

% NO EVALUADOS

38
89,5 %

5,3%

5,3%

53%
(no usan método
reglamentario)

Maiz congelado

40

92,5 %

5%

25%

0 %

Producto carnico RTE

(Salchicha)

42

90,5 %

0%

9,5%

0%

Queso de pasta blanda

46

97,8 %

0%

22%

0 %

N\ N\ 5 <

N

agencia
espanola de
seguridad
alimentaria y
nutricion
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DESVIACIONES EI Recuento de L. monocytogenes

% LAB. CON 2022
DESVIACIONES 2010 2018 2020 (RELSA) -

2,5%
PRUEBAS BQ 56 % (UEEWERID |08 Sl 0% 0% Q
obligatorias hemalisis y
azucares)
 del 8 % de
N° COLONIAS 2020 a 2022
0, 0, [

CONFIRMADAS 22.% 12% 20 % (5 % debido
lab. nuevos)
mdel12 % de

ERROR EN CALCU 28 % 21% 33 % 2020 a 2022

DEL RECUENTO (9 % debido g

lab. nuevos)
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U ORGANIZACION EJERCICIOS DE INTERCOMPARACION DE

TRIQUINA COORDINADOS CON LOS LABORATORIOS
SUPERVISORES

Antecedentes. Incidencia de la enfermedad en Espana

Antecedentes. Marco regulatorio del control de triquina en
mataderos

Ensayos intercomparacion en laboratorios de analisis
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Deteccion de triquina en animales (Espafa)

Tipo

Muestras
analizadas

Muestras
positivas

% Positividad

Caballo

Jabali
Porcino

22.356

154.094
54.836.505

0,00%

0,30%
0,00%

55.012.955

0,001%

sz analizadss | postivas | % PoStudac
Ganado porcino 53.672.398 13 0,0000%
Jabalies 171.090 531 | 0.31% |
Solipedos 20.361 0 0,00%
53.863.849 544 0,001%

Tabla 7.1
Muestras de animales analizadas en Espafia, en al afio 2021
Fuente: Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion

Fuente: AESAIMAPA 2020

En los jabalies salvajes el
porcentajede positividadfue del
0,07% Elmayornumerode
animalespositivosse detecto en
Espangb31) y Polonia(453).

Antecedentes. Incidencia de triquiaa

d

e
iay



alimentaria y
nutricion

%ﬁ-} ez mEwk.  Antecedentes. Incidencia de triquina @

Vigilancia de triquinosis 2015 -2020. Tasa de incidencia

Figura 1. Vigilancia de Triquinosis. 2015-2020
Incidencia acumulada (casos por 100.000 h.)

0,10
» 39
c / \
o  0,08-
o
=
S 0,06
o] 14
Q 0,04
A
8 002 -
0,00 - -y
T T T T T T
2015 2016 2017 2018 2019 2020

Fecha del caso

Ambos = === = Hombres
Mujeres

Fuente: Red Nacional de Vigilancia epidemiologica
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Reglamento 2017/ 625. Articulo 40

A Excepciones a la acreditacion obligatoria de los mataderos que:

A Exclusivamente analicen triquinas

A Realicen el andlisis por el método de referencia o método equivalente segiin R
2015/1375y R 2020/1478

A Que se encuentren supervisados por la Autoridad competente
A Que participen regularmente en ensayos de intercomparacion

Procedimiento de

Coordinacion para
C.O. de Triquina
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¥ MINISTERIO
22 DESANIDAD, CONSUMO
A& Y BIENESTAR SOCIAL

Procedimiento para la coordinacion del control
oficial de triquina

A Responsabilidades para los laboratorios de salud publica
(supervisores) y Responsabilidades para el CNA

A Actividades de control y supervision sobre los mataderos SROCEDIMIENTO PARA LA COORDINACION DE

A Ensayos intercomparacion organizados conjuntamente LOS LABORATORIOS DESIGNADOS PARA
. ’ CONTROL OFICIAL DE TRIQUINA CONFORME
A Evaluar desviaciones AL REGLAMENTO (UE) 2017/625, RELATIVO A

LOS CONTROLES OFICIALES Y OTRAS

A Informe sobre las actividades realizadas ACTIVIDADES OFICIALES

PROCEDIMIENTO APROBADO EN COMISION INSTITUCIONAL

DE 19 DE DICIEMBERE DE 2018
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SUNR IR Ensayos intercomparacion

El objetivo es recopilar y evaluar la informacién de los ejercicios de intercomparacion organizados
conjuntamente con los laboratorios supervisores en las diferentes comunidades autbnomas, para asi cumplir con
lo establecido en el Procedimiento de Coordinacion para Control Oficial de  Triquina.

Realizar un seguimiento de los resultados no satisfactorios tendran que adoptar medidas para corregir la
desviacion detectada en el El y se realizara un seguimiento que asegure gque las acciones correctivas son
adecuadas y que han subsanado el problema.

Cuatro (4) convocatorias de ejercicio de intercomparacion llevados a cabo en el afio 2021, e incluye el resumen
del seguimiento de las acciones correctivas fruto de resultados no satisfactorios.

2

Total de laboratorios supervisores y

su participacion en E.I.
Ronda 1: Semana del 22 al 26 de febrero de 2021 U participacl

Ronda 2: Semana del 24 al 28 de mayo de 2021 ‘
Ronda 3: Semana del 4 al 8 de octubre de 2021
Ronda 4: Semana del 15 al 19 de noviembre de 2021

= | aboratorios supervisores participantes

= Laboratorios que no han participado

Los resultados se han procesado manteniendo la confidencialidad de los laboratorios participantes

agencia
espanola de
sequridad
alimentaria y
nutricion
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1. RESULTADOS DE LOS EIC, 2021

NUmero de satélites

PARTICIPACION DE LABORATORIOS SATELITES EN E.I.C
400

350

344
259(247)

300

N
al
o

N
o
o

=
g
o

123 136

[y
o
o

)]
o

o

R1 R?2 R3 R4
Convocatorias de EIC

= AB SAT PARTICIPANTES==LAB SAT (ACUMULADQ)===TOTAL SATELITES

agencia
espanola de
seguridad
alimentaria y
nutricion




U CONCLUSIONES ORGANIZACION EJERCICIOS DE
INTERCOMPARACION

HERRAMIENTA NECESARIA PARA EL CONTROL OFICIAL
Control de los métodos:

A Mejorar la utilizacién

A Actualizacién

Fuente fiable de informacion:

AGarantia
Competencia de lared de |laboratorios designados para

realizar el control oficial V

Avalan los resultados analiticos (AC).
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U Parte 1: Modificacion 1 de la norma ISO 10272
1ISO 102721:2017/Amd.1:2023(E) (Enero 2023).

< Mismos cambios (donde procede) enllaO 10272:1SO 10272:2017/Amd.1:2023(E)

U Parte 2: EIL para validar los nuevos ensayos de PCR: Participacion del
LNR CNA pa@ampylobacter
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Parte 1

Modificacion 1 de la norma ISO 102¥%2
1ISO 10272.:2017/Amd.1:2023(E)
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SPERNR  BPENES. Modificacion 1 1SO 10272 é)
Principales cambios
w tNRPUOG202t2 RS RSUSOOAsIMoxiIBS f I KARNBEAAAA RSt | OS{
w [/ 2YLIR2AAOAsY RSt YSRAZ2 fNIldAR2 tNBadz2yo
w /FYOoA2 Sy I|f3dzyla OSLI & dziAf ATl RFA Sy St O2y(NRf

(w Ly OtdzaAsy RS dzy ySE2 AYTF2NXIGAQ2 a20NB YSi2R24
_informativo sobre los estudios de validacion de los mismos (Anexo F).
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nutricion

Cambiosimenoresren elitexto

3.1

wEjemplode medioselectivosolida mCCagar
wNota 3: MediosliquidosdondeusualmentecreceCampylobacter Boltony Preston

4.1
wNota Adicionde suplementode crecimientoal medioPreston

©
N

5

wNota Sedescribenmétodos alternativos (PCR)para la confirmaciéne identificacionde
especiegermotolerantesen losanexosDy E Estudiointerlaboratorio descritoen el anexoF.

9.6.1

wMétodosalternativos(PCRparala identificacionde especiedermotolerantes ANEXCE




agencia
espanola de
seguridad
alimentaria y
nutricion

Deteccionddeda hidrélisis-del @acetato e oxilo
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9.6.5

Caracteristicasibioquimicas de lasespecieSalapylobacter

Modificacion 1 ISO 1027P

Tabla 2

Characteristic C. jejuni C. coli C. lari® C. upsaliensis®
Catalase (9.6.2) + + + - or weak
Hydrolysis of hippurate (9.6.3) +a - - -
Indoxyl acetate (9.6.4) + + - +C

Key
+ =positive

- =negative

4 Some hippurate-negative C. jejuni strains have been reported.

b The same characteristics can appear also for other Campylobacter spp.

¢ Indoxyl acetate negative C. upsaliensis strains have been reported.
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Composicionidel-caldo Preston

| Anexo B (normativo) |

B.3.1 Ajuste de volumen del medio basico

B.3 Preston broth
B.3.1 Basic medium

B.3.1.1 Composition

Enzymatic digest of animal tissues 10,0g
Peptone

100g
Sodium chloride (CAS Registry Number®2 7647-14-5) 50g
ater 940 mlj Antes: 945 ml

Nuevo apartado B.3.4Composicion del suplemento de crecimiento y modo de preparacion.
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Composicionidel-caldo Preston

| Anexo B (normativo) |

B.3.5:Nueva composicion del medio completo.

B.3.5 Complete medium

B.3.5.1 Composition

Basic medium (B.3.1) 940ml] Antes: 945 mi
Sterile lysed horse blood (B.3.2) 50 ml
Antibiotic solution (B.3.3) 5ml
Growth supplement (B.3.4) 5ml

B.3.5.2:Preparacion del caldo Preston: inclusion del suplemento y cambio en el orden de adicion
de los constituyentes:

[antibic’)ticos — suplemento de crecimiente» sangre Ii%ada
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Composicionidel-caldo Preston

| Anexo C (informativo) |

wNOTA Paralos estudiosde validaciondel método serecogierondatosdel caldoPrestonsin

y con suplementa Por lo tanto, las caracteristicagde rendimiento se considerantodavia
validasy no serequiereunanuevaverificacion
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Cambiocde cepas-para elrcontrol deh rendimiento delmedios.de cultivo

| Anexo B (normativo) |

B.11. TablaB.1

. . . Control WDCM Method of I
Medium Function Incubation strains numbers? control Criteria
Campylobacter
Jjejunic
Bolton - + Escherichia
broth Productivity colit
+ Staphylococcusy 00032 or
aureus® 00034
Campylobacter |_00004 or
colic 00072
+ Escherichin
coli

+ Staphylococcusy 00032 or

aureus® 00034
Escherichia
colit <10
Selectivity colonies on
Staphylocaccus | 00032 or TSA
aqureus® 00034
E—

Proteusmirabilis == Staphylococcuaureus
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Cambiocde cepas-para elrcontrol deh rendimiento delmedios.de cultivo

| Anexo B (normativo) |

B. 11. TablaB.1

. . . Control WDCM
Medinm Function Incubation strains numbersa
Campylobacter
Jejunie
Preston - + Escherichia
broth Productivity colic
+ Staphylococcus 00032 or
aureus® 00034
Campylobacter |_00004 or
colic 00072
+ Escherichia
colic

+ Staphylococcusl] 00032 or
aureus® 00034

—
Escherichia
colit

Selectivity

Staphylococcus | 00032 or
aureust 00034

Proteusmirabilis == Staphylococcusaureus



Cambiocde funcionmmediorCBAbProductividad ConfiGonfismacion

B. 11. Tabla B.1

i ) . Control WDCM
Medinm Function Incubation strains numbersa
mCCD agar| Productivi

aga ty Campylobacter |_00004 or

coli®
Selectivity
Staphylocoecus | 00032 or
aureusc
Campylobacter
. Jejuntd
b(izzufm Confirmation or
agar Campylobacter | 00004 or

colid
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Nuevos-anexos

[ Anexo D (informativo) |

Ensayo de PCR mudltiplex en tiempo real pacidirmacionde
Campylobactespp termotolerantes

w Amplificacionde un fragmento del gen ARNr 16S — confirma la presenciade
Campylobactespp termotolerantes(C jejuni, C coli, C lari) pero no identifica la especie
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Nuevos-anexos

[ Anexo E (informativo) |

Métodos de PCR paradanfirmacion e identificaciomolecular de
Campylobactespp termotolerantes

wE2 Ensayode PCRmultiplex basadoen gel parala confirmacion e identificacion
molecularde Campylobactespp. termotolerantes

U C.jejuni, C.coli, C. lary C.upsaliensis

wE3 Ensayode PCRmultiplex en tiempo real parala confirmaciéne identificacion
molecularde Campylobactespp. termotolerantes

U C.jejuni, C.coliyC. lari

SQeov
3
"
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Nuevos-anexos

[ Anexo F (informativo) |

Estudios devalidacionde los métodos y caracteristicas @adimiento.

wF1 Estudiointerlaboratorio para el ensayode PCRmultiplex en tiempo real para la
confirmacionde Campylobactespp. termotolerantes(AnexoD).

wF.2 Estudiointerlaboratorio parael ensayoensayode PCRnultiplex basadoen gel para

la confirmacion e identificacion molecular de Campylobacterspp. termotolerantes
(AnexoE.2).

wF.3 Estudiointerlaboratorioparael ensayoensayode PCRmultiplex entiempo real para

la confirmacion e identificacion molecular de Campylobacterspp. termotolerantes
(AnexoE.3).
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Conclusiones-modificacion 101S® 10272

A Los cambios son menores y no requieren una nueva verificacion del método por parte de los
laboratorios.

A Se trabaja hacia la armonizacion de las normas y una mayor flexibilidad de los criterios en el
laboratorio.

A Incluyen la validacion de métodos moleculares para la identificacié@ad®ylobacter



Parte 2
EIL para validar los nuevos ensayos de PCR:
Participacion del LNR CNA p&@ampylobacter
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Interlaboratonystudy.PCHor confirmationand/or identificationof Campylobactespp

CEN/T@63WG3 Campylobacte(Mayo- Junio 2021). 3 Métodosde PCRa evaluar

wConfirmacionde Campylobactetermotolerantes

e

U PCR 1 PCR en tiempo redl spptermotolerantes(C.jejuni, C.coliy C. Iara.

| ANEXOD

wldentificacionde Campylobactetermotolerantes

Participacion CNA

[ ANEXOE.2 i PCR 2PCR convenciondl.jejuni, C.coli, C. lariy C.upsaliensis

r

U PCR 3PCR en tiempo redC.jejuni, C.coliy C. lari ]

| ANEXO E.3

W
D
~ QuT "

EIL ensayos PCR @ equridad

s
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Muestrasincluidasen el &l l(desconocidaparalos participantes:

U PCR 1: 16 cepas diapgni colilari) + 8 cepas no diana24 cepas.

U PCR 2y PCRIBC. jejuni 16C. coli 8C. lari,2 C.upsaliensigPCR 2) + 8 cepas no diare0=cepas.

Cepas no diana

Campylobactehyointestinalis(2) Todas las cepas se debian analiza
Campylobactefanienae adicionalmentesiguiendo el método
Campylobactehelveticus de referencia descrito en los puntos

Escherichigoli 9.5y 9.6 de la ISO 10212
Acinetobactebaumannii

Candidarugosa
Pseudomonaaeruginosa

-

SaVvnoN
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233
=3 =0 =
o+ 8-2.n
Sw Y



bs)u

GOBIERNO MIMNISTERIO

agencia
- espanola de
DE ESPANA, DE CONSUMO EIL ensayos PCR @ sequridad
alimentaria y

nutricion

Esguemaldel protocolo:
RecepCién Confirmacion
decepas ___, é _10AI, 1 colonia
liofilizadas
(50) 1 ml APT Agar no selectivo mCCDA

(10 min) (CBA 41,8C, 24 h 48 h,microaerobiosis  (41,5°C, 44 ht 4 h)

B o

Colonias: analisis Extraccion ADN
de referencia 1Al colonia + 1 ml TB5°C 15 mir@ 3 min
(ISO 10272)

2,5 pl sobrenadant
dil. 1:100

PCR 11-24
PCR 31-50

(Cg< 40 = Positivo)
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DE ESPARA DE COMSUMO EIL ensayos PCR

Ell- Resultados CNA

A Un par de cebadores + sonda comunes f@&jajuni, C.coliy C. lariJosF,JosR,JosP)(LRUE).
A Un par de cebadores + sonda para el control interno de amplificaciéon (IAC) (LRUE).
A Reactivos PCR: ADN polimerasa, tampon, MdSTPSLRUE).

A ADN.

A TermocicladarAppliedBiosystems

Resultados

correctos

A Resultados CNAL6 muestras positivas. }
A Cepas diana reale$ C.jejuni, 6 C.coli, 4C. lari.




bs)u

GOBIERNO MIMNISTERIO

DE ESPANA  DE CONSUMO EIL ensayos PCR

Ell- Resultades CNA

A Cebadores + sonda pagajejuni (mapAfw, mapAre, mapA), C.coli (ceuEfw, ceuEre, ceus, C. lari
(gyrAtfwil, gyrAtfw2, gyrAtrel, gyrAtre2, gyrAl\LRUE).
A Un par de cebadores + sonda IAC (LRUE).

A Reactivos PCR: ADN polimerasa, tampon, MdiSTPSLRUE).
A ADN.

A TermocicladarAppliedBiosystems

C U Solo amplificaroi2 muestrason estas condiciones.
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Ell- Resultades CNA

| PCR 3Repeticion |

A Kit de polimerasa en uso en nuestro laboratorio (y también sugerido por el LRUE):

Rnvs Cycle

U Amplifican 41 muestras

Cycle Number

1 falso positivp1 C.upsaliensis
Nyl _ _ identificada comcC. lari
A Resultados CNAL6C.jejuni, 16C.coli, 9 C. lari.

(Cg 36; demas muestras €q< 30).
A Cepas diana realed6 C.jejuni, 16C.coli, 8 C. lari.

Bien identificada con el método de
referencia.
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Ell- Resultades CNA

| Método de referencia |

U C helveticusdentificadacomo C_upsaliensisie acuerdocon las pruebasbioquimicasy
de crecimienta LasPCRL y 3 no permitenidentificar C. upsaliensis

U C hyointestinalisy C lanienae mismas caracteristicasque C lari en las pruebas
bioquimicasy de crecimiento — endesacuerdaonlosresultadosde lasPCRLy 3.
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Conclusiones [EHCNA

A Resultados satisfactorios comparables a los de referencia.

A Posiblemente mas sensible a los reactivos de PCR utilizados.

A Resultados satisfactorios comparables a los de referencia; s6lo un falso positivo.

[ Método de referencia |

A Riesgode identificacion errénea de algunasespeciesde Campylobactercon las mismas
caracteristicabioguimicasy de crecimientoque lasespeciesermotolerantesmasrelevantes
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Resuitades globales|EIL

International Journal of Food Microbiclogy 388 (2023) 110064

Contents lizte available at ScienceDirect

International Journal of Food Microbiology

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locatefjfoodmicro

Validation of PCR methods for confirmation and species identification of
thermotolerant Camnpylobacter as part of EN ISO 10272 - Microbiology of
the food chain - Horizontal method for detection and enumeration of
Campylobacter spp.

Sevine Ferrari®, Asgeir Astvaldsson®, Therese Jernberg *, Kerstin Stingl °, Ute MesselhiuBer °,
Hanna Skarin®~

5. Conclusion

This article describes the outline and results of the full validatdon of
three PCR methods in r:ompanscn with the reference method for

spp. All three PCR methods were concluded to be suitable for molecular
identification and/or confirmation of thermotolerant Campylobacter spp.

. JEJLL, a summary of va
data have been ml:luded in Amemimmlt 1 of each part of ISO
10272:2017 (Anonymous, 2022a, b).
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Isabel Elias Vinuesa
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Teresa Rodriguez Torrecilla
Ana Sis6 Nadal

Muchas graCIa
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Resistencias antimicrobianas en alimentos,

tendencias en Espafa.

Sonia M2 Aguayo
Unidad deResistenciag\ntimicrobianas
CNA
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3 -5 colonias
morfolégicamente similares
de un cultivo puro de 18-24

ProporcionarDATOSiablesy suficientespara llevar a cabo una

evaluacion del riesgo para evaluar la aprobacion de
Intervencionegdiana

Tubo de caldo Miieller Hinton (1 x 10° ufc/ml)

ldentificacion de comportamientos de resistencia emergentes o
especificos

Tendenciasemporalesen la ocurrenciay distribuciénde lasresistencias

Desarrolloy difusidonde lasresistencias
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/ Routine monitoring \

Specific monitoring on \ / Specific monitoring on \
ESBL-/AmpC-/CP- producing £.coli CP- producing F.coli

Resistant to Ceftazidime, Cefotaxime or Meropenem?

NO YES
h —

.......

agentesantimicrobianosrente a bacteriasaerobicasde crecimientarapido
implicadagnenfermedades Yy F SQOA 24| & ¢
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