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DIRECTRICES PARA EL MUESTREO OFICIAL DE LINEAS DE PRODUCCION DE ALIMENTOS LISTOS
PARA EL CONSUMO QUE PUEDEN PLANTEAR RIESGO DE Listeria monocytogenes Y ACTUACIONES | Rev. 0
CONSIGUIENTES

1. INTRODUCCION

El género Listeria pertenece a una familia de bacterias que contiene diez especies. Una de ellas, Listeria
monocytogenes, es la Unica especie patdgena y provoca la listeriosis, enfermedad en seres humanos y
animales.

Aunque la listeriosis es poco frecuente en comparacidon con otras zoonosis de transmisién alimentaria,
la enfermedad suele ser grave con altas tasas de hospitalizacion y mortalidad. En la UE se registraron
1763 casos humanos en 2013*, mostrando un incremento del 8.6 % respecto a 2012. El consumo de
alimentos o piensos contaminados es la principal via de transmisién a los seres humanos y los animales.
El agente causal se encuentra ampliamente distribuido en el medio ambiente (suelo, plantas y agua),
siendo altamente contaminante en plantas procesadoras de alimentos. Esta bacteria puede ingresar en
las plantas de alimentos mediante la tierra proveniente de los zapatos y la vestimenta del personal que
trabaja en la fabrica, asi como en el transporte utilizado, por medio de animales que excreten la
bacteria o tengan la piel contaminada y mediante vegetales crudos contaminados. Una vez ingresa en la
industria puede llegar al producto por medio de los manipuladores, las superficies de contacto, los
equipos y utiles de contacto o el propio ambiente.

A diferencia de muchas otras bacterias transmitidas por los alimentos, Listeria tiene caracteristicas
Unicas y especificas tolerando ambientes salinos y pudiendo incluso multiplicarse a bajas temperaturas
(entre 2 ° Cy 4 ° C). Esta capacidad le permite mantener la viabilidad en los alimentos que se conservan
a bajas temperaturas y hace que sea un problema importante en la produccion de alimentos.

La resistencia de esta bacteria, junto con las altas tasas de mortalidad en los seres humanos, hace el
manejo de alimentos seguros de suma importancia para garantizar la salud publica.

En las personas infectadas, los sintomas varian desde sintomas gripales leves, tales como nauseas,
vomitos y diarrea, a infecciones mas graves, como la meningitis y otras complicaciones potencialmente
mortales. Las personas que son mas susceptibles de padecer listeriosis son las personas con sistemas
inmunoldgicos débiles, como las mujeres embarazadas, los lactantes y personas de edad avanzada.

Listeria monocytogenes se puede encontrar en muchos alimentos, como por ejemplo el pescado
ahumado, carnes, quesos y verduras crudas. El Reglamento (CE) n2 2073/2005, de la Comisidn, de 15 de
noviembre de 2005, relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios
establece criterios microbioldgicos para este germen en los alimentos listos para el consumo (alimentos
destinados por el productor o el fabricante al consumo humano directo sin necesidad de cocinado u
otro tipo de transformacion eficaz para eliminar o reducir a un nivel aceptable los microorganismos
peligrosos).

*(The European Union Summary Report on Trends and Sources of Zoonoses, Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks in
2013)

Para prevenir la contaminacion de los alimentos con esta bacteria, es fundamental seguir las buenas
practicas de fabricacion, practicas de higiene y el control efectivo de la temperatura en toda la cadena



de produccién alimentaria, incluyendo la distribucidn y el almacenamiento de alimentos. Resulta crucial
controlar la contaminacion por Listeria monocytogenes, asi como su crecimiento en el producto hasta el
final de su vida util.

2. BASE LEGAL

El Reglamento (CE) n° 2073/2005, de la Comision, de 15 de noviembre de 2005, relativo a los criterios
microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios establece, para aquellos establecimientos que
elaboren alimentos susceptibles de plantear un riesgo de Listeria monocytogenes para la salud publica,
el requisito de tomar muestras de las zonas de produccién:

“Articulo 5. Normas especificas para las pruebas y la toma de muestras

... 2. Se tomardn muestras en las zonas de trabajo y el equipo utilizados en la produccion de los
productos alimenticios cuando tal toma de muestras sea necesaria para garantizar el cumplimiento de
los criterios. En este proceso de toma de muestras se utilizaré como método de referencia la norma
ISO 18593.

Los explotadores de las empresas alimentarias que produzcan alimentos listos para el consumo
susceptibles de plantear un riesgo de Listeria monocytogenes para la salud publica deberdn tomar
siempre muestras de las zonas y el equipo de produccion, como parte de su plan de muestreo, con el
fin de detectar la posible presencia de dicha bacteria...”

En el Capitulo 1 del Anexo | de dicho Reglamento, define criterios de seguridad alimentaria para 3
categorias de alimentos en relacién con Listeria monocytogenes:

Plan de toma de o Método analitico
. . muestras Limites de referencia Fase en la que se aplica
Categorias de alimentos -
el criterio
n [« m M
1.1Alimentos listos para el consumo
destinados a lactantes, y alimentos listos para Ausencia Productos
R 'Y P P 10 0 EN/ISO 11290-1 comercializados durante
el consumo destinados a usos médicos en25g o
. su vida util
especiales (4)
100 Productos
5 0 ufc/(s) EN/ISO 11290-2 comercializados durante
1.2Alimentos listos para el consumo que su vida util
puedan favorecer el desarrollo de Listeria Antes de que haya
monocytogenes Ausencia dejado el control del
5 0 EN/ISO 11290-1 g
en 25 (7) explotador de la empresa
que lo ha producido
1.3Alimentos listos para el consumo que no Productos
puedan favorecer el desarrollo de Listeria 5 0 100 ufc/g EN/ISO 11290-2 comercializados durante
monocytogenes(*4, 8) su vida util

Hay que tener en cuenta que la propia norma contiene notas aclaratorias (4, 5, 7 y 8) respecto a dichos
criterios que deben ser tenidas en cuenta a la hora de aplicarlos:
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“(4) En circunstancias normales, no se exige realizar pruebas regulares con respecto a este criterio para
los siguientes productos alimenticios listos para el consumo:

- Los que hayan recibido tratamiento térmico u otro proceso eficaz para eliminar L.
monocytogenes, cuando la recontaminacion no sea posible tras este tratamiento (por ejemplo,
productos tratados térmicamente en su envase final).

- Frutas y hortalizas frescas, enteras y no transformadas, excluidas las semillas germinadas.
- Pan, galletas y productos similares.

- Aguas embotelladas o envasadas, bebidas refrescantes sin alcohol, cerveza, sidra, vino, bebidas
espirituosas y productos similares.

- Azucar, miel y golosinas, incluidos productos de cacao y chocolate.
- Moluscos bivalvos vivos.
- Sal de cocina.

(5) Este criterio se aplica si el fabricante puede demostrar, a satisfaccion de la autoridad competente,
que el producto no superard el limite de 100 ufc/g durante su vida util. El explotador podrd fijar limites
intermedios durante el proceso que deberian ser lo suficientemente bajos para garantizar que no se
supere el limite de 100 ufc/qg al final de la vida dtil.

(7) Este criterio se aplica a los productos antes de que hayan abandonado el control inmediato del
explotador de la empresa alimentaria cuando este no pueda demostrar, a satisfaccion de la autoridad
competente, que el producto no superard el limite de 100 ufc/qg durante su vida util.

(8) Se considera automdticamente que pertenecen a esta categoria los productos con pH<4,4o0aw <
0,92, productos con pH < 5,0 y aw < 0,94, y los productos con una vida util inferior a 5 dias. Otras
categorias de productos también pueden pertenecer a esta categoria, siempre que se justifique
cientificamente.”

Asimismo, el Laboratorio Comunitario de Referencia para L. monocytogenes, “French agency for food,
environmental and occupational health safety, ANSES” publicé el documento “Guidelines on sampling
the food processing area and equipment for the detection of Listeria monocytogenes Version 3 —
20/08/2012”, del cual se adjunta version traducida como anexo al procedimiento.

3. OBIJETIVO DEL DOCUMENTO

Proporcionar una herramienta técnica de utilidad a las autoridades competentes para la verificacién del
cumplimiento del Reglamento (CE) N2 2073/2005 en lo relativo al muestreo oficial de lineas de
produccion de alimentos listos para el consumo que pueden plantear riesgo de Listeria monocytogenes
y actuaciones consiguientes

4. AMBITO DE APLICACION

El dmbito de aplicacion serd el de los alimentos susceptibles de plantear un riesgo de Listeria
monocytogenes para la salud publica y estos se encuentran definidos en el Capitulo I. “Criterios de
Seguridad Alimentaria” del Reglamento (CE) n2 2073/2005, en las Categorias de alimentos 1.1, 1.2y 1.3.
En la nota al pie de pagina (4) de este mismo capitulo se indican una serie de alimentos a los que no se
exige, en circunstancias normales, realizar pruebas regulares con respecto a este criterio y en la nota al
pie de pagina (8) se enumeran categorias de productos con caracteristicas bioquimicas o de vida util
qgue no favorecen el desarrollo de Listeria monocytogenes. Estos alimentos son los siguientes:




- Actividad de agua £0.92

- pH<44

- pH<5yactividad de agua <0.94

- Productos de una vida util inferior a 5 dias excepto cuando poseamos evidencias que no nos
permitan descartar el riesgo.

- Productos que han recibido un tratamiento térmico eficaz para eliminar Listeria
monocytogenes y cuya recontaminacién posterior no es posible.

- Frutas y hortalizas frescas enteras y no transformadas, con exclusion de las semillas
germinadas, azlcar, miel, golosinas, productos de cacao y chocolate, pan, galletas vy
productos similares, aguas embotelladas y envasadas, bebidas refrescantes sin alcohol,
cerveza, sidra, vino, bebidas espirituosas y productos similares, moluscos bivalvos vivos y sal
de cocina.

De aqui se desprende que es necesaria una rigurosa caracterizacion de los productos. La descripcién de
los productos es una tarea preliminar del APPCC, individualizada y no genérica. Debe incluir esos
parametros fisico-quimicos de forma representativa con analiticas suficientes. También, en su caso,
estaran bien justificadas las garantias de esa imposibilidad de recontaminaciéon -en el caso de los
reenvasadores, se evaluard para saber si pueden entrar en la definicién de establecimientos de riesgo
sometidos a muestreo-. Del mismo modo serdn necesarias garantias de que los procesos de elaboracidn
se siguen escrupulosamente respetando temperaturas, tiempos y demds parametros y bajo el control
de PCC’s u otros puntos de control.

Teniendo en cuenta los datos epidemioldgicos, de control oficial, el tipo de manipulacion
probablemente realizada y atendiendo a las normales caracteristicas de los productos, se han
considerado como susceptibles de plantear un riesgo por contaminacién de L.m. los fabricantes,
envasadores y minoristas transformadores de los siguientes alimentos listos para el consumo, excepto
cuando el operador econdmico justifique que sus productos cumplen con las caracteristicas
establecidas anteriormente:

1. Productos de la pesca ahumados

2. Productos carnicos listos para el consumo

3. Quesos

4. Platos preparados

5. Ensaladas de frutas y/u hortalizas

6. Productos destinados a lactantes y usos médicos especiales

Este no es un listado cerrado, por lo que se podra incluir cualquier otro que se determine, tanto por el
control oficial como por los propios operadores, en base a su proceso de fabricacion, posibilidad de
contaminacion cruzada, volumen de produccién o cualquier otra circunstancia.

Esta clasificacion vendrd condicionada por el volumen de produccion, histérico del establecimiento,
incumplimientos de la industria, posibilidades de contaminacién cruzada entre lineas de elaboracién y
otros detalles que seran juzgados caso por caso por la autoridad competente. En definitiva, se trata de
una herramienta de apoyo y la valoracion del riesgo de Listeria monocytogenes provendra del andlisis
del riesgo concreto efectuado en ese establecimiento y para ese producto que podra pertenecer a las
Categorias 1.1, 1.2y 1.3.

5. MUESTREO OFICIAL DE SUPERFICIES PARA EL CONTROL DE LISTERIA MONOCYTOGENES

Las autoridades competentes podrdn adaptar sus procedimientos de control oficial a estas directrices
para realizar muestreos de superficies en empresas alimentarias que dispongan de lineas de produccion
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de alimentos listos para el consumo que puedan plantear riesgo de Listeria monocytogenes y
garantizaran que dichos controles se efectian con regularidad, basados en el riesgo y con la frecuencia
apropiada (articulo 3 Reglamento 882/2004).

5.1. Objetivo del muestreo. Dependiendo del objetivo que se persiga, la toma de muestra se podra
realizar en un momento u otro:

a) Verificacién de una adecuada limpieza y desinfeccién: se llevara a cabo sobre las superficies
limpias y desinfectadas y sin presencia de desinfectante residual, con neutralizador de
desinfectante o habiendo transcurrido el tiempo necesario para que desaparezcan los
residuos de desinfectante. El criterio de aceptabilidad debe ser siempre “ausencia” en la
superficie muestreada, ya que no pueden darse por satisfactorias las superficies preparadas
para su uso con presencia de Listeria. El riesgo serd muy diferente si se trata de una
superficie de contacto directo o no, si la posible contaminacién puede afectar a materia
prima o producto procesado y otras consideraciones para evaluar su probabilidad de
ocurrencia.

b) Deteccion del riesgo de contaminacién directa de los alimentos: valorar la posibilidad de
contaminacion por Listeria con la planta en funcionamiento y en superficies ya usadas o
utilizdndose. Se trataria fundamentalmente de superficies de contacto directo.

En los dos casos seria recomendable solicitar identificacién de Listeria spp. y Listeria monocytogenes
porque la deteccion de cualquier cepa no patégena de Listeria supone activar las medidas correctoras,
ya que la aparicion de contaminacién por la especie patdégena puede ser inminente al compartir los
mismos nichos y tener las mismas caracteristicas en cuanto a ecologia microbiana. Estas dos
determinaciones cualitativas, persiguen detectar la presencia del patégeno o del indicador y estdn
mucho mas indicadas que realizar recuentos de Listeria en una superficie determinada. Los contajes
dependiendo de la presencia de biofilms y con la sabida distribucion irregular de la contaminacién
aportan resultados altamente variables. Las superficies a muestrear conviene sean lo mas amplias
posible.

La autoridad competente, podra decidir realizar una o ambas determinaciones, porque la
reglamentacién no habla mas que de la especie patdégena. No obstante, cabe indicar en este punto que
con la misma técnica analitica y un incremento de costes razonable pueden tener ambos resultados
porque los primeros pasos del método son comunes si se utiliza la ISO 11290-1.

La presencia de biofilms supone un fallo continuado de limpieza, ya que indican que hay zonas que no
se limpian, no se hace correctamente o zonas de dificil acceso al detergente y biocida. Estos fallos de
limpieza deben corregirse y los biofilms eliminarse antes de realizar un muestreo para verificar la
adecuada limpieza y desinfeccidn. En ocasiones, los biofilms no se detectan facilmente y, por ello,
puede ser conveniente utilizar detectores de biofilms en superficies.

A continuacion se realizan algunas consideraciones sobre las localizaciones del muestreo, los equipos y
el transporte de las muestras, que influirdn de manera muy importante en las tasas de recuperacion

bacteriana que se obtengan, y por tanto, en la fiabilidad de los resultados.

5.2. Eleccion de lugares de muestreo.




Una vez definido el objetivo habra que realizar esta eleccion. En algunas industrias estan claras las zonas
de exposicion post-letal del producto y podrian ser localizaciones prioritarias sin descartar otras que
puedan resultar de interés. Si no existe una etapa de letalidad, se abarcara todo el proceso de
elaboracién. Asi, en el caso de productos cérnicos cocidos loncheados, el area de eleccion sera aquella
en la que se realiza el loncheado y el envasado una vez que al producto se le ha quitado la envoltura de
coccidn y queda expuesto a la contaminacién con Listeria.

Es conveniente pensarlo detenidamente y elegirlas a partir de:

- El objetivo del muestreo.

- Los hallazgos que determinan el muestreo.

- Un estudio pormenorizado de los procesos que sufre el alimento y de los puntos de potencial
contaminacion sin descartar nada: equipos de contacto directo con el alimento, goteos de
superficies que no estdn en contacto directo con el alimento, medioambiente y manipuladores.
Seran importantes los datos del histérico y las probabilidades de contaminacion.

En estas areas se debe distinguir:
- Zonas con elevada probabilidad de contaminacién del producto o de contacto directo con el
producto.
- Zonas con poca probabilidad de contaminacién del producto o de contacto no directo, pero que
pueden hacer llegar la contaminacién por una ruta indirecta.

En cada una de estas zonas podran seleccionarse los puntos de muestreo. Se recomienda disponer
de un listado de puntos. Algunos de los mas habituales son: cuchillas loncheadoras, cuchillos, grapas
de sujecidn de las piezas, mesas, cintas transportadoras, guantes, delantales operarios, vagonetas,
ganchos...

5.3. Equipo de muestreo.

Se recomienda que permita la friccién fuerte de las superficies y el acceso, por su flexibilidad, a
cualquier lugar. La necesidad de friccidon la exigen los biofilms, en ocasiones muy consolidados vy
adheridos. Si no se puede frotar, se puede pasar por una zona de maxima contaminacién sin detectarla.
Por ello se recomienda la toallita humedecida con agua de peptona y aplicada sobre las superficies con
guantes estériles para evitar la contaminacion de la muestra. La toallita permite acceder practicamente
a cualquier rincon y, en cuanto a la superficie de contacto, cuanto mds se abarque, mejores resultados
se obtendran.

Otro equipo que ofrece flexibilidad y capacidad de friccién son las esponjas abrasivas que se usan
normalmente en los mataderos para la determinacién de Salmonella.

El hisopo no seria recomendable por su fragilidad, aunque puede reservarse a localizaciones en las que
no es posible acceder mediante otros equipos de muestreo.

La autoridad competente optara por el mejor equipo de muestreo segun las caracteristicas de la zona a
muestrear (zona amplia, grietas o zonas de dificil acceso, nUumero de muestras a tomar...).

5.4. Metodologia de muestreo.

Se recomienda seguir la Guia ANSES y la ISO 18593. En concreto y con los equipos propuestos la

metodologia podria ser la siguiente:

- Utilizacién de una toallita hiumeda que contacta totalmente por ambos lados (importante para
duplicar la superficie de contacto) 10 veces en sentido horizontal y 10 veces en el vertical por cada uno
de los lados.
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- Después de tomar la muestra introducir la toalla en bolsa o frasco estéril, identificarlo y cambiar de
guantes para la siguiente muestra. Es recomendable, si se va a utilizar la ISO 11290-1 sobre deteccién
de Listeria monocytogenes, llevar un matraz de caldo Fraser a media concentracién e introducir la
toallita dentro del caldo directamente para favorecer la recuperacion de las bacterias lesionadas o
estresadas desde el mismo momento de la toma de muestras. La preincubacién para recuperar las
bacterias dafiadas seria igualmente conveniente. Las consideraciones hechas para este método sobre
numero de pases y actuaciones posteriores son validas para el resto de equipos.

- Si se utiliza la esponja abrasiva es conveniente que esté prehumedecida y el método serd exactamente
el mismo. Lo Unico que varia es que se trata de un equipo de muestreo menos flexible y con menor
superficie de contacto que la toallita y como ventaja presenta mayor capacidad de friccion.

- Sobre el hisopo, su uso puede estar indicado en zonas no accesibles por otro método, pero su
fragilidad limita la friccién y por su pequeiio tamafo implica una menor superficie de contacto.

- Existen rodillos a los que se incorpora una camisa de gasa estéril que se desprende del equipo una vez
tomada la muestra. Permiten presionar y friccionar constituyendo otro buen método, aunque conlleva
una mayor manipulacidn y por tanto posibilidades de contaminacidn no deseables.

5.5. Transporte al laboratorio y comienzo del analisis.

Las muestras se transportaran refrigeradas en un envase isotermo. El andlisis de las muestras se
realizard lo mas rapido posible y nunca deben transcurrir mas de 24-36 h. desde la toma de la misma. La
hora de la toma de muestras se refleja en el acta de toma de muestras y en la ficha del laboratorio
apareceran tanto la hora de recepciéon como la del comienzo del andlisis.

Los analisis para la investigacion de Listeria monocytogenes se realizaran de acuerdo a la Norma ISO
11290-1 o métodos que hayan sido convenientemente validados, de acuerdo al articulo 5 del
Reglamento (CE) N 2 2073/2005. Los laboratorios asignados por las autoridades competentes para llevar
a cabo el control oficial estardn acreditados conforme a la Norma ISO 17025.

6. ACTUACIONES DE CONTROL OFICIAL ANTE DETECCION DE LISTERIA MONOCYTOGENES EN
SUPERFICIES DE TRABAJO Y EQUIPOS

6.1. Notificacion del resultado y requerimiento de un Plan de actuacidn al operador econdmico

La autoridad competente requerira al operador de la industria alimentaria que investigue la causa de la
contaminacion y garantice el cumplimiento de los criterios microbioldgicos en el producto. Seran
necesarias medidas correctoras para evitar la repeticion de la no conformidad.

En las supervisiones que la autoridad competente realice sobre el tratamiento de estos positivos por el
operador podra tener en cuenta que:

Las medidas que aplique el operador se tienen que basar en evidencias y en los resultados de la
investigacion de las causas para poder ser objetivas, eficaces y proporcionadas. Para determinar la
probabilidad de contaminacion de los productos, habra que tener en cuenta la superficie de la que se
trate, la etapa del proceso, el posible contacto con los alimentos, los antecedentes histéricos tanto en
superficies muestreadas preoperativa u operativamente, asi como los antecedentes histdricos en
producto final y teniendo en cuenta los estudios de vida util existentes.



El APPCC del operador debe contemplar las medidas a tomar ante la deteccion de Listeria
monocytogenes en equipos y zonas de produccion. Estas medidas las podra activar tras la valoracién de
los resultados obtenidos en las superficies muestreadas y de los distintos registros obrantes en su
autocontrol. Entre otros pueden ser:

- Registros de produccién del lote/s concernidos. Particularmente si existen puntos de control
criticos (PCCs) en tratamientos térmicos u de otro tipo.

- Registros de verificacion de la ultima Limpieza y Desinfeccion efectuada.

- Registros de los Pre-operativos y Operativos realizados. Se revisaran los registros de su Plan de
Limpieza y Desinfeccidn o, en su caso, del Programa Normalizado de Control de la Higiene.

- Registro de Incidencias.

- Entrevistas con el personal que ha participado en la limpieza y el procesado. También con el
encargado de planta.

Previamente hay que saber si el producto favorece o no el crecimiento y desarrollo de Listeria
monocytogenes. Este dato figurara en la descripcion del producto como tarea preliminar del
Autocontrol con sus caracteristicas bioquimicas detalladas.

Si el operador de la industria alimentaria concluye que el producto puede estar contaminado, procederd
a la toma de muestras de producto final del lote/s afectado/s, o en su defecto lotes cercanos, para
confirmar o descartar su contaminacidon. En las muestras solicitara el aislamiento o el recuento, en
funcién de la categorizacion del producto (ver tabla 1).

El operador podria utilizar medidas cautelares mas restrictivas, como la retirada o inmovilizacién de los
lotes sospechosos hasta disponer de resultados de producto como medida de precaucién.

6.2. Verificacion oficial del plan de actuacidon del operador econédmico

La autoridad competente, al verificar la aplicacién de estas medidas, valorara si la seguridad alimentaria
del producto esta garantizada. Si, a su juicio, las medidas adoptadas por el operador no garantizan la
seguridad del producto, o se constata que el operador no ha tomado las medidas contempladas en su
sistema de autocontrol, podrd tomar otras medidas, que podran incluir la inmovilizaciéon cautelar de
producto y la toma de muestras oficial del producto sospechoso de estar contaminado.

7. ACTUACIONES DE CONTROL OFICIAL ANTE DETECCION DE LISTERIA MONOCYTOGENES EN EL
PRODUCTO.

Si el andlisis del producto confirma la contaminacién y el incumplimiento del criterio de seguridad
alimentaria del Reglamento (CE) N2 2073/2005 respecto a Listeria monocytogenes, el operador tendra
que aplicar lo dispuesto en el articulo 7 del Reglamento sobre “Resultados insatisfactorios”. Entre las
acciones a llevar a cabo por el operador y que deberdn estar recogidas en su Plan APPCC se
encontrarian las siguientes:

- ldentificacion del producto contaminado.

- Retirada de la comercializacion del producto contaminado.

- Estudio de causas.

- Puesta en marcha de acciones correctoras.

- Restablecimiento de las condiciones adecuadas para garantizar la seguridad del producto.

Un aspecto importante habrd sido la determinacidon del producto que puede estar afectado por la
contaminacidn en zonas y equipos. El criterio estard establecido en el procedimiento de autocontrol del
operador y, en su ausencia, se puede considerar contaminado el producto elaborado desde la Ultima
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limpieza y desinfeccion que segun constancia registral se considere bien aplicada y, a ser posible,
verificada.

En todos los casos, en las acciones correctoras se habra procedido a la aplicacion de un plan de limpieza
y desinfeccién de choque frente a Listeria que aporte garantias de la eliminacién de la contaminacién.
Este plan debe estar ya previsto en las industrias de riesgo, contemplando los procedimientos de
limpieza y biocidas activos frente a Listeria monocytogenes. Estas actuaciones especificas deben
terminar con verificacidon analitica satisfactoria (ausencia de Listeria en las superficies que habian
resultado positivas).

Las decisiones tienen que estar suficientemente avaladas y disponer de evidencias objetivas, como son
los boletines analiticos.

7.1. Posibles destinos del producto

En cuanto al destino del producto contaminado, se pueden contemplar las siguientes posibilidades:

- Reprocesado: Se podra realizar Unicamente en el caso de que el producto se encuentre aun en la
propia industria, o en productos comercializados que todavia no se estén a nivel de comercio al por
menor, ya que no es posible aplicarlo en alimentos ya distribuidos al comercio minorista.* Estos
reprocesos deben estar previstos en el autocontrol y justificados técnicamente, pudiendo aplicar un
nuevo tratamiento letal o que el alimento adquiera unas caracteristicas fisico-quimicas que eliminen el
riesgo de Listeria. La empresa debe presentar evidencias de que el producto cumple el criterio de
seguridad alimentaria correspondiente, de acuerdo con la legislacién europea.

Las autoridades competentes, en el marco de los controles oficiales efectuados sobre los
establecimientos, valoraran la idoneidad de estos procedimientos conforme a lo establecido en el
articulo 7 del Reglamento.

* Articulo 7 Resultados insatisfactorios

“..2. Cuando las pruebas efectuadas para comprobar el cumplimiento de los criterios establecidos en
el anexo I, capitulo 1, den resultados insatisfactorios, el producto o lote de productos alimenticios serd
retirado o recuperado conforme a lo dispuesto en el articulo 19 del Reglamento (CE) N2 178/2002. No
obstante, los productos comercializados que todavia no se hallen a nivel de comercio al por menor y
que no cumplan los criterios de seguridad alimentaria podrdn ser sometidos a una transformacion
ulterior mediante un tratamiento que elimine el riesgo en cuestion. Dicho tratamiento solo podrdn
realizarlo explotadores de empresas alimentarias que no sean vendedores al por menor.

El explotador de empresa alimentaria podrd utilizar el lote para fines distintos a los previstos
originalmente, siempre que este uso no plantee un riesgo para la salud publica o la salud animal y el
uso se haya decidido dentro de los procedimientos basados en los principios HACCP y en las prdcticas
de higiene correctas y esté autorizado por la autoridad competente.”

-Clasificacion como SANDACH: El responsable de la industria alimentaria debera categorizar el producto
afectado como subproducto de origen animal no destinado al consumo humano y gestionarlo segun la
normativa en vigor.



-Gestidn conforme a normativa de residuos para aquellos productos que no sean de origen animal.

7.2. Evaluacion del control oficial

La autoridad competente podra evaluar la eficacia de las medidas correctoras aplicadas por el operador
econdmico incluyendo los cambios realizados en su sistema APPCC para evitar la reincidencia, mediante
nuevos muestreos oficiales asi como juzgar la idoneidad de la frecuencia y nimero de muestreos de
superficies y productos en su procedimiento autocontrol en base a los resultados obtenidos.

Acuerdo ratificado en Comision Institucional del 25 de noviembre de 2015
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Directrices sobre el muestreo de superficies para la deteccion de Lm — version 3

1. SUMARIO

PREFACIO

Tras una revision de la literatura llevada a cabo por el Laboratorio de Referencia de la Unidn
Europea para la Listeria monocytogenes (LRUE Lm), el LRUE Lm y la red de Laboratorios
Nacionales de Referencia (LNR) acordaron que la Norma Internacional I1ISO 18593, por la
qgue se describen métodos de muestreo de superficies para la deteccion y el recuento de
bacterias en equipos y zonas de procesado de alimentos, no aporta las directrices suficientes
especificas para la deteccidon de L. monocytogenes (véase también la introduccién). Como
consecuencia, se acordd que el LRUE Lm redactaria un documento guia en relacion con este
tema, en colaboracién con un grupo de trabajo (GT). Este GT estaba formado por
20 miembros de 7 Estados miembros (EM) de la UE pertenecientes a 3 LNR y otras
organizaciones (véase primera pagina).

Ademas de la revisién de la literatura y las contribuciones de los miembros del GT, estas
directrices también se basan en un sondeo llevado a cabo en 2010 sobre las practicas de
muestreo de superficies (137 entrevistados de 15 EM de la UE, pertenecientes a empresas
alimentarias, proveedores de servicios de control de higiene, servicios de control
oficiales...), que reveld la existencia de una gran variedad de practicas y de algunas practicas
inadecuadas asi como la necesidad de un documento europeo.

Se prepararon varios borradores del documento, que fueron sometidos a consulta de todos
los LNR, en una primera etapa, que a su vez consultaron a los operadores nacionales que
practicaban el muestro de superficies y, posteriormente, de los miembros del GT.

La versidn actual (version 3) es el resultado del acuerdo de todos los LNR alcanzado en el
taller anual que se celebro entre el 28 y el 30 de marzo de 2012 y recoge los comentarios
recibidos de 3 EM de la UE (UK, NL y DE) en el marco de una consulta a los EM realizada por
la DG SANCO. Esta version fue acordada por el Comité Permanente de la Cadena Alimentaria
y de Sanidad Animal de los EM de la UE en su reunidn del 18 de julio de 2012 a través de una
consulta por escrito de 2 semanas de duracion.
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INTRODUCCION |

Hoy dia, se sabe con certeza que los alimentos listos para el consumo pueden contaminarse
durante su transformacion por subtipos de Listeria monocytogenes que persisten en las
plantas procesadoras [1]. Por lo tanto, en virtud del Reglamento (CE) n.2 2073/2005, relativo a
los criterios microbiolégicos aplicables a los productos alimenticios, es necesario y preceptivo
llevar a cabo muestreos rutinarios de los equipos y zonas de procesado para la deteccién de la
L. monocytogenes en funcién de un protocolo de muestreo [2]. Este tipo de protocolo de
muestreo tiene como objetivo la deteccidn y erradicacién de una cepa persistente o, en caso
de que su erradicacion no sea posible, la ejecucién de medidas correctivas orientadas a
evitar la contaminaciéon de los alimentos por bacterias patdégenas. Sobre este tema, se
encuentran publicados varios documentos guias [3-5]. Cabe tener en cuenta que un programa
0 unas técnicas de muestreo ineficaces pueden conllevar que no se detecte la presencia de
L. monocytogenes cuando sea necesario y provocara que no se tomen medidas correctivas,
ademads de dar una falsa sensacion de seguridad.

La Norma Internacional ISO 18593 [6], por la que se describen métodos de muestreo de
superficies para la deteccién y el recuento de microorganismos viables, no aporta directrices
suficientes ni recomendaciones especificas para la deteccidn de L. monocytogenes. En el caso
de la L. monocytogenes, los métodos de muestreo mediante frotado (hisopos vy
esponjas/técnica del pafio) son los Unicos que se consideran adecuados. La norma ISO no
precisa el momento en el que el muestreo debe llevarse a cabo o cudles son las zonas de las
qgue hay que tomar muestras. El propdsito de estas directrices es compensar este vacio a la
hora de implementar el Articulo 5.2 del Reglamento (CE) n.2 2073/2005 [2]. Asimismo, se
determiné que no abordaba la forma en la que efectuar el recuento de L. monocytogenes
presente en las superficies por los motivos que se exponen a continuacién. En primer lugar,
con los utensilios de frotado, la proporcién de células bacterianas que se adhieren es
desconocida y variable. En segundo lugar, las células de L. monocytogenes no se distribuyen
de forma uniforme por las superficies, por lo que las comparaciones de los resultados de
grandes y pequeias zonas no serian validas.

Tras el muestreo, el analisis de las muestras se efectuara de conformidad con la norma
EN ISO 11290-1 u otros métodos validados alternativos, en virtud del Articulo5 del
Reglamento (CE) n.2 2073/2005'. En caso de que se detecten muestras con un resultado
positivo “excesivo” para la L. monocytogenes (véase apartado 5) en sucesivas campanas de
muestreo en una misma planta procesadora en la que ya se han tomado medidas preventivas,
serd necesario realizar la subtipificacion de las cepas aisladas de L. monocytogenes mediante
un método molecular (por ejemplo, electroforesis en gel de campo pulsado, analisis en
multiples loci mediante repeticiones en tdndem de numero variable o andlisis mediante
fluorescencia de los polimorfismos de la longitud del fragmento amplificado) a fin de
determinar si las cepas aisladas pertenecen a un Unico tipo y, por tanto, es persistente.

1 Conforme a lo establecido en el Reglamento (CE) n.2 2073/2005, el presente documento versa
Unicamente sobre la deteccidn de L. monocytogenes. A este respecto, cabe mencionar que, tal y como
sugiere que el Codex Alimentarius [3], los programas de control eficaces también se pueden realizar
analisis de Listeria spp., ya que su presencia es un buen indicador de las condiciones que favorecen la
posible presencia de Listeria monocytogenes.
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2 AMBITO DE APLICACION

Estas directrices especifican el lugar, la forma y el momento en el que se deben tomar
muestras mediante frotado para la deteccidon de L. monocytogenes en las superficies de los
equipos y zonas de procesado de alimentos listos para el consumo.

NOTA 1: Las superficies de los equipos y zonas de procesado no son el Unico lugar que se debe
supervisar. El protocolo de muestreo deberd incluir también los coadyuvantes tecnolégicos (aire
comprimido, hielo, salmuera, agua, agua de drenaje, etc.), cuyas técnicas de muestreo no se recogen
en el presente documento.

NOTA 2: En este documento, no se ofrecen recomendaciones con respecto a la frecuencia de muestro,
el nimero de puntos de muestreo, la validez de la composicién (mezcla) de las muestras o la
necesidad de rotar los puntos de muestreo, debido a que estas cuestiones deben decidirse caso por
caso con un enfoque basado en los riesgos.

NOTA 3: Estas directrices no han sido disefiadas para evaluar la eficacia de los procesos
de limpieza y desinfeccién.

3 REFERENCIAS NORMATIVAS ‘

A la hora de aplicar este documento, se recomienda consultar las siguientes normas:

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

ISO 7218: Microbiologia de los alimentos para consumo humano y alimentaciéon animal. Requisitos
generales y guia para el examen microbioldgico

ISO 11290-1: Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Método horizontal
para la deteccidn y el recuento de Listeria monocytogenes. Parte 1: Método de deteccidn

ISO/TS 11133: Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Guia para la
preparacion y produccion de medios de cultivo

4 SELECCION DE LOS PUNTOS DE MUESTREO

La L. monocytogenes puede estar presente en superficies limpias a simple vista, aunque es
mas frecuente en lugares hiumedos y sucios, que permiten el crecimiento y la persistencia de
la bacteria [1, 7]. Aquellos lugares de dificil acceso, como pueden ser orificios o grietas en
equipos hechos con materiales fibrosos, porosos, oxidados o huecos que no pueden
limpiarse facilmente son potenciales lugares donde puede albergarse la bacteria y de donde
deben tomarse muestras. Puede resultar dificil tomar muestras de zonas inaccesibles, en las
gue se acumulan restos de alimentos. Para ello, las muestras se deberdn tomar tras
desmontar los equipos junto con los profesionales de mantenimiento. En estas zonas, no se
recomienda tomar muestras mediante enjuagado, ya que esta técnica no es tan eficaz como
el frotado a la hora de adherir los microorganismos presentes en las superficies.
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Se deben recoger muestras con frecuencia de zonas en las que los productos alimenticios
estdn expuestos a contaminacién, aunque puede resultar interesante tomarlas también,
con menor frecuencia, de aquellas en las que no estdn expuestos (zonas de
almacenamiento).

La seleccidon del punto de muestreo debe basarse en el historial de cada fabrica tras la
revision del proceso paso a paso. A continuacién se relacionan de forma somera los lugares
de los puntos de muestreo que deben ser seleccionados [4, 5, 8]:

- Superficies que no se encuentran en contacto con alimentos: desagles; suelo;
acumulaciones de agua del suelo; instrumentos de limpieza; zonas de lavado; equipos de
peso de suelo; tubos; rodillos huecos de cintas transportadoras; transportadores;
estructuras de equipos; paneles de control internos de equipos; bandejas colectoras de
condensado; carretillas elevadoras; carretillas manuales; trolleys; ruedas de trolleys; cubos
de basura; congeladores; maquinas de hielo; aletas de refrigeracién de condensadores;
delantales; paredes; techos; puntos frios de condensacion de agua, como los aislantes de
humedad que se encuentran en el interior de paredes o alrededor de tuberias y unidades
de refrigeracion; sellado de goma alrededor de puertas, especialmente de refrigeradores;
contenido de aspiradoras; mangos de puertas y grifos.

- Superficies en contacto con alimentos: cintas transportadoras, cortadoras, tablas de
cortar, picadoras, tolvas, ralladores, licuadoras, peladores, empacadoras, equipos de
envasado y embotellado, envases, otros utensilios y guantes no desechables.

5 MOMENTO EN EL QUE DEBE LLEVARSE A CABO EL MUESTREO

La deteccién de L. monocytogenes puede dificultarse si se toman las muestras
inmediatamente o poco después de que se haya producido la limpieza y desinfeccién. Debido
a los dafios que los agentes quimicos utilizados para la limpieza y desinfeccidn producen en
las células, estas pueden continuar con vida, aunque no sean cultivables, por lo que no se
detectan facilmente [8]. Ademas, es posible que no se puedan detectar aquellas células que
hayan quedado albergadas en ciertos lugares, a pesar de su limpieza y desinfeccidon. Es mas
facil tomar muestras una vez que son desalojadas durante el procesado de los alimentos
debido a la vibracién de los equipos y/o tras el contacto con alimentos y liquidos [9].

Por lo tanto, para aumentar la probabilidad de deteccion de una cepa persistente, las
muestras se deberan tomar durante el procesado de los alimentos, una vez transcurridas dos
horas como minimo tras la produccién o al final de esta fase, es decir, antes de los procesos
de limpieza y desinfeccidn [4, 8-11]. En las lineas de transformacién en las que se fabrican
productos alimenticios a partir de productos crudos que no han sido sometidos a ningun
tratamiento que reduzca los niveles de microorganismos (por ejemplo, quesos crudos), las
muestras de las superficies para la deteccién de L. monocytogenes que se tomen durante
la fase de transformacién pueden proceder tanto de estos productos crudos como de
los lugares en los que las células de L. monocytogenes pueden persistir en el entorno de
procesado del alimento. Cuando en las plantas se procesan productos pasteurizados o
materias primas que normalmente no estan contaminadas (por ejemplo, quesos
pasteurizados), en el analisis de L. monocytogenes de una muestra superficial esta deberia
considerarse como un tipo persistente de Listeria.
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Cuando los alimentos llegan a las instalaciones de procesado en estado crudo o tras haber sido
sometidos a un tratamiento para la disminucién de la carga microbiana (pasteurizacion,
microfiltracion etc.)?, las empresas alimentarias deberian, dentro de su plan de APPCC,
definir un numero aceptable de muestras positivas, que puede ser diferente para la
deteccion de L. monocytogenes en aquellas superficies que se encuentran en contacto con
alimentos de las que no. Cuando se supere el nUmero establecido de muestras positivas, se
deberan tomar medidas correctivas en funcién del plan de APPCC de la empresa alimentaria®.
Es evidente que, cuando se procesa un alimento crudo, se pueden tomar muestras tras los
procesos de limpieza y desinfeccién o al inicio de la fase de produccién, ademas de las
muestras que se recojan durante su transformacion. No obstante, este procedimiento
puede dar una falsa sensacién de seguridad. Por el contrario, la deteccion de
L. monocytogenes en superficies en contacto con alimentos tras los procesos de limpieza y
desinfeccion es un indicador de la existencia de un fallo grave en tales procesos.

En el caso de que no se tomen muestras a diario, no se recomienda que el muestreo tenga
lugar siempre el mismo dia(s) de la semana. Asimismo, seria recomendable tomar muestras
cuando se efectlien tareas de mantenimiento o reparacion de equipos, se realicen obras y
aumente la producciéon, ya que son situaciones que pueden aumentar el riesgo de
contaminacién con L. monocytogenes.

6 DILUYENTES EMPLEADOS PARA HUMEDECER LOS DISPOSITIVOS DE MUESTREO POR |
FROTADO

6.1 DILUYENTES SIMPLES

En aquellas zonas de facil acceso de las que se tomen muestras durante o al final de la fase de
transformacion, se deberan utilizar diluyentes simples que no contengan neutralizadores
para humedecer los hisopos u otros utensilios de muestreo por frotado.

Se recomiendan los siguientes diluyentes: solucion de peptona en una concentracién de
1 g/l, solucidon de peptona salina o solucién Ringer's %, distribuidas en tubos o botes y
esterilizadas durante 15 min a 121 °C.

No se recomienda utilizar diluyentes tamponados de fosfato en caso de células estresadas por
las condiciones hostiles de las instalaciones de procesado de alimentos (sal, acidos, productos
de limpieza y desinfeccion, etc.) debido a que pueden perjudicar su cultivabilidad [12].

Asimismo, tampoco se recomienda utilizar diluyentes neutralizadores cuando no se espera la
presencia de residuos de desinfectantes. Los neutralizadores que se emplean para eliminar
residuos de desinfectantes pueden tener leves consecuencias negativas para las células
bacterianas y es posible que estas consecuencias sean mayores cuando las células estan
estresadas. De hecho, se ha demostrado que los neutralizadores reducen las tasas de cepas
de Salmonella en las muestras de campo [13].

2 Tanto los alimentos como los ingredientes deberan analizarse en funcién del plan de APPCC.
3 El nimero aceptable de muestras positivas podria ser cero cuando los alimentos que entran en las instalaciones de
procesado han sido sometidos a tratamientos destinados a disminuir la carga microbiana.
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Por otra parte, se desaconseja utilizar un caldo Fraser (completo o semi) como sustitutivo de
un diluyente dado que podria favorecer el crecimiento de L. monocytogenes en la planta de
procesado.

6.2 DILUYENTES NEUTRALIZADORES

En las zonas en las que se espere encontrar residuos de desinfectantes o en el caso de que se
tomen muestras inmediatamente después del proceso de desinfeccion, se deberan utilizar
diluyentes neutralizadores para humedecer los hisopos u otros utensilios de muestreo por
frotado.

Cuando se emplee cloro o compuestos que liberen cloro, se deberd utilizar tiosulfato de sodio
como neutralizador. En el caso de otras sustancias activas, existen distintos neutralizadores
(véase EN 1276 [14], EN 1650 [15], EN 13697 [16] y EN 13704 [17]), aunque ninguno de ellos es
adecuado para todos los desinfectantes (“universal”) [18]. En la Tabla 1, se describe un
diluyente neutralizante que puede utilizarse en la mayoria de los casos. Debe distribuirse en
tubos o botes y ser esterilizado durante 15 min a 121 2C.

Tabla 1. Diluyente neutralizador que puede ser empleado en la mayoria de los casos
(adaptacion de ISO 18593 [6])

Componente Conc.
Monooleato de sorbitan (Polisorbato 80) 30 g/l
Lecitina 3g/l
Tiosulfato de sodio 5g/l
L-histidina 1g/l
Saponina 30¢g/l
Peptona 1g/l
Cloruro de sodio 8,5 g/l

7 MEDIOS DE CULTIVO

Véase la norma EN ISO 11290-1 sobre los medios de cultivo.

8 APARATOS Y UTENSILIOS DE VIDRIO I

En lanorma EN ISO 7218, se pueden consultar los requisitos generales.

Los requisitos especificos para la L. monocytogenes se pueden consultar en la norma EN
ISO 11290-1 y sus modificaciones. Se recomienda utilizar los aparatos de laboratorio
habituales en microbiologia y, en concreto, los que se mencionan a continuacién.
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8.1. Dispositivos de muestreo de frotado

Hisopo: bastoncillo esterilizado que acaba en una punta de algoddn o de material sintético
contenido individualmente en un tubo esterilizado. Deberd estar documentado el hecho de que
el material empleado no contenga sustancias inhibidoras.

NOTA: En algunos tipos de superficies, los residuos de algodén pueden contaminar las partes
internas de estas superficies tras el muestreo.

Esponja, panos (tejidos y sin tejer) y gasas: son esterilizados y envasados individualmente en
bolsas de pldstico esterilizadas. Deberd estar documentado el hecho de que el material
empleado no contenga sustancias inhibidoras.

8.2. Guantes desechables esterilizados (opcional)
8.3. Caja térmica con bolsas de hielo y aislamiento, con capacidad para mantener

las muestras a una temperatura de entre 1 y 8 2C durante su transporte al
laboratorio (véase EN ISO 7218)

8.4. Papel absorbente esterilizado, utilizado para absorber agua estancada
(charcos de agua en el suelo)

8.5. Agitador, utilizado para mezclar los liquidos que se encuentran contenidos en
tubos
8.6. Homogeneizador peristaltico, utilizado para preparar las suspensiones

iniciales mediante movimientos peristalticos

9 ZONAS EN LAS QUE DEBE LLEVARSE A CABO EL MUESTREO ‘

La superficie total de la zona muestreada durante una campafia de muestreo debe ser lo mas
amplia posible a fin de aumentar las probabilidades de deteccién de L. monocytogenes. En
este sentido, se recomienda tomar muestras de una superficie de entre 1000 cm? y 3000 cm?
(es decir, de 0,1 m’ a 0,3 mz) siempre que sea posible [6, 10, 11], esto es, cuando las zonas
sean abiertas y planas (transportadores, cajones, etc.).

Para aquellas zonas pequefias de dificil acceso, se recomienda utilizar hisopos (por ejemplo,
dentro de los rodillos huecos, la carcasa del motor, etc.).

Por el contrario, se recomienda utilizar esponjas, pafios (tejidos o no) o gasas para tomar
muestras de las zonas mas amplias. No obstante, los hisopos permiten frotar las superficies con
mas fuerza y son mas absorbentes. Por otra parte, se desaconseja utilizar plantillas o reglas
milimetradas, ya que pueden transferir la contaminacion y/o su desinfeccidén puede interferir
en el analisis. Aun asi, se debe conocer la extension aproximada de la zona muestreada. Para
ello, el operador debe recordar que la longitud del antebrazo, desde la punta del dedo
corazdn hasta el codo (un codo), es de aproximadamente 45 cm. Asimismo, cuando los dedos
se encuentran extendidos, la distancia entre la punta del pulgar y la del mefiique (un palmo)
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es de aproximadamente 20 cm.

Las extensiones de las zonas muestreadas deberdn ser constantes para que puedan ser
supervisadas en el futuro.

10 PREPARACION DE LOS DISPOSITIVOS DE MUESTREO ‘

Ningun equipo que haya estado presente en un laboratorio microbiolégico debe ser
introducido en una zona de produccién de alimentos, ya que existe el riesgo de introducir
también contaminacién.

Los equipos de muestreo de superficies asi como las telas protectoras deben ser almacenados
y manipulados por separado de las operaciones de laboratorio, especialmente de aquellas
instalaciones del laboratorio en las que se analizan sustancias patégenas.

Las empresas deberan garantizar que ningun utensilio que se haya utilizado en el muestreo se
quede en la zona de produccién. Para ello, se recomienda contar estos utensilios antes y
después de la recogida de muestras.

10.1 HISOPOS

Los hisopos pueden utilizarse himedos o en seco. En el supuesto de que la zona de muestreo
sea humeda, se deberd utilizar un hisopo seco, mientras que en el caso de que la zona de
muestreo sea seca, se debera utilizar un hisopo himedo. En el caso de que el muestreo tenga
lugar en una zona, ya sea humeda o seca, en la que se esperan encontrar residuos de
desinfectantes (lo que es frecuente en zonas de dificil acceso), debe humedecerse el hisopo
con un diluyente neutralizador (6.2).

Los hisopos humedos pueden ser preparados en condiciones asépticas en el laboratorio
antes de llevar a cabo la campaina de muestreo. El extremo del hisopo debera entrar en
contacto ligeramente con la superficie del diluyente (6.1 o 6.2) para evitar que gotee [8].
Posteriormente, el hisopo serd devuelto al tubo, que se debera cerrar con fuerza para
mantener tanto la esterilidad como la humedad.

10.2 ESPONIJAS, PANOS (TEJIDOS Y SIN TEJER) Y GASAS

Antes de iniciar la toma de muestras, los dispositivos de frotado humedos pueden ser
preparados en el laboratorio mediante la adicién del volumen adecuado, que quedard
registrado, de diluyente esterilizado (6.1 0 6.2) para evitar que gotee. Después de humedecer
el dispositivo de frotado, se deberd cerrar la bolsa de plastico de forma que se garantice su
esterilidad y se mantenga la humedad.

En caso de que los dispositivos de muestreo sean humedecidos en la zona de procesado, el
diluyente no debera almacenarse en un bote de vidrio.

11 MUESTREO |

11.1 METODO DE EMPLEO DE HISOPOS
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Extraer un hisopo del tubo en el que se encuentra y frotar con la maxima fuerza posible sin
desintegrarlo y rotarlo en el interior del equipo o sobre cualquier otra zona de dificil acceso de
la que se vayan a tomar muestras.

Colocar el hisopo en el tubo original, cerrar el tubo para proteger el hisopo de cualquier tipo
de contaminacion y para que su extremo permanezca hiumedo hasta el momento del andlisis.

Tras la recogida de muestras, frotar sobre la zona muestreada un pafio con
alcohol.

11.2 METODO DE EMPLEO DE ESPONJAS, PANOS O GASAS

En el caso de que la zona de la que se van a tomar muestras tengan excesiva humedad (por
ejemplo, en los charcos de agua del suelo), en primer lugar retirar con suavidad el exceso de
liquido con un papel absorbente esterilizado.

Abrir la bolsa de pldstico que contiene el dispositivo de frotado. Extraer de forma aséptica el
dispositivo de frotado con guantes estériles. El dispositivo de frotado también puede ser
sujetado con la bolsa de plastico invirtiendo sobre la mano la parte interior de la bolsa hacia
fuera, tal y como se muestra en la Figura 1.

Frotar con fuerza, con un movimiento en zigzag, la superficie completa en cuestiéon en dos
direcciones perpendiculares, cambiando la cara que se utiliza del dispositivo de frotado.
Volver a introducir el dispositivo de frotado en la bolsa de plastico y cerrarla para protegerlo
de cualquier tipo de contaminacién y para que permanezca humedo hasta el momento del
analisis.

Figura 1. Sujecion de dispositivo de frotado con una bolsa de plastico

Tras la recogida de muestras, frotar sobre la zona muestreada un pafio con alcohol.
Transportar las muestras en una caja térmica (8.3) a una temperatura de entre 1 y 8 2C.
En caso de que sea necesario, almacenar las muestras en el laboratorio a una temperatura

de 39C+2°9C. Analizar las muestras lo antes posible, preferiblemente en un periodo
maximo de 24 horas tras su recepcion en el laboratorio y nunca después de transcurridas
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36 h desde el muestreo, segun lo establecido en la norma EN ISO 7218 (clausula 8.3, 3er.
parrafo empezando por el final y siguiente parrafo sobre productos perecederos). El tiempo
transcurrido hasta que se efectua el analisis debe quedar registrado y constar en el informe
analitico.

13 ANALISIS DE LAS MUESTRAS

13.1 METODO DE EMPLEO DE HISOPOS

Afadir en el tubo que contiene el hisopo un volumen suficiente y al menos 9 ml de caldo Fraser
semi (véase norma EN ISO 11290-1) para que la punta de este se encuentre sumergida
totalmente en el caldo.

Mezclar bien el contenido de los tubos en los que se encuentran los hisopos con un agitador
(8.5) durante 30 s.

A continuacion, seguir el método de deteccién de L. monocytogenes de la norma EN ISO
11290-1 u otro método alternativo validado.

13.2 METODO DE EMPLEO DE ESPONJAS, PANOS O GASAS

Afadir un volumen de caldo Fraser semi 9 veces superior al peso del dispositivo de frotado
himedo, tal y como se indica en el apartado 10.2 (véase EN ISO 11290-1), dentro de la bolsa
de plastico que contiene el dispositivo de frotado para que quede sumergido totalmente en el
caldo.

Tratar el contenido de las bolsas en un homogeneizador peristaltico (8.6) durante 1 min.

A continuacién, seguir el método de deteccién de L. monocytogenes de la norma EN I1SO
11290-1 u otro método alternativo validado.

14 EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Los resultados deben quedar registrados como: presencia o ausencia de L. monocytogenes
en el lugar del muestreo. Asimismo, se debe indicar, si se conoce, el tamano de la zona
muestreada.
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