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DESCRIPCION
Medio de cultivo, método para cultivar listeria y método para detectar listeria
Antecedentes
1. Campo

La materia objeto descrita generalmente se refiere a medios y métodos para cultivar microorganismos y para
detectar microorganismos.

2. Publicaciones relacionadas

La solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 10\597909, MEDIO DE CRECIMIENTO SELECTIVO PARA
LISTERIA SPP, presentada el 12 de febrero de 2005, describe composiciones que comprenden cloruro de litio y
agentes selectivos.

Mendonca, A., F. y Knabel, S., J. 1994. A novel strictly anaerobic recovery and enrichment system incorporating
lithium for detection of heat-injured Listeria monocytogenes in pasteurized milk containing background microflora.
Appl. Environ. Microbiol. 60: 4001-4008.

Beumer R. R, te Giffel M. C., Anthonie S. V. R., Cox L. J. 1996. The effect of acriflavine and nalidixic acid on the
growth of Listeria spp. in enrichment media. F. Microbiol. 13(2); 137-148.

Teo, A., Y-L., Knabel, S., J. 2000. Development of a Simple Recovery-Enrichment System for Enhanced
Detection of Heat-Injured Listeria monocytogenes in Pasteurized Milk. J. Food Prot. 63 (4): 462-472.

Busch SV, Donnelly CW. Development of a repair-enrichment broth for resuscitation of heat-injured Listeria
monocytogenes and Listeria innocua. 1992. Appl. Environ. Microbiol. 58(1):14-20.

Buchrieser C, Rocourt J. 2007. The genus Listeria and Listeria monocytogenes: phylogenetic position, taxonomy,
and identification. En: Listeria, listeriosis, and food safety, 32 edicién. / Ed. por Ryser ET, Marth EH. CRC Press.
896 p. Lang Halter E, Neuhaus K, Scherer S. 2012. Listeria weihenstephanensis sp. nov., isolated from the water
plant Lemna trisulca of a German fresh water pond. Int J Syst Evol Microbiol. 27 de Abril. [Articulo publicado
electronicamente, pendiente de impresion].

Bertsch D, Rau J, Eugter MR, Haug MC, Lawson PA, Lacroix C, Meile L. 2012. Listeria fleischmannii sp. nov.,
isolated from cheese. Int J Syst Evol Microbiol. 20 de Abril. [Articulo publicado electronicamente, pendiente de
impresion].

Painter J, Slutsker L. Listeriosis in humans. 2007. The genus Listeria and Listeria monocytogenes: phylogenetic
position, taxonomy, and identification. En: Listeria, listeriosis, and food safety, 32 edicién. / Ed. por Ryser ET,
Marth EH. CRC Press. 896 p.

Wesley IV. Listeriosis in animals. 2007. The genus Listeria and Listeria monocytogenes: phylogenetic position,
taxonomy, and identification. En: Listeria, listeriosis, and food safety, 32 edicion. / Ed. por Ryser ET, Marth EH.
CRC Press. 896 p.

Ramaswamy V, Cresence VM, Rejitha JS, Lekshmi MU, Dharsana KS, Prasad SP, Vijila HM. 2007. Listeria -
review of epidemiology and pathogenesis. J Microbiol Immunol Infect. 40 (1): 4-13.

Koch J, Stark K. Significant increase of listeriosis in Germany--epidemiological patterns 2001-2005. (2006). Euro
Surveill. 11 (6): 85-8.

Anénimo. Incidence of Foodborne lliness, 2010. (http://www.cdc.gov/Features/dsFoodbornelliness/).

EU summary report on trends and sources of zoonoses and zoonotic agents and food-borne outbreaks 2009.
(http://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/doc/2090.pdf). Scallan E, Hoekstra RM, Angulo FJ, Tauxe RV,
Widdow- son M-A, Roy SL, Jones JL, Griffin PM. Foodborne iliness acquired in the United States - major
pathogens. 2011. Emerg Infect Dis. 17 (1): 126-8.

Gandhi M, Chikindas ML. 2007. Listeria: A foodborne pathogen that knows how to survive. Int J Food Microbiol.

113 (1): 1-15.
USDA-FSIS. 2011. Isolation and Identification of Listeria monocytogenes from red meat, poultry, egg, and
environmental samples. En: Microbiology Laboratory Guidebook, Capitulo 8.07.

(http://www.fsis.usda.gov/PDF/MLG 8 07.pdf).

Donnelly C. W. 2002, Detection and isolation of Listeria monocytogenes from food samples: implications of
sublethal injury. Journal of AOAC International 85(2):495-500.

Knabel S. J. 2002, Optimized, one-step, recovery-enrichment broth for enhanced detection of Listeria
monocytogenes in pasteurized milk and hot dogs. Journal of AOAC International 85(2):501-504.

Resumen
Los aspectos de la invencion se describen en referencia a las reivindicaciones adjuntas.

Se describe un medio de cultivo que comprende concentraciones biolégicamente eficaces de: iones de magnesio no
quelados; y un secuestrante de oxigeno.

Se describe una alternativa en donde el secuestrante de oxigeno se selecciona del grupo que consiste en una sal de
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piruvato, catalasa, una sal de tioglicolato, cisteina, oxyrase™, NazS y FeS.

Se describe una alternativa en donde el medio ademas comprende una concentracion bioldgicamente eficaz de: sal
de litio; o una sal de hierro (lll); o una sal de litio y una sal de hierro (lll), en realizaciones alternativas, el medio
ademas comprende un agente selectivo.

Se describe una alternativa en donde el medio ademas comprende un tampdn quelante sustancialmente sin
magnesio.

Se describe una alternativa en donde dicha sal de hierro (lll) es para el cultivo de Listeria spp.

Se describe una alternativa en donde dicha sal de hierro (lll) estd presente en una concentracién mayor de
aproximadamente 0,05 g/l;

dicha sal de litio esta presente en una concentracion mayor de aproximadamente 0,1 g/l;

dicha sal de magnesio esta presente en una concentracion mayor de aproximadamente 0,1 g/l; y

dicho secuestrante de oxigeno esta presente en una concentracién mayor de aproximadamente 0,1 g/l.

En alternativas descritas, el medio ademas comprende un agente selectivo.

También se describe un método para cultivar una muestra biolégica, el método comprende: cultivar la muestra en un
medio que comprende concentraciones de iones de magnesio no quelados y un secuestrante de oxigeno.

En alternativas descritas del método, el medio comprende una sal de litio; o una sal de hierro (lll); o una sal de litio y
una sal de hierro (lll).

Se describe una alternativa en donde el medio ademas comprende un agente selectivo. Se describe un método
alternativo en donde

dicha sal de hierro (lll) esta presente en una concentraciéon mayor de aproximadamente 0,05 g/l;

dicha sal de litio esta presente en una concentracion mayor de aproximadamente 0,1 g/l;

dicha sal de magnesio esta presente en una concentracion mayor de aproximadamente 0,1 g/l; y

dicho secuestrante de oxigeno esta presente en una concentracion mayor de aproximadamente 0,1 g/l. En
realizaciones alternativas, el método es para cultivar Listeria spp.

Se describe un método para detectar bacterias en una muestra, el método que comprende la etapa de cultivar la
muestra en presencia de concentraciones biolégicamente eficaces de: a) iones de magnesio no quelados, y b) un
secuestrante de oxigeno.

Se describe un método en donde el secuestrante de oxigeno se selecciona del grupo que consiste en una sal de
piruvato, catalasa, una sal de tioglicolato, cisteina, oxyrase™, NazS y FeS.

También se describe un método para cultivar que tiene lugar en presencia de:
a) una sal de litio; o
b) una sal de hierro (lll); o
c) una sal de litio y una sal de hierro (ll1).
Se describe un método para cultivar que tiene lugar en presencia de un agente selectivo.

Se describe un método en donde las bacterias son Listeria spp.

Se describe una composicién para suplementar un medio de cultivo, la composicién que comprende un tampoén
quelante que no es de magnesio y un secuestrante de oxigeno.

Se describe una alternativa en donde la composicion ademas comprende una concentracion biolégicamente eficaz
de:

a) una sal de litio; o
b) una sal de hierro (lll); o
c) una sal de litio y una sal de hierro (ll1).

Se describe el uso de la composicién para cultivar Listeria spp.
Se describe un medio de cultivo en polvos adecuado para dilucion para dar como resultado un medio de cultivo

liqguido que comprende cantidades bioldgicamente eficaces de iones de magnesio no quelados y un secuestrante de
oxigeno.
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Se describe una alternativa del medio de cultivo en polvos, en donde el medio diluido ademas comprende cantidades
biolégicamente eficaces de:

a) una sal de litio; o
b) una sal de hierro (lIl); o ¢) una sal de litio y una sal de hierro (lll).

Se describe un kit para cultivar Listeria spp., comprendiendo el kit un secuestrante de oxigeno y un tampoén quelante
que no es de magnesio.

Descripcion detallada seleccionada
Alternativas descritas
Términos

En la presente divulgacion, la expresion "que comprende" se usa en un sentido no limitado para referirse a que los
elementos que siguen a la expresién estan incluidos, pero los elementos no mencionados de manera especifica no
estan excluidos. Se entendera que en alternativas descritas que comprenden o pueden comprender una
caracteristica especifica o variable o parametro, las alternativas descritas pueden consistir o consisten
esencialmente en tales caracteristicas o variables o parametros. Una referencia a un elemento mediante el articulo
indefinido "un" o "una" no excluye la posibilidad de que mas de uno de los elementos esté presente, salvo que el
contexto claramente requiera que haya uno y solo uno de los elementos.

En esta divulgacion, los intervalos numéricos indicados mediante puntos finales incluyen todos los numeros
englobados en ese intervalo, que incluyen todos los numeros naturales, todos los nimeros enteros y todos los
intermedios fraccionarios (por ejemplo, 1 a 5 incluye 1, 1,5, 2, 2,75, 3, 3,80, 4 y 5, etc.). En la presente divulgacion,
las formas del singular "un", "una" y "el" o "la" incluyen referencia en plural a menos que el contexto dicte claramente
lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a una composicion que contiene "un compuesto" incluye una
mezcla de dos 0 mas compuestos. En la presente divulgacion, el término "o" generalmente se emplea en su sentido

incluyendo "y/o" salvo que el contenido claramente dicte lo contrario.

En la presente divulgacion, el término "PDD" significa probabilidad de diferencia y el término "dPDD" significa
diferencia en la probabilidad de diferencia.

En la presente divulgacion, el término "sensibilidad" o "tasa de sensibilidad" se define como: Tasa de sensibilidad
= (numero de muestras ambientales positivas con el método de Actero Listeria / nUmero de muestras positivas
confirmadas mediante segundo enriquecimiento) x 100 %.

En la presente divulgacion, el término "especificidad" o "tasa de especificidad" se define como: Tasa de
especificidad = (nUmero de muestras ambientales negativas con el método de Actero Listeria / numero de
muestras negativas confirmadas mediante segundo enriquecimiento) x 100 %,

En la presente divulgacion, la expresion Método de concordancia se define como: método de concordancia =[1 - |
(Numero de muestras de ensayo que son verdaderos positivos y verdaderos negativos - nimero de referencia de
muestras de ensayo que son verdaderos positivos y verdaderos negativos en el método de referencia)/Numero
total de muestras del método} ] x 100 %.

En la presente divulgacion, la expresion "precision” se define como: Precisién = [NUmero de muestras de ensayo

positivas con el método de Actero Listeria/Numero de muestras de ensayo positivas en el método de referencia)

x 100 %,
En la presente divulgacion, los términos "medios”, "medio", "caldo", "caldo de cultivo" y similares se refieren todos a
una mezcla de nutrientes adecuada para cultivar un microorganismo deseado, que puede ser una cepa de bacterias
0 una cepa de microbios o especies. En alternativas particulares descritas, los medios pueden comprender uno o
mas de agua, agar, proteinas, aminoacidos, hidrolizado de caseina, sales, lipidos, carbohidratos, sales, minerales y
tampones de pH, y pueden contener extractos tales como extracto de carne, extracto de levadura, triptona, fitona,
peptona y extracto de malta y pueden comprender medio luria bertani (LB). En las alternativas descritas, los medios
pueden ser simples, complejos o medios definidos, y pueden ser medios enriquecidos y pueden estar
suplementados en una amplia variedad de formas, todas las cuales se entenderan facilmente por los expertos en la
materia. En alternativas descritas, los medios pueden comprender tampdn MOPS, una sal de hierro (lll) tal como
citrato férrico, una sal de magnesio tal como sulfato de magnesio, una sal de litio tal como cloruro de litio y pueden
contener piruvato. En alternativas descritas, los medios pueden comprender o consistir en cualquier medio principal
tal como se define en el presente documento. En las alternativas descritas, los medios pueden ser simples,
complejos o medios definidos y pueden ser medios enriquecidos y pueden estar suplementados en una amplia
variedad de formas, todas las cuales se entenderan facilmente por los expertos en la materia. Los términos
"Actero/Listeria" y caldo "ALEM", medio, medio de enriquecimiento y similares se usan como descriptores generales
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para medios de acuerdo con las alternativas del mismo descritas.

En las alternativas descritas, los medios contienen un tampén de pH que puede ser un tampdn quelante no de
magnesio. En una serie de alternativas descritas, el tampon de pH es una mezcla de sal de sodio MOPS y acido sin
MOPS, pero un rango de otros tampones tales como tampones de carbonato y fosfato pueden ser usados como
alternativa y se seleccionaran faciimente y se implementaran por los expertos en la materia, para lograr un pH
deseado para el medio.

En alternativas descritas, los medios pueden proporcionarse en la forma de un polvo o concentrado, también
denominado de manera general “medio en polvo”, “polvo de medio”, “concentrado de medio”, “medio concentrado”, o
similares, que comprenden una pluralidad de componentes y son adecuados para combinarse con un volumen
predeterminado de agua para proporcionar un medio liquido con las concentraciones deseadas de los componentes
particulares. Dicho medio en polvo o medio concentrado puede estar completo, lo que significa que solo necesita
disolverse en agua adecuada, normalmente, agua estéril, antes de su uso. Como alternativa, en las alternativas
descritas, un medio en polvo o concentrado puede ser parcial, lo que significa que se necesitan afiadir componentes
adicionales para proporcionar un medio completo adecuado para su uso. En alternativas descritas, un medio en
polvo o concentrado también incluye un medio que esta al menos parcialmente hidratado en la forma concentrada
adecuada para la dilucion, para producir el medio para uso real en el cultivo de bacterias. Se entendera que el
término "medio" o "medios" tal como se usa en el presente documento, salvo que se requiera lo contrario por el
contexto, incluye tanto los medios finales que tienen componentes a concentraciones adecuadas para cultivar
bacterias y microorganismos y medios en polvo o concentrados adecuados para su dilucion. En la presente
divulgacion, el término "secuestrante de oxigeno" significa un compuesto quimico que eliminara o inactivara el
oxigeno libre o los radicales de oxigeno. En alternativas particulares descritas, un secuestrante de oxigeno se
selecciona del grupo que consiste en una sal de piruvato, catalasa, una sal o compuesto de tioglicolato, cisteina,
hidrocloruro de L-(+)-cisteina, L-cisteina, oxyrase™ (Patel, 1995) Na:S y FeS. En alternativas descritas, los
secuestrantes de oxigeno particulares son formas levorrotatorias o dextrorrotatorias (L o D) y pueden ser formas o
mezclas racémicas. Los expertos en la materia seleccionaran facilmente tales alternativas y reconoceran que tales
secuestrantes de oxigeno se seleccionaran basandose en su compatibilidad bioldgica para la alternativa descrita en
cuestion. En alternativas descritas en las que un secuestrante de oxigeno, o cualquier otro reactivo al que se refiere
la presente divulgacion es una sal, entonces cualquier sal biolégicamente eficaz y compatible es util y las sales no
adecuadas se identificaran y evitaran facilmente por los expertos en la materia. En alternativas descritas, las sales
son sales de sodio o de potasio.

En la presente divulgacion, la expresion "sal de piruvato" se refiere e incluye todas las sales de acido pirdvico
(también conocido como acido 2-oxopropanoico) y cualquier compuesto que comprenda un anién piruvato, y
cualquier isébmero bioldgicamente eficaz o formas sustituidas del mismo. En alternativas descritas, la sal de piruvato
es piruvato de sodio o de potasio. Los expertos en la materia identificaran y evitaran facilmente las sales que no son
biolégicamente eficaces o deseables, por ejemplo, debido a la toxicidad.

Los expertos en la materia apreciaran facilmente que las sales y otros compuestos que son letales o deletéreos para
las bacterias de interés, se evitaran y tales sales y compuestos se identificaran facilmente por los expertos en la
materia.

En la presente divulgacion, un metal alcalino significa cualquiera de entre litio, sodio, potasio, rubidio, cesio y francio,
y una sal de metal alcalino significa cualquier sal biolégicamente eficaz de cualquiera de los anteriores. En
alternativas descritas, una sal es soluble y puede ser organica o inorganica y, a modo de ejemplo, puede ser cloruro,
fosfato, nitrato, carbonato de hidrégeno, piruvato, etanoato.

En la presente divulgacion, el verbo "tamponar" se refiere estabilizar el pH de una solucién, que puede ser un medio
de cultivo, en un intervalo predeterminado, de manera que sera facilmente evidente para los expertos en la materia.
El nombre "tampdn" se refiere a un compuesto quimico adecuado para estabilizar el pH de una solucion.

En la presente divulgacion, el término "sal" se refiere a sales que son solubles o son sustancialmente o parcialmente
solubles en las condiciones relevantes.

En la presente divulgacion, la referencia al "crecimiento" o "cultivo" de una muestra o microorganismos se refiere a
un proceso mediante el cual la muestra o microorganismo se mantiene en condiciones adecuadas o sustancialmente
adecuadas para soportar o promover el crecimiento o la division de uno o mas microorganismos de interés. Se
entenderd que estos términos incluyen una situacién en la que una muestra se expone a condiciones relevantes,
tanto si un microorganismo de interés esta presente como si no, o si esta presente en cantidades detectables.

En la presente divulgacion, el término "sal" se refiere a cualquier sal biolégicamente compatible que es soluble o
sustancialmente soluble o es soluble en el grado necesario para tener la eficacia biolégica deseada en condiciones
de cultivo aplicables.

En la presente divulgacién, un "tampén quelante no de magnesio" o "tampdn quelante sustancialmente no de
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magnesio” significa un tampoén que no quela o secuestra sustancialmente los iones de magnesio disueltos de la
solucion o no lo hace en un grado biolégicamente significativo. En alternativas particulares descritas, un tampoén
quelante no de magnesio es o comprende acido 3-(n-Morfolino)Propanosulfénico, también denominado &cido 3-
morfolinopropano-1-sulfénico; acido 3-(N-morfolino)propanosulfonico; acido 3-N-morfolinopropanosulfénico; acido 4-
mofolinopropanosulfénico y "MOPS" o es o comprende una mezcla de sales de sodio de MOPS y acido sin MOPS.
En alternativas descritas, un intervalo de tampones quelantes no de magnesio biolégicamente aceptables se puede
usar y se identificaran y seleccionaran facilmente entre los expertos en la materia. En algunas alternativas descritas,
tales tampones son formas de MOPS sustituidas o modificadas quimicamente de otro modo. De manera similar, "sin
quelar" o "no quelado" se refiere a un ion o compuesto quimico que es sustancialmente libre en solucién.

En la presente divulgacion, el término medio "base" o medio "principal" o caldo, se refiera a un caldo parcial que
comprende ciertos componentes basicos requeridos, faciimente reconocidos por los expertos en la materia y cuya
composicion detallada puede variar sustancialmente mientras siga siendo adecuada para soportar el crecimiento de
cualquier microorganismo de interés. Por tanto, en alternativas descritas, el medio principal comprende sales,
tampodn y extracto de proteina, y en alternativas descritas comprende carbonato o fosfato o tampones de MOPS o
puede comprender, sales de sodio, sales de magnesio y sales de calcio. En alternativas descritas, un litro de medio
principal tiene la receta que se muestra en la Tabla 1. Sin embargo, en alternativas descritas, el medio principal
comprende uno o mas de agua, agar, proteinas, aminoacidos, hidrolizado de caseina, sales, lipidos, carbohidratos,
sales, minerales y tampones de pH y en alternativas descritas, contiene extractos tales como extracto de carne,
extracto de levadura, triptona, fitona, peptona y extracto de malta y en alternativas descritas, el medio es o
comprende medio luria bertani (LB); medio LB bajo en sal (peptona al 1 %, extracto de levadura al 0,5 % y NaCl al
0,5 %), medio SOB (peptona al 2 %, extracto de levadura al 0,5 %, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl2 10 mM, MgSQOa4
10 mM), medio SOC (peptona al 2 %, extracto de levadura al 0,5 %, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl2 10 mM,
MgSOa4,4 10 mM, glucosa 20 mM), supercaldo (peptona al 3,2 %, extracto de levadura al 2% y NaCl al 0,5 %), medio
2xTY (peptona al 1,6 %, extracto de levadura al 1% y NaCl al 0,5 %), caldo extraordinario (TB, del inglés
TerrificBroth) (peptona al 1,2 %, extracto de levadura al 2,4%, K2HPO4 72 mM,KH2PO4 17 mM y glicerol al 0,4 %),
caldo LB Miller o caldo LB Lennox (peptona al 1 %, extracto de levadura al 0,5 % y NaCl al 1%).

Tabla 1: Contenido genérico del medio base

Ingredientes Fabricantes Cantidad (g/l)
Fitona BD BBL (211906) XaY
Triptona Oxoid (LP0042) [XaY

Extracto de ternera | BD BBL (212303) XaY
Extracto de levadura [BD Bacto (212750)X a Y

En la Tabla 1, X e Y son valores numéricos expresados en gramos. Cada uno de X e Y pueden ser
independientemente 0,0, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,11, 0,12, 0,13, 0,14, 0,15, 0,16,
0,17, 0,18, 0,19. 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9,1,0,1,1,1,2,1,3,1,4,1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4,
25,26, 27,28, 29, 3,0, 31, 3,2, 33, 34, 35, 3,6,3,7,38,39,4,0,4,1,42,43,44,45,46, 4,7, 4,8, 4,9, 5,0,
51,5,2,5,3,54,5,5,5,6,5,7,5,8,5,9, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 64, 6,5, 6,6, 6,7,6,8,6,9,7,0,71,7,2,73,7,4,75, 7,6,
77,78,79, 80,811,828, 3,84, 8,5, 86, 87, 88, 8,9, 9,0, 9,1, 9,2, 9,3, 94, 9,5, 9,6, 9,7, 9,8, 9,9, 10,0, 10,1,
10,2, 10,3, 10,4, 10,5, 10,6, 10,7, 10,8, 10,9, 11,0, 11,1, 11,2, 11,3, 11,4, 11,5, 11,6, 11,7, 11,8, 11,9, 12,0, 12,1,
12,2, 12,3, 12,4, 12,5, 12,6, 12,7, 12,8, 12,9, 13,0, 13,1, 13,2, 13,3, 13,4, 13,5, 13,6, 13,7, 13,8, 13,9, 14,0, 14,1,
14,2, 14,3, 14,4, 14,5, 14,6, 14,7, 14,8, 14,9, 15,0, 15,1, 15,2, 15,3, 15,4, 15,5, 15,6, 15,7, 15,8, 15,9, 16,0, 16,1,
16,2, 16,3, 16,4, 16,5, 16,6, 16,7, 16,8, 16,9, 17,0, 17,1, 17,2, 17,3, 17,4, 17,5, 17,6, 17,7, 17,8, 17,9, 18,0, 18,1,
18,2, 18,3, 18,4, 18,5, 18,6, 18,7, 18,8, 18,9, 19,0, 19,1, 19,2, 19,3, 19,4, 19,5, 19,6, 19,7, 19, 8, 19,9, 20 o mas
gramos y en alternativas descritas particulares, el intervalo de X a Y puede estar delimitado mediante cualquier valor
de X e Y. Se entendera que, en alternativas particulares descritas, las formas modificadas de fitona, triptona,
extracto de ternera y extracto de levadura se seleccionaran facilmente por aquellos expertos en la materia, y seran
sustitutos adecuados de los anteriores. En algunas alternativas descritas, se pueden usar sales alternativas de
magnesio, calcio y sodio y en alternativas particulares descritas, las alternativas a las sales de magnesio, calcio y
sodio se pueden seleccionar. En algunas alternativas descritas, los tampones se incluiran en el medio principal y en
realizaciones, el tampon es un tampén de MOPS.
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Tabla 2: Muestra la receta para medios base de acuerdo con una alternativa particular descrita.

Ingredientes Cantidad (g/l)
Fitona 5
Triptona 5
Extracto de ternera 5
Extracto de levadura 5

Los expertos en la materia entenderan facilmente que el crecimiento de un microorganismo deseado sera el mas
promovido a temperaturas seleccionadas adecuadas para el microorganismo en cuestion. En alternativas
particulares descritas, el microorganismo deseado es Listeria spp y el cultivo se puede llevar a cabo
aproximadamente a 29°C, 30°C, 31°C, 32°C, 33°C, 34°C, 35°C, 36°C, 37°C, 38°C, 39°C, 40°C, 41°C, 42°C, 43°C o
mas y el caldo a usar esta o puede estar precalentada a esta temperatura preparatoria para la inoculaciéon con una
muestra para el ensayo. En alternativas particulares descritas, el cultivo se puede llevar a cabo aproximadamente a
35°C y el caldo a usar se puede precalentar a esta temperatura preparatoria para la inoculacion con una muestra
para el ensayo. En alternativas descritas en el presente documento, el cultivo se puede llevar a cabo a cualquier
temperatura entre 29°C y 43°C y se puede llevar a cabo aproximadamente a 29°C, 30°C, 31°C, 32°C, 33°C, 34°C,
35°C, 36°C, 37°C, 38°C 0 39°C 0 40°C 041°C 0 42°C 0 43°C o entre 29°C y 30°C, 30°C y 31°C, 31°C y 32°C, 32°C
y 33°C, 33°C y 34°C, 34°C y 35°C, 35°C y 36°C, 36°C y 37°C, 37°C y 38°C, 38°C y 39°C, 39°C y 40°C, 40°C y 41°C,
41°C y 42°C 0 42°C y 43°C o a una temperatura de entre 34°C y 43°C o entre 35°C t 42°C o entre 36°C y 42°C,
38°C t42°C o entre 39°C y 41°C o entre 39°C y 40°C o entre 38°C y 39°C o entre 39°C y 40°C o entre 40°C y 41°C
o entre 41°C y 42°C o entre 42°C y 43°C. En alternativas descritas, la temperatura esta entre 32°C y 38°C, o entre
33°C. y 37°C. En la presente divulgacién, "enriquecimiento” de un medio se refiere a la adicion de componentes
seleccionados para promover el crecimiento u otras caracteristicas de uno o mas microorganismos deseados. Una
"solucién de enriquecimiento” se refiere a una solucion que comprende estos componentes adicionales. En
alternativas descritas, los componentes incluidos en una solucién de enriquecimiento incluyen uno o mas de MOPS,
sal de Fe(lll), sal de litio, piruvato, y en alternativas descritas, un suplemento de enriquecimiento selectivo
comprende uno 0 mas agentes selectivos tales como acido nalidixico, cicloheximida e hidrocloruro de acriflavina. En
alternativas particulares descritas, el caldo de enriquecimiento contiene uno o mas de sulfato de magnesio, cloruro
de litio, citrato férrico, piruvato de sodio y suplemento de enriquecimiento.

Tabla 3: Muestra la composicién general de un medio enriquecido descrito.

Ingredientes Fabricantes Cantidad (g/l)
Sal de sodio-Mops Sigma (M9381) X-Y
Acido libre de Mops Sigma (M1254) X-Y
Citrato férrico lll Sigma (F6129) X-Y
Cloruro de litio Sigma (L4408) X-Y
MgSO4 BDH (BDH0246) X-Y
Piruvato de sodio Sigma (15990) X-Y

Suplemento de enriquecimiento Oxoid (SR0141E)
selectivo

Composicion de suplemento de
enriguecimiento selectivo
(componentes que también se 2,7 ml
denominan en el presente documento
de manera colectiva o individual un

"agente selectivo” o un "agente de Cantidad (g/l) en
seleccion” o un "agente que caldo enriquecido
selecciona") Numero CAS final
Cicloheximida 66-81-9 A-B
Acido nalidixico 3374-05-8 A-B
Hidrocloruro de acriflavina 8048-52-0 A-B

Cada uno de X e Y pueden ser independientemente 0,0, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1,
0,11, 0,12, 0,13, 0,14, 0,15, 0,16, 0,17, 0,18, 0,19. 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6,
1,7,18,19,20,21,22,23,24, 25,26, 27, 28,2930, 31, 3,233, 34, 3,5, 36,37, 3,8, 3,9, 4,0, 4,1, 4,2,
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43,44,45,46,4,7,48,49,50,5,1,5,2,5,3,54,5,5, 56, 57, 58,59, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8,
69,70, 71,72,73,74,75,76,7,7,7,8,7,9, 80, 8,1, 82, 83, 84, 85, 86, 8,7, 8,8, 8,9, 9,0, 9,1, 9,2, 9,3, 94,
9,5, 9,6, 9,7, 9,8, 9,9, 10,0, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 gramos o
cualquier valor entre los mismos y en variantes de alternativas particulares descritas, el intervalo X a Y se puede
delimitar por cualquiera de los valores de X e Y. Se entendera que las cantidades relativas de sales de MOPS y de
acido sin MOPS se ajustaran como sea necesario para lograr el pH deseado.

Cada uno de A y B puede ser independientemente 0,0, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,11,
0,12, 0,13, 0,14, 0,15, 0,16, 0,17, 0,18, 0,19. 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7,
1,8,1,9, 2,0, 21,22, 23,24,25,26, 27,28, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 34, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 39,4,0,4,1, 4,2, 4,3,
44,45 46,47, 48,49,5,0, 5,1, 5,2,5,3,54,5,5, 56, 57,58, 5,9, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9,
70,71,72,73,74,75,76,7,7,7,8,7,9, 8,0, 81, 8,2, 83, 84, 8,5, 8,6, 8,7, 8,8, 8,9, 9,0, 9,1, 9,2, 9,3, 9,4, 9,5,
9,6,9,7,9,8,9,9, 10,0, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000, 10.000,
11.000, 12.000, 13.000, 14.000, 15.000, 16.000, 17.000, 18.000, 19.000, 20.000, 30.000, 40.000, 50.000, 60.000,
70.000, 80.000, 90.000 o 100.000 mg/litro.

Tabla 4: Muestra la composicion de un medio de enriquecimiento particular descrito.

Ingredientes Fabricantes Cantidad (g/l)
Sal de sodio-Mops Sigma (M9381) 13,7
Acido libre de Mops Sigma (M1254) 8,5

Citrato férrico Ill Sigma (F6129) 0,50
Cloruro de litio Sigma (L4408) 8

MgSOa BDH (BDH0246) 2

Piruvato de sodio Sigma (15990) 1
Suplemento de enriquecimiento selectivo (también denominado en el | Oxoid (SR0141E) 2,7 ml
presente documento un "agente selectivo") que comprende los

siguientes componentes:

Qicloheximida 66-81-9 33,75 mg
Acido nalidixico 3374-05-8 27 mg
Hidrocloruro de acriflavina 8048-52-0 10,125 mg

*Reconstituir un frasco como se indica, y afiadir 2,7 ml del contenido a 1 | de medio. Sin embargo, se entendera
facilmente por los expertos en la materia que estas cantidades pueden variar para adecuarse a requerimientos
particulares y en alternativas descritas, el medio enriquecido final contiene aproximadamente 1x10°6, 2x10¢, 3x10-
6, 4x10%, 5x106, 6x10°6, 7x106, 8x10%, 9x10, 1x10-5, 2x105, 3x10, 4x10-%, 5x10-5, 6x105, 7x10, 8x10®, 9x10°5,
1x104, 2x104, 3x10*, 4x104, 5x104, 6x104, 7x104, 8x104, 9x104, 1x103, 2x1073, 3x1073, 4x103, 5x1073, 6x1073,
7x1073, 8x1072, 9x10°3, 1x102, 2x102, 3x102, 4x1072, 5x102, 6x102, 7x102, 8x102, 9x102, 1x10!, 2x10™", 3x10",
4x107", 5x10, 6x10°1, 7x10", 8x10-!, 9x10™, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 1x102, 2x102, 3x142, 4x102, 5x10?,
6x102, 7x102, 8x102, 9x102, 1x103, 2x103, 3x103, 4x103, 5x103, 6x103, 7x103, 8x103, 9x103, 0 mas o menos g/litro o
mg/litro de componentes individuales en el caldo.

En la presente divulgacion, un "suplemento" para un medio de cultivo significa una solucion, liquido, sélido u otro
material para afadir a un medio de cultivo. Un suplemento tiene el efecto o el propdsito de promover el crecimiento
de uno o mas microorganismos y en alternativas especificas descritas promueve de manera selectiva el crecimiento
de uno o mas microorganismos en relacién con otros microorganismos no deseados. En alternativas particulares
descritas, un suplemento comprende uno o mas de: sal de magnesio, sal de litio, una sal de hierro (lll), un piruvato y
un agente selectivo o comprende precursores o formas modificadas que se pueden convertir o metabolizar
facilmente para formar cualquiera de los anteriores. En alternativas descritas, un suplemento es un suplemento para
promover el crecimiento de Listeria spp. En la presente divulgacion, la expresion "agente selectivo" se refiere a un
compuesto quimico o condicién del cultivo que sirve para favorecer el crecimiento de un microorganismo deseado o
para inhibir el crecimiento de un microorganismo no deseado. En alternativas particulares descritas, los agentes
selectivos incluyen antibidticos, sulfanamidas o antisépticos. En alternativas particulares descritas, un agente
selectivo es o0 comprende uno, dos o todos los tres de acido nalidixico, cicloheximida e hidrocloruro de acriflavina. o
incluye equivalentes adecuados o alternativas a los mismos. La expresion "suplemento de enriquecimiento selectivo"
es equivalente a la expresion "agente selectivo". En alternativas particulares descritas, la concentracion de trabajo
de cicloheximida es aproximadamente 33.75 mg por litro de medio de cultivo, y en alternativas descritas esta entre
15 y 50 mg/litro de medio de cultivo o puede ser mayor de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 100 o mas mg/litro de medio de cultivo. En alternativas particulares descritas, la concentracion de trabajo
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de acido nalidixico es aproximadamente 27 mg por litro de medio de cultivo o esta entre 10 y 50 mg/litro de medio de
cultivo o es mayor de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o mas mg/litro de
medio de cultivo. En alternativas descritas, la concentraciéon de trabajo de hidrocloruro de acriflavina es
aproximadamente 10,125 mg/litro o esta entre 6.000 y 15.000 mg/litro o es mayor de 1.000, 2.000, 3.000, 4.000,
5.000, 6.000, 7.000, 8.000, 9.000, 10.000, 11.000, 12.000, 13.000, 14.000, 15.000, 16.000, 17.000, 18.000, 19.000,
20.000 o mas mg/litro de medio de cultivo. Los expertos en la materia, sin embargo, reconoceran que se puede
emplear una amplia variedad de concentraciones de agentes selectivos y haran ajustes adecuados para propositos
particulares.

En la presente divulgacién, los términos "Actero/Listeria", "Actero Listeria" y "ALEM", caldo, medio, caldo de
enriquecimiento y similares, se refieren todos al caldo o los medios de acuerdo con las alternativas descritas del
mismo.

En la presente divulgacion, "condiciones de cultivo" significa los parametros para el cultivo de un microorganismo, e
incluye la composicién quimica y las propiedades fisicas del medio de cultivo, como la temperatura, agitacion,
contencion y duracion del cultivo. Por tanto, en alternativas particulares descritas, un cultivo se mantiene a cualquier
temperatura entre 29°C y 43°C y en alternativas particulares descritas, se mantiene a una temperatura de
aproximadamente 39°C. Se entendera que en ciertas alternativas descritas, las temperaturas por encima de los
30°C y por debajo de los 25 °C, y en alternativas descritas se mantiene a temperaturas entre 29°C y 43°C y se
puede llevar a cabo aproximadamente a 29°C, 30°C, 31°C, 32°C, 33 °C, 34°C, 35°C, 36°C, 37°C, 38°C 0 39°C o
40°C 0 41°C 0 42°C 0 43°C o entre 29°C y 30°C, 30°C y 31°C, 31°C y 32°C, 32°C y 33°C, 33°C y 34°C, 34°C y
35°C, 35°C y 36°C, 36°C y 37°C, 37°C y 38°C, 38°C y 39°C, 39°C y 40°C, 40°C y 41°C, 41°C y 42°C 0 42°C y 43°C
0 a una temperatura de entre 34°C y 43°C o entre 35°C t 42°C o entre 36°C y 42°C, 38°C y 42°C o entre 39°C y
41°C o entre 39°C y 40°C o entre 38°C y 39°C o entre 39°C y 40°C o entre 40°C y 41°C o entre 41°C y 42°C o entre
42°C y 43°C. En alternativas descritas, la temperatura esta entre 32°C y 38°C, o entre 33°C y 36°C. También se
pueden usar para cultivar microorganismos que usan los medios descritos en el presente documento, sin embargo,
se ha descubierto que temperaturas fuera del intervalo entre aproximadamente 25 °C y aproximadamente 30 °C,
pueden permitir un crecimiento mas rapido de otros microorganismos no deseados y pueden inhibir el crecimiento de
Listeria. El pH del medio de cultivo se establece generalmente a entre 7 y 8 y, por ejemplo, en alternativas
particulares descritas, puede ser aproximadamente 7,0, 7,1, 7,2, 7,3, 7,4, 7,5, 7,6, 7,7, 7,8, 7,9 u 8,0 0 estd en un
intervalo delimitado por dos valores cualquiera de los anteriores. Se entendera que un pH fuera del intervalo de pH
7-8 aun puede ser util en alternativas descritas, pero que la eficacia y selectividad del cultivo puede verse afectada
de manera adversa. Un cultivo puede crecer durante cualquier periodo deseado tras la inoculacién con una muestra
pero se ha descubierto que en las alternativas descritas no limitantes, un periodo de cultivo de 24 horas es suficiente
para enriquecer el contenido de Listeria spp suficientemente como para permitir el ensayo mediante métodos
normales. Sin embargo, en alternativas descritas para propdsitos particulares, el periodo de cultivo puede ser méas
largo 0 mas corto y puede ser de hasta o menos de 0,5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 o mas
horas. Los expertos en la materia seleccionaran facilmente un periodo de cultivo adecuado para satisfacer
requerimientos particulares.

En la presente divulgacion, un "microorganismo” significa una bacteria, que puede ser una bacteria patogénica y en
alternativas descritas puede ser Listeria spp.

En la presente divulgacion, "detectar" un microorganismo, significa cualquier proceso de observar la presencia de un
microorganismo o un cambio en la presencia de un microorganismo en una muestra bioldgica, tanto si se detecta
realmente como si no el microorganismo o el cambio en el microorganismo. En otras palabras, el hecho de ensayar
una muestra de un microorganismo o un cambio en el nivel de un microorganismo, es una "deteccién", incluso si se
determina que el microorganismo no esta presente o esta por debajo del nivel de sensibilidad. La deteccion puede
ser una observacion cuantitativa, semicuantitativa o no cuantitativa, y se puede basar en una comparacién con una o
mas muestras de control. La deteccién se puede aplicar a cualquier muestra en donde se va a evaluar la presencia o
ausencia del microorganismo, y en alternativas particulares descritas, pero sin limitar la generalidad de los
anteriores, una muestra es o comprende cualquier forma de material biolégico y puede comprender carne molida o
sin moler, aves de corral, pescado, marisco, verduras, fruta, produccion diaria, leche, huevos, alimentos envasados,
alimentos enlatados, alimentos embotellados o alimentos envueltos.

En alternativas descritas y sin limitacion, la etapa de detectar un microorganismo comprende el uso de métodos de
PCR, PCR en tiempo real, lectinas, difusion simple, difusion lateral, deteccidon inmunoldgica, flujo lateral o flujo
continuo para detectar la presencia del microorganismo en un cultivo. A modo de ilustracion y sin limitacién, en
alternativas particulares descritas, los métodos de deteccién posibles incluyen o usan la materia objeto descrita en
cualquiera de los documentos US6483303; US 6597176; US6607922; US6927570; y US7323139.

En la presente divulgacion, las expresiones "muestra" y "muestra biologica" tienen el mismo y el mas amplio
significado posible consistente con su contexto y se refiere generalmente y sin limitaciéon a cualquier cosa que se
desee ensayar para la presencia de uno o mas microorganismos de interés, e incluye todos tales materias objeto
tanto si contienen realmente como si no cualquier microorganismo, o cualquier microorganismo de interés y tanto si
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contiene como si no salmonella spp. o E. coli spp. En alternativas descritas, se puede obtener una muestra tomando
una parte o porcion, o mediante el uso de un hisopo, toallita, filtro, frotis o cualquier otro método adecuado, todos las
cuales se entenderan facilmente y se implementaran entre los expertos en la materia. En alternativas descritas
particulares, una muestra es o comprende material alimenticio o es o comprende material de plantas o animales o es
o comprende carne, marisco, pescado, verduras, fruta, ensaladas, alimentos precocinados, huevos, produccion
diaria, materiales alimenticios combinados y sin combinar, productos enlatados o cualquier otra forma de productos
frescos, crudos, cocidos, sin cocer, congelados, refrigerados, molidos, triturados, enlatados, tratados térmicamente,
secos, conservados, refinados o en conserva cualesquiera. En alternativas descritas, se puede tomar una muestra
del ambiente, superficie, recipiente o localizacién en donde se desee determinar si un microorganismo de interés
esta presente, por ejemplo, y sin limitacion, superficies de cocina, superficies de coccion, recipientes de
almacenamiento de alimento, cubiertos, refrigeradores, congeladores, recipientes de exposicion, materiales de
embalaje, plantas y animales vivos y cualquier otro ambiente, localizacién, superficie o cualquier material que pueda
ser de interés para un usuario. Los expertos en la materia entenderan e implementaran métodos adecuados para
seleccionar, obtener y manejar cualquier muestra para su uso en alternativas descritas. En alternativas descritas
seleccionadas, las muestras son muestras de carne, pescado, marisco, verduras, huevos o produccion diaria.

Medio de cultivo de acuerdo con una alternativa descrita

En una alternativa descrita, se describe un medio de cultivo que comprende concentraciones bioldgicamente
eficaces de: iones de magnesio no quelados; y de un secuestrante de oxigeno. Se entenderd que la expresion
"concentracion bioldgicamente eficaz" describe las concentraciones tanto de iones de magnesio no quelados como
del secuestrante de oxigeno, y que tales ambas concentraciones se pueden ajustar de manera opcional en formas
facilmente reconocidas por los expertos en la materia, pero que tales ajustes se haran de manera que preserve la
eficacia de la combinacion para los propdsitos de realizaciones particulares. En alternativas develadas, el
secuestrante de oxigeno se selecciona del grupo que consiste en una sal de piruvato, catalasa, una sal de
tioglicolato, cisteina, oxyrase™, Na2S y FeS.

En alternativas descritas, el medio de cultivo comprende una concentracion biolégicamente eficaz de iones de
magnesio no quelados y una concentracion biolégicamente eficaz de al menos un componente seleccionado del
grupo que consiste en: una sal de litio, una sal de hierro (lll) y una sal de piruvato. En variantes de alternativas
descritas, el medio comprende una combinacién biolégicamente eficaz de al menos dos, tres o cuatro componentes
seleccionados del grupo que consiste en una sal de litio, una sal de magnesio, una sal de hierro (lll) y una sal de
piruvato. En variantes de alternativas descritas, el medio ademas comprende uno o mas agentes selectivos. En
variantes de alternativas descritas, el medio es un medio tamponado y en variantes de realizaciones, el tampon es
sustancialmente un quelante no de magnesio. En alternativas descritas, la sal de hierro (lll) esta presente en una
concentracion de mas de aproximadamente 0,05 g/l; la sal de litio esta presente en una concentraciéon de mas de
aproximadamente 0,1 g/l; la sal de magnesio esta presente en una concentracién de mas de aproximadamente 0,1
g/l; y la sal de piruvato esta presente en una concentracion de mas de aproximadamente 0,1 g/l. En alternativas
descritas, el medio es para cultivar Listeria spp.

En alternativas adicionales descritas, el medio comprende al menos tres, cuatro, cinco o todos los seis componentes
seleccionados del grupo que consiste en un tampoén quelante no de magnesio, una sal de litio, una sal de magnesio,
una sal de hierro (lll) y una sal de piruvato. En alternativas descritas, uno de los componentes seleccionados es una
sal de litio. En una alternativa adicional descrita, uno de los componentes seleccionados es un tampén quelante no
de magnesio. En una alternativa adicional descrita, uno de los componentes seleccionados es una sal de magnesio.
En una alternativa adicional descrita, uno de los componentes seleccionados es una sal de hierro (Ill). En una
alternativa adicional descrita, uno de los componentes seleccionados es una sal de piruvato.

En una serie adicional de alternativas descritas, los componentes seleccionados comprenden un tampoén quelante
que no es de magnesio, una sal de litio y al menos un componente seleccionado del grupo que consiste en una sal
de magnesio, una sal de hierro (lll) y una sal de piruvato.

En una serie adicional de alternativas descritas, los componentes seleccionados comprenden un tampén quelante no
de magnesio, una sal de magnesio y al menos un componente seleccionado del grupo que consiste en una sal de
litio, una sal de hierro (lll) y una sal de piruvato.

En una serie adicional de alternativas descritas, los componentes seleccionados comprenden un tampdn quelante no
de magnesio, una sal de éxido de hierro (lll) y al menos un componente seleccionado del grupo que consiste en una
sal de magnesio, una sal de litio y una sal de piruvato.

En una serie adicional de alternativas descritas, los componentes seleccionados comprenden un tampén quelante no
de magnesio, una sal de piruvato y al menos un componente seleccionado del grupo que consiste en una sal de
magnesio, una sal de litio y una sal de 6xido de hierro (ll1).

En una serie adicional de alternativas descritas, los componentes seleccionados comprenden una sal de litio y un
tampon quelante no de magnesio o una sal de luto y una sal de magnesio o una sal de litio y una sal de hierro (lll) o

10



10

15

20

25

30

35

ES 2627344 T3

una sal de litio y una sal de piruvato. En una serie adicional de alternativas descritas los componentes seleccionados
comprenden una sal de piruvato y un tampén quelante no de magnesio o una sal de piruvato y una sal de magnesio,
0 una sal de piruvato y una sal de litio o una sal de piruvato y una sal de 6xido de hierro (llI).

En una serie adicional de alternativas descritas, los componentes seleccionados comprenden una sal de 6xido de
hierro (lll) y una sal de litio, y o una sal de 6xido de hierro (lll) y una sal de piruvato, o una sal de éxido de hierro (lll)
y un tampoén quelante no de magnesio, o una sal de 6xido de hierro (lll) y una sal de magnesio.

En series adicionales de alternativas descritas, el medio comprende adicionalmente un agente selectivo. En
alternativas descritas, el agente selectivo comprende al menos uno de acido nalidixico, hidrocloruro de acriflavina y
cicloheximida. En alternativas descritas, la sal de hierro (lll) estd presente en una concentracion de mas de
aproximadamente 0,05 g/l; La sal de litio esta presente en una concentracion de mas de aproximadamente 0,1 g/l; la
sal de magnesio esta presente en una concentracion de mas de aproximadamente 0,1 g/l; y la sal de piruvato esta
presente en una concentracion de mas de aproximadamente 0,1 g/l. En alternativas descritas, la sal de hierro (lll)
esta presente en una concentracion de entre 0,05 g/l y 50g/l; dicha sal de litio esta presente en una concentracion de
entre 0,1 g/l y 100 g/l; dicha sal de magnesio esta presente en una concentracion de entre 0,1 g/l y 100 g/l; dicha sal
de piruvato esta presente en una concentracion de entre 0,1 g/l y 100 g/l.

La composicion de un medio de acuerdo con la invencion se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5: La composicién de un medio de cultivo de acuerdo con la invencion.

Ingredientes Fabricantes (Cga;;;tidad
Fitona BD BBL (211906) 5

Triptona Oxoid (LP0042) 5

Extracto de ternera BD BBL (212303) 5

Extracto de levadura BD Bacto (212750) 5

Sal de sodio-Mops Sigma (M9381) 13,7
Acido libre de Mops Sigma (M1254) 8,5

Citrato férrico lll Sigma (F6129) 0,5
Cloruro de litio Sigma (L4408) 8

MgSO4 BDH (BDH0246) 2

Piruvato de sodio Sigma (15990) 1
Suplemento selectivo (uno o0 mas componentes, los cuales también se

denominan en el presente documento "agente selectivo"). El suplemento | Oxoid (SR0141 E) 2,7 mi
selectivo comprende cada uno de

cicloheximida, &cido nalidixico e hidrocloruro de acriflavina

*Reconstituir un frasco como se indica, y afiadir 2,7 ml del contenido a 1 | de medio. Los 2,7 ml de suplemento
selv_s-cti\{o comprenden 33,75 mg de cicloheximida, 27 mg de acido nalidixico y 10,125 mg de hidrocloruro de
E;;glr?l\ilzlgfllos medios con el suplemento afadido mediante tratamiento con autoclave a 110°C durante 15
minutos.

Métodos para cultivar de acuerdo con las alternativas descritas

En alternativas descritas se describe un método para cultivar una muestra bioldgica, el método comprende cultivar la
muestra en la presencia de concentraciones bioldgicamente eficaces de: iones de magnesio no quelados; y un
secuestrante de oxigeno. En alternativas develadas, el secuestrante de oxigeno se selecciona del grupo que
consiste en una sal de piruvato, catalasa, una sal de tioglicolato, cisteina, oxyrase™, Na2S y FeS. En variantes de
alternativas descritas se describe un método para cultivar una muestra bioldgica, comprendiendo el método: cultivar
la muestra en un medio que comprende una concentracién biolégicamente eficaz de iones de magnesio no quelados
y una concentracion biolégicamente eficaz de al menos un componente seleccionado del grupo que consiste en: una
sal de litio, una sal de hierro (lll) y una sal de piruvato. En alternativas descritas, el cultivo tiene lugar en presencia de
al menos dos, tres, cuatro, cinco o seis componentes seleccionados del grupo que consiste en un tampoén quelante
que sustancialmente no es de magnesio, una sal de magnesio, una sal de litio, una sal de hierro (lll), una sal de
piruvato y un agente selectivo. En alternativas descritas, el método comprende cultivar las bacterias en un medio de
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acuerdo con la divulgacién.

En realizaciones, la deteccion ademas comprende una etapa de PCR, unién a lectina, difusion simple, difusion
lateral, deteccion inmunolégica, flujo lateral o flujo continuo. En alternativas descritas, el cultivo tiene lugar en
presencia de un agente selectivo. De acuerdo con la invencién las bacterias son o incluyen Listeria spp y en
alternativas descritas, la deteccion comprende preferentemente cultivar una especie bacteriana que, de acuerdo con
la invencion, es una Listeria spp. En variantes de alternativas descritas, el método comprende cultivar la muestra
bioldgica usando medios de acuerdo con las alternativas descritas. En alternativas descritas, la muestra bioldgica
comprende bacterias, en realizaciones, las bacterias son Listeria spp y en alternativas descritas, el método
preferentemente comprende cultivar Listeria spp u otras cepas de bacterias.

Métodos para detectar bacterias de acuerdo con las alternativas descritas

En alternativas descritas se describe un método para detectar bacterias en una muestra, el método comprende
cultivar la muestra en la presencia de concentraciones bioldgicamente eficaces de: iones de magnesio no quelados;
y un secuestrante de oxigeno. En alternativas develadas, el secuestrante de oxigeno se selecciona del grupo que
consiste en una sal de piruvato, catalasa, una sal de tioglicolato, cisteina, oxyrase™, Na2S y FeS.

En una serie adicional de alternativas descritas se describe un método para detectar bacterias en una muestra,
comprendiendo el método la etapa de cultivar la muestra en la presencia de una combinacién biolégicamente eficaz
de iones de magnesio no quelados y al menos un componente seleccionado del grupo que consiste en una sal de
litio, una sal de hierro (Ill), una sal de piruvato y un agente selectivo. En alternativas descritas, el cultivo tiene lugar
en presencia de al menos dos, tres, cuatro, cinco o seis componentes seleccionados del grupo que consiste en un
tampodn quelante sustancialmente no de magnesio, una sal de magnesio, una sal de litio, una sal de hierro (lll), una
sal de piruvato y un agente selectivo. En alternativas descritas, el método comprende cultivar las bacterias en un
medio de acuerdo con la realizacién. En alternativas descritas, la deteccion comprende adicionalmente una etapa de
PCR, unién a lectina, difusion simple, difusién lateral, deteccion inmunoldgica, flujo lateral o flujo continuo. En
alternativas descritas, el cultivo tiene lugar en presencia de un agente selectivo. En alternativas descritas, las
bacterias son Listeria spp y en realizaciones, la deteccion comprende cultivar preferentemente una especie de
bacteria que puede ser Listeria spp.

En alternativas descritas, tras cultivar los microorganismos en los medios de acuerdo con las alternativas descritas
durante un periodo de tiempo adecuado en condiciones de cultivo adecuadas, la presencia del microorganismo de
interés se detecta mediante uno cualquiera de un intervalo de métodos facilmente evidentes para los expertos en la
materia. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a métodos de deteccion mediante PCR, deteccién con PCR en
tiempo real, unién a lectina, difusion simple, difusion lateral, deteccion inmunoldgica, flujo lateral o flujo continuo. Los
métodos  inmunoldgicos  pueden incluir inmunoprecipitacion, transferencias, inmunorradioensayo o
inmunoprecipitacion asociada con ligandos magnéticos, o puede usar cualquier otro método adecuado.

En alternativas descritas particulares, se calienta una alicuota del cultivo o se trata de otro modo para eliminar los
microorganismos antes del ensayo. La muestra calentada se puede procesar entonces mediante la metodologia
deseada para identificar la presencia de antigenos o de secuencias diagnostico de acido nucleico del
microorganismo de interés.

En alternativas descritas, el medio se puede usar en combinacion con la tecnologia patentada existente de
FoodChek™, denominada en lo sucesivo en el presente documento como MICT. Ampliamente, en un ejemplo del
uso de la metodologia MICT, una alicuota del cultivo enriquecido se calienta para eliminar el analito diana. La
muestra calentada se carga en un casete de flujo lateral, que esta compuesto de un lecho de muestra/conjugado que
contiene particulas magnéticas de tamafio nanométrico conjugadas con un anticuerpo que se unira al antigeno del
patégeno. Los ensayos también contienen un segundo anticuerpo en una tira estrecha llamada zona de captura. El
flujo capilar toma el liquido cargado a través del lecho de la muestra al lecho conjugado, en donde la bacteria diana
se une a las particulas cubiertas con anticuerpo. Este complejo inmunitario fluye en la tira de ensayo hacia la zona
de captura. El resultado es una acumulacién de particulas magnéticas en la zona de captura. Si el patégeno diana
esta ausente, el complejo inmunitario no se forma, las particulas no se acumulan en la linea de captura y el resultado
del test es negativo. Ademas, aguas abajo, una linea de control que se ha despojado de manera similar pero con un
reactivo diferente verifica que el ensayo se ha realizado de manera correcta y que los reactivos aun son activos. El
casete se lee en un instrumento capaz de detectar bajas concentraciones de particulas magnéticas. El detector
detecta pequeiios cambios en un campo magnético a lo largo de la tira de ensayo a medida que pasa por debajo de
un grupo de bobinas de deteccién. Las bobinas se enrollan en direcciones alternas, de manera que se genera un
perfil de sefial caracteristico por la presencia de particulas magnéticas unidas al ensayo o a las lineas de control. El
instrumento compara la sefial de deteccién con un valor umbral positivo codificado en el cddigo de barras pegado en
cada casete individual y entonces comunica un resultado positivo o negativo. Los resultados se presentan en la
pantalla de cristal liquido del instrumento y se imprimen o se transfieren a un ordenador relacionado. Ademas de
todos los parametros de analisis, el codigo de barras también codifica el nombre de ensayo, el nimero del lote y la
fecha de expiracion, que se imprimen junto con el resultado del ensayo. La aplicacion detallada y el uso de tal
metodologia de deteccidn sera faciimente entendida por los expertos en la materia. Las realizaciones de la
tecnologia MICT para ensayar o determinar la presencia o ausencia de un microorganismo se exponen en uno o
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mas de los documentos US7323139, US6927570, US6607922, US6597176, US6518747, US6483303, US 6046585,
US6275031, US6437563.

En alternativas descritas, el medio puede reemplazar al menos la primera etapa de enriquecimiento en los protocolos
para el aislamiento y la identificacion de microorganismos, y en alternativas descritas, estos son Listeria spp.

Suplementos de acuerdo con las alternativas descritas

En una serie adicional de alternativas descritas, se describe una composicion para suplementar un medio de cultivo,
comprendiendo el suplemento unas concentraciones biolégicamente eficaces de: iones de magnesio no quelados; y
de un secuestrante de oxigeno. En alternativas develadas, el secuestrante de oxigeno se selecciona del grupo que
consiste en una sal de piruvato, catalasa, una sal de tioglicolato, cisteina, oxyrase™, NaxS y FeS.

En variantes de las alternativas descritas, la composicion comprende una mezcla concentrada de tampoén quelante
no de magnesio y una concentraciéon biolégicamente eficaz de uno o mas de una sal de magnesio, una sal de litio,
una sal de hierro (lll) y una sal de piruvato. En alternativas descritas, la composicion comprende una combinacion
bioldgicamente eficaz de al menos dos, tres o cuatro, o cinco componentes seleccionados del grupo que consiste en
una sal de magnesio, una sal de litio, una sal de hierro (Ill) y una sal de piruvato.

En alternativas descritas, la composicion comprende un agente selectivo. En alternativas descritas, la composicion
es para cultivar Listeria spp. En alternativas descritas, las composiciones se usan para cultivar bacterias que pueden
ser Listeria spp.

Kits de acuerdo con las alternativas descritas

En una serie adicional de alternativas descritas, se describen kits para cultivar bacterias y, de acuerdo con la
invencion, tales bacterias son Listeria spp. En alternativas descritas, el kit comprende un tampoén quelante que no
contiene magnesio; y un secuestrante de oxigeno. En alternativas develadas, el secuestrante de oxigeno se
selecciona del grupo que consiste en una sal de piruvato, catalasa, una sal de tioglicolato, cisteina, oxyrase™, Na2S
y FeS.

En alternativas descritas, un kit comprende uno, dos, tres o cuatro componentes seleccionados del grupo que
consiste en una sal de litio, una sal de hierro (lll), una sal de piruvato, una sal de magnesio y un tampén quelante no
de magnesio. En alternativas descritas, el kit también comprende un agente selectivo y, en alternativas adicionales
descritas, comprende instrucciones de como usar el kit para cultivar las bacterias o como cultivar preferentemente
las bacterias.

En alternativas descritas, los medios y los métodos de acuerdo con las alternativas descritas son o pueden ser
adecuados para reemplazar las etapas de doble enriquecimiento usadas en protocolos comunes para el aislamiento
y la identificacion de las bacterias, que pueden ser Listeria spp, con una Unica etapa de enriquecimiento. En
alternativas descritas, el medio permite o puede permitir la reduccién del tiempo de enriquecimiento necesario para
la deteccion de una bacteria a aproximadamente 24 h o menos, y en alternativas descritas, puede permitir que el
tiempo de enriquecimiento sea menos de aproximadamente 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16,
15 horas. En alternativas descritas, una unica ronda de cultivo es suficiente para alcanzar la sensibilidad de cultivo
para la mayoria de las tecnologias actuales, que pueden ser capaces de detectar bacterias a niveles de entre
aproximadamente 103 to 10* ufc/ml en aproximadamente 21 horas, 22 horas, 23 horas o 24 horas de incubacion. In
alternativas descritas, es posible lograr estos resultados incluso con un indculo inicial débil.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos se presentan a modo de ilustracién y no de limitacion.

En un ejemplo, se describe el caldo y su uso para cultivar Listeria spp.
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Tabla 6: Muestra la composicién de medio de cultivo de Listeria de acuerdo con un ejemplo

Ingredientes Fabricantes Cantidad (g/l)
Fitona BD BBL (211906) 5
Triptona Oxoid (LP0042) 5
Extracto de ternera BD BBL (212303) 5
Extracto de levadura BD Bacto 5

(212750)
Sal de sodio-Mops Sigma (M9381) 13,7
Acido libre de Mops Sigma (M1254) 8,5
Citrato férrico Ill Sigma (F6129) 0,5
Cloruro de litio Sigma (L4408) 8
MgSOa4 BDH (BDH0246) 2
Piruvato de sodio Sigma (15990) 1
Suplementg de enriquecimiento selectivo* que Oxoid (SRO141E) 2.7 ml
comprende:
Cicloheximida 66-81-9 33,75 mg
Acido nalidixico 3374-05-8 27 mg
Hidrocloruro de acriflavina 8048-52-0 10,125 mg
*Reconstituir un frasco como se indica, y afadir 2,7 ml del contenido a 1 | de medio de Listeria.
Esterilizar el caldo base de enriquecimiento con el suplemento mediante tratamiento con autoclave a
110 °C durante 15 minutos.

En una serie adicional de ejemplos se describe un medio, su preparacion y su uso. Reactivos: Medio enriquecido
con Actero Listeria. - Medio optimizado de manera especifica para el crecimiento y la recuperacion de Listeria spp.
en un enriquecimiento de una unica etapa. De acuerdo con el ejemplo, el medio se proporciona en dos formatos: una
botella de 500 g y un pack de 20 sobres individuales de 4,9 g de polvo cada uno.

Suministros y reactivos adicionales: Agua estéril, destilada/desionizada. Cualquier fuente.; El caldo neutralizante
Dey-Engley (D/E) (Lab M Limited, Lancashire, Reino Unido) se usa para el ensayo de desinfectantes y eficacia
sanitaria; Agar Oxford modificados (MOX; Difco Becton Dickinson, Nueva Jersey, EE.UU.); El agar Rapid'L.mono
(RLM; Bio-Rad, Missisauga, Ontario, Canada) es un medio cromogénico para la deteccién, enumeracion y
diferenciacion de Listeria spp., especificamente, L. monocytogenes de muestras de alimento y ambientales; Sistema
de panel de ensayos bioquimicos API® (Biomereieux, Marcy- L’etoile, Francia); Esponjas de muestreo de celulosa
estéril no bactericida de 8x4x0,3 cm humedecidas previamente con D/E; Bolsas stomacher estériles con filtro; Tubos
de polipropileno con tapa. Disponibles de multiples fuentes; Pipetas de transferencia desechables. Cualquier fuente;
Agujas de inoculacién de plastico y 10 ul de bucles calibrados. Cualquier fuente. Aparatos: Homogeneizador
Stomacher Seward 400 (Seward, Londres, Inglaterra). - Para la mezcla concienzuda de esponjas de muestra
ambiental en caldo de enriquecimiento; Micropipeta y puntas estériles desechables; Incubador estacionario
Symphony™ (VWR, EE.UU.) o equivalente. - Para proporcionar 29 °C+0,5 °C; Incubador estacionario, modelo 1555
(VWR, EE.UU.) o equivalente. - Para proporcionar 35 °C+2 °C.

Preparacion general de los medios: Para preparar el Actero Listeria, suspender 53,8 g del polvo en un litro de
agua destilada. Calentar la mezcla a 100°C y agitar constantemente hasta la disolucion completa del polvo (aprox.
35 min). Dispensar en recipientes finales y esterilizar mediante tratamiento con autoclave a 110°C durante 15 min.
No es necesario tratar con autoclave el medio si se usa inmediatamente tras la preparacion. El uso de agua estéril
es recomendable en este caso.

Preparacion de la muestra: Para preparar esponjas de muestra ambiental, hacer un frotis de una superficie
ambiental de 100 cm? usando esponjas de muestreo de celulosa no bactericidas humedecidas previamente con
caldo D/E neutralizante aproximadamente 5 veces en vertical y 5 veces en horizontal (de arriba a abajo o de lado a
lado se considera una vez). Colocar cada esponja en una bolsa de muestra estéril y mantener a 4°C+2°C hasta el
ensayo.

Analisis: Anadir 90 ml de Actero Listeria precalentado a 29°C+0,5 °C a cada esponja de muestra en una Unica

bolsa, mantener 30 segundos y enriquecer a 29 C+0,5 °C durante 24 horas. Mezclar a mano es una alternativa
aceptable para el mantenimiento. Para mezclar a mano, masajear cada esponja durante aproximadamente un
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minuto. Al final del periodo de enriquecimiento, cultivar en estrias las muestras directamente en placas de agar MOX
y/o RLM. Confirmar las presuntas colonias de Listeria spp. tal como se recomienda en MLG 8.07 (12) o enviarlas al
laboratorio independiente para su confirmacion.

Interpretacion y comunicacioén del resultado: Si no se han encontrado colonias sospechosas con la morfologia
tipica de Listeria spp. en placas de agar MOX y/o RPM tras 4812 h de incubacién total, la muestra se considera
negativa para Listeria spp. Si se han encontrado colonias sospechosas con la morfologia tipica de Listeria spp. en
placas de agar MOX y/o RPM ftras 4842 h de incubacion total, la muestra deberia considerarse como potencialmente
positiva. Las colonias sospechosas se deben confirmar de acuerdo con el Capitulo 8.07 de USDA FSIS Microbiology
Laboratory Guidebook.

Otros suplementos, reactivos y aparatos usados en el presente estudio: Placas de agar sangre de caballo con
sobrecapa (agar HBO o HL; Quélab Inc., Quebec, Canada); Caldo Lactobacillus M.R.S. (MRS; Quélab Inc., Quebec,
Canada); Caldo modificado de la Universidad de Vermont (UVM; Quélab Inc, Quebec, Canada) - se usa para el
aislamiento y el enriquecimiento selectivo de L. monocytogenes; Caldo de enriquecimiento de Listeria tamponado
con acido morfolinopropanosulfonico (MOPS-BLEB; Oxoid LTD, Ontario, Canada); Agar tripticasa de soja (TSA;
Quélab Inc., Quebec Canadd) con extracto de levadura al 0,6 % (TSA-YE; Extracto de levadura Bacto™; BD
Diagnostics, Nueva Jersey, EE.UU.); Placas de agar tripticasa de soja con sangre de oveja al 5 % (agar sangre;
BBL™Stacker™, proporcionado por BD Diagnostics, Nueva Jersey, EE.UU.); Caldo de tripticasa de soja (TSB;
Quélab Inc., Quebec, Canada) con extracto de levadura al 0,6 % (TSB-YE; Extracto de levadura Bacto™, BD
Diagnostics, Nueva Jersey, EE.UU.); Stomacher Seward Circulator 3500 (Seward, Londres, Inglaterra). - Para la
mezcla concienzuda de esponjas de muestra ambiental en caldo de enriquecimiento; Mezclador de vértice (VWR,
EE.UU.).

Estudios de validacion interna: Los siguientes estudios de validacion interna se realizaron en los laboratorios de
Maxivet Inc., una compaiiia subsidiaria de FoodChek Systems Inc.

Estudio de robustez: El estudio de robustez se llevé a cabo para evaluar los efectos de perturbaciones en dos
parametros del método (la temperatura y el tiempo de incubacion), que pueden afectar a la realizacion del Actero
Listeria. Las variables de robustez y sus respectivos intervalos se muestran en la Tabla 1.

Metodologia: Cada condicion de intervalo de ensayo se evalué usando cultivos puros. Una cepa diana, L.
monocytogenes HPB 5949, y una cepa no diana, E. faecalis ATCC 19433, se ensayaron.

L. monocytogenes HPB 5949 se ensayd en placas de agar sangre y se incubé durante toda la noche a 35°C+ 1°C.
Unas pocas colonias de la cepa diana se transfirieron a 9 ml de TSB-YE durante 6-7 h a 35°C. El cultivo se diluyo a
1:10 en TSB-YE fresco y se incubd durante toda la noche a la misma temperatura. Después se diluyé el cultivo para
obtener un nivel de inoculacion fraccional (< 1 UFC por muestra) en el caldo ALEM.

Para la cepa no diana se us6 la misma metodologia de cultivo excepto en que el nivel de inoculacion fue
aproximadamente 10 veces mas concentrado que el del organismo diana.

Diez (10) réplicas de la bacteria diana y 5 réplicas de la bacteria no diana se ensayaron para cada parametro.

Al final del periodo de enriquecimiento, las muestras se cultivaron en estrias en placas de agar MOX y RLM para
confirmar el crecimiento de Listeria.

Resultados: De acuerdo con el analisis de PDD, no se observaron diferencias significativas entre cada uno de los
parametros analizados, ya que los intervalos de confianza entre los valores de dPDD de condiciones extremas
contienen un cero (Tabla 7). Por lo tanto, la capacidad del medio Actero para recuperar L. monocytogenes HPB 5949
no se vio afectada a lo largo de los intervalos de temperatura y de tiempo ensayados.

La presencia de la cepa no diana de E. faecalis ATCC 19433 en las muestras de ALEM no se detectdé en ningun
caso (datos no mostrados).
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Tabla 7: Resultados de robustez del método con ALEM

Inclusividad: Para ensayar la capacidad de Actero Listeria para enriquecer una variedad de Listeria spp., se

analizaron 54 cepas (Tabla 8) que representan 6 especies del género Listeria con un énfasis en el patégeno humano

Condicion Condicion A Condicion B
Parametro dPDD
patrén A B [N | x | PPD licoso | x | PPD | co59 | (AB) | |co5 ot
(A) (B)
Temperatura de
. . (0,168, (0,313, ) (-0,528,
|ncub§C|on 22 h 28 h 10 4 0,4 0,687) 6 0,6 0,814) 0,2 0,206)
(29 °C)
Tiempo de
i ic ° ° (0,108, (0,168, (-0,446,
|n<;(l$3ar(]:;on 28°C 30°C 10 3 0,3 0,603) 4 0,4 0,687) -0,1 0,282)

eN - numero de porciones de ensayo;

Px - nimero de porciones de ensayo positivas;

°PDD(A) - resultados positivos para la condicion A divididos entre el numero total de ensayos;

4PDD(B) - resultados positivos para la condicién B divididos entre el nimero total de ensayos;

*dPDD(AB) - diferencia entre los valores PDD de la condicion A y de la condicién B;

fIC 95 % - intervalo de confianza del 95 % (si el IC del 95 % de un valor dPDD no contiene cero, entonces la

diferencia es estadisticamente significativa al nivel del 5 %).

L. monocytogenes (33 aislados pertenecientes a los 8 serotipos mas prevalentes).

Metodologia: Todas las cepas de Listeria se cultivaron en estria en placas de agar sangre y se incubaron durante
toda la noche a 35°C. Unas pocas colonias se transfirieron a 10 ml de TSB-YE durante 6-7 horas a 35°C. Cada
cultivo se diluyé a 1:10 en TSB-YE fresco y se incubd durante toda la noche a la misma temperatura. El cultivo
después se diluyo para inocular aproximadamente 5-20 UFC de cada cepa en 10 ml del caldo ALEM. Cada cepa se
incubo por triplicado a 29°C durante 24 h. Al final del periodo de enriquecimiento, las muestras se cultivaron en
estrias en placas de agar MOX y RLM para confirmar el crecimiento de Listeria.

Resultados: Los resultados del estudio de inclusividad se resumen en la tabla 7. Todas las 54 cepas de Listeria
ensayadas fueron capaces de crecer en 24 h a 29°C usando ALEM.

Tabla 8: Listado de aislados de Listeria - Resultados del estudio de inclusividad

n.° | Género y especie Numero de cepa  |Serotipo Fuente® Origen Resultado
1 Listeria grayi HPB 1114 - Health Canada Sin datos disponibles +
2 Listeria grayi B-33023 (ATCC19120) - ARS Heces de chinchilla +
3 Listeria grayi B-33018 (ATCC25401) - ARS Maiz plantado +
4 Listeria grayi ATCC 700545 - ATCC Sin datos disponibles
5 Listeria innocua HPB 118 Health Canada Alimentos
6 Listeria innocua HPB 34 - Health Canada Sin datos disponibles +
7 Listeriainnocua  B-33314 (OB10387) ARS __ Palitos de ¥
jamédn/queso/pavo
8 Listeria innocua MAX-L-3 IRDA Aislado de campo +
9 Listeria innocua 512 - CRDA Sin datos disponibles +
10 Listeria ivanovii MAX-L-6 - IRDA Aislado de campo +
1 Listeria ivanovii ATCC 19119 - ATCC Oveja +
12 Listeria ivanovii ATCC BAA-139 - ATCC Agua de lavar +
13 Listeria ATCC 43256 1/2b ATCC Queso estilo mexicano +
monocytogenes
14 Listeria MAX-PT-0O-2 1/2a IRDA Estiércol (suelo) +
monocytogenes
Listeria . . .
15 monocytogenes 513 4b CRDA Sin datos disponibles +
16 Listeria 514 4b CRDA Sin datos disponibles +
monocytogenes
17 Listeria 515 4b CRDA Sin datos disponibles +
monocytogenes
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n.° | Género y especie Numero de cepa Serotipo Fuente? Origen Resultado
18 Listeria 516 1/2a CRDA Sin datos disponibles +
monocytogenes
19 Listeria 517 4b CRDA Sin datos disponibles +
monocytogenes
20 Listeria HPB 5255 1/2a  Health Canada  Pozo de estiércol +
monocytogenes
21 Listeria HPB 5916 1/2b  Health Canada  Alimento - lechuga +
monocytogenes
22 Listeria HPB 5904 1/2a  Health Canada  Alimento - lechuga +
monocytogenes
23 Listeria HPB 5254 126 Health Canada  'omera - Estircol +
monocytogenes fresco
24 Listeria HPB 5089 1/2c  Health Canada  Alimento - Carne +
monocytogenes
25 Listeria HPB 5949 1/2¢ Health Canada Alimento - Carne lista +
monocytogenes para el consumo
Listeria .
26 monocytogenes HPB 5668 3a Health Canada Alimentos +
27 Listeria HPB 4141 3b  Health Canada Alimento - Pavo crudo +
monocytogenes
28 Listeria HPB 3 4b Health Canada Alimento - leche +
monocytogenes
29 Listeria HPB 5246 4 Health Canada  'oMera- Pozode +
monocytogenes estiércol
30 Listeria SHT-2010-00482 1/2a LEPAQ Cabra +
monocytogenes
31 Listeria STF-2010-02440 4b LEPAQ Cabeza de oveja +
monocytogenes
32 Listeria SHT-2010-00483 1/2a LEPAQ Cabra +
monocytogenes
33 Listeria SHT-2010-00159 1/2a LEPAQ Cabra +
monocytogenes
34 Listeria STF-2010-03562 1/2a LEPAQ Leche *
monocytogenes
35 Listeria STF-2010-03540 1/2b LEPAQ Leche ¥
monocytogenes
36 Listeria SHT-2009-01007 1/2a LEPAQ Cabra *
monocytogenes
37 Listeria SHY-2010-03610 12a LEPAQ ~ Telidorecienterhigado
monocytogenes y rifion
38 Listeria SHY-2010-00373 1/2a LEPAQ Leche +
monocytogenes
Listeria
39 | onocytogenes SHT-2010-00055 1/2a LEPAQ Cabra *
40 Listeria STF-2010-00989 1/2a LEPAQ Leche +
monocytogenes
Listeria
M onocytogenes SHT-2010-00122 1/2a LEPAQ Cabra +
42 Listeria SHT-2010-00150 1/2a LEPAQ Cabra *
monocytogenes
43 Listeria STF-2011-00729 1/2a LEPAQ Leche +
monocytogenes
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n.° | Género y especie Numero de cepa Serotipo Fuente? Origen Resultado
Listeria ia Vi
44 onocytogenes SHT-2011-00011 1/2a  MAPAQ-FMV Oveja viva +
45 Listeria STF-2010-06277-1 1/2a LEPAQ Cabra muerta +
monocytogenes
46 Listeria seeligeri MAX-L-4 - IRDA Aislado de campo +
47  Listeria seeligeri MAX-PT-LAI-3 - IRDA Aislado de campo +
48 Listeria seeligeri HPB 3522 - Health Canada AMPiental - Agua de +
campo
49 Listeria seeligeri HPB 272 - Health Canada  Animal - leche cruda +
50 Listeria seeligeri ATCC 35967 - ATCC Suelo +/-
51 Listeria welshimeri HPB 5864 - Health Canada A"me”tor;otl’lizedero de +
52  Listeria welshimeri HPB 1137 - Health Canada A"me”top'otl’lizedero de "
53  Listeria welshimeri B-33020 (ATCC35897) - ARS dvegetac'o'? en +
escomposicion
54 Listeria welshimeri  B-33328 (OB20088) - ARs ~ Cerdoalabarbacoa con ¥

"ATCC: American Type Culture Collection, Manassas (VA), Estados Unidos. IRDA: Research and Development Institute
for the Agri-Environment, Quebec (QC), Canada. CRDA: Food Research and Development Center, St-Hyacinthe (QC),
Canada. LEPAQ: Laboratory of Expertise in Animal Pathology of Quebec, Quebec (QC), Canada. ARS: Agricultural
Research Service, Washington (DC), Estados Unidos. MAPAQ: Ministry of Agriculture, Fisheries and Food of Quebec,
Quebec (QC), Canada. FMV: Laboratory of Bacteriology, Diagnostic Service, Faculty of Veterinary Medicine, St-
Hyacinthe (QC), Canada.

+ Presencia de colonias tipicas de Listeria spp.

+/- Presencia de colonias tipicas de Listeria spp. en MOX y/o RLM observadas solo cuando el in6culo era mayor de 50
UFC/10 ml del medio.

Exclusividad: Treinta (30) cepas que no eran de Listeria, enumeradas en la Tabla 9, se analizaron para determinar la
capacidad del Actero Listeria para discriminar microorganismos diana de microorganismos no diana. Las cepas,
pertenecientes a 19 géneros diferentes de bacterias y levaduras, se eligieron debido a que son parientes cercanos a
Listeria spp. o debido a que se encuentran en el mismo ambiente.

Metodologia: Cada cepa que no es de Listeria se cultivd en estria en placas de agar sangre y se incubd durante toda
la noche a 35°C y después se cultivaron en sus condiciones 6ptimas tal como se indica en a Tabla 9. Cada
suspension se diluyé para inocular 10 ml del ALEM con una concentracion 10 veces mayor de la que se uso6 para los
microorganismos diana. Esta etapa se realizé por triplicado. El cultivo crecié a 29°C durante 24 h. Al final del periodo
de enriquecimiento, las muestras se cultivaron en estria en placas de agar MOX y RLM para verificar su capacidad
para crecer en el ALEM.

Resultados: Los resultados obtenidos del estudio de exclusividad se resumen en la Tabla 9. Ninguna de las cepas
ensayadas dio un resultado positivo tras el enriquecimiento en ALEM en las condiciones ensayadas.

Tabla 9: Listado de aislados de no Listeria - Resultados del estudio de exclusividad

n.° Microorganismo Nu'::;: de Fuente® Origen Resultado
1 Alcaligenes faecalis ATCC 8750 FMV Sin datos disponibles  Sin crecimiento
2 Bacillus cereus ATCC 14579 FMV Sin datos disponibles  Sin crecimiento
3 Bacillus subtilis MAX-B-1 Maxivet Inc. Estiércol Sin crecimiento
4 Campylobacter jejuni¢ - Sin datos Aislado de campo Sin crecimiento
disponibles
5 Candida albicans ATCC 24433 FMV Infeccion de las ufias  Sin crecimiento
6 Carnobacterium divergens ATCC 35677 ARS Ternera mollda, Sin crecimiento
envasada al vacio

7 Carnobacterium mobile ATCC 49516 ARS Carne de pollo irradiada  Sin crecimiento
8 Enterobacter aerogenes ATCC 13048 FMV Esputo Sin crecimiento
9 Enterobacter cloacae ATCC 23355 FMV Sin datos disponibles  Sin crecimiento
10 Enterococcus faecalis ATCC 19433 FMV Sin datos disponibles  Sin crecimiento
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n.° Microorganismo Nur::prca) de Fuente? Origen Resultado
11 Enterococcus faecium ATCC 8459 ARS ProdL(J(;:Ltjc;ség)larlos Sin crecimiento
12 Escherichia coli ATCC 25922 FMV Aislado clinico Sin crecimiento
13 Hafnia alvei ATCC 13337 FMV tipo 32011 de Stuart  Sin crecimiento
14 Kocuria rhizophila ATCC 9341 FMV Suelo Sin crecimiento
15 Lactobacillus acidophilus* ATCC 314 FMV Sin datos disponibles  Sin crecimiento
16 Lactobacillus casei* ATCC 393 ARS ProdL(chlth;zg)larlos Sin crecimiento
17 Lactobacillus plantarum* ATCC 14917 ARS Repollo en vinagre Sin crecimiento
18 Lactococcus lactis*® ATCC 7963 ARS Sin datos disponibles  Sin crecimiento
19  Leuconostoc mesenteroides ATCC 8086 ARS Hfablchuela.s'de Sin crecimiento
ermentacion
20 Proteus mirabilis ATCC 29906 .S'n dgtos Sin datos disponibles  Sin crecimiento
disponibles
21 Pseudomonas aeroginosa MSR-0132 FMV Suelo Sin crecimiento
22 Pseudomonas fluorescens - FMV Sin datos disponibles  Sin crecimiento
23 Pseudomonas putida - Maxivet Inc. Sin datos disponibles  Sin crecimiento
24 Rhodococcus equi* ATCC 6939 FMV Absces°p%‘#g”°”ar € Sin crecimiento
25 Salmonella typhimurium ATCC 14028 $|n da_1tos Tejido, animal Sin crecimiento
disponibles
26 Staphylococcus aureus ATCC 25923 FMV Aislado clinico Sin crecimiento
27  Staphylococcus epidermidis - MAPAQ Sin datos disponibles  Sin crecimiento
28 Staphylococcus saprophyticus - FMV Mastitis Sin crecimiento
29 Staphylococcus xylosus - FMV Mastitis Sin crecimiento
30 Streptococcus agalactiae ATCC 13812 FMV Sin datos disponibles  Sin crecimiento
aARS: Agricultural Research Service, Washington (DC), Estados Unidos. FMV: Laboratory of Bacteriology,
Diagnostic Service, Faculty of Veterinary Medicine, St-Hyacinthe (QC), Canada. MAPAQ: Ministry of Agriculture,
Fisheries and Food of Quebec, Quebec (QC), Canada.
*48 h de incubacion en caldo MRS.
**48 h de incubacién en caldo TSB.

ECOz2al 5%

Ensayo lote a lote: El objetivo de este estudio es asegurar que la fabricacion es consistente entre los lotes del medio.

Metodologia: Se usaron tres lotes independientes para confirmar la reproducibilidad de la fabricacién del ALEM.
Cada lote se evalud usando una cepa diana, L. monocytogenes HPB 5949, y una cepa no diana, E. faecalis ATCC
19433. La cepa diana se cultivd en estrias en placas de agar sangre y se incubd durante toda la noche a 35 °C.
Unas pocas colonias se transfirieron a 9 ml de TSB-YE durante 6-7 horas a 35°C. El cultivo bacteriano se diluy6 a
1:10 en TSB-YE fresco y se incubé durante toda la noche a la misma temperatura. El cultivo se diluyd después para
obtener un inéculo fraccional (aproximadamente 0,5 UFC por muestra) en 10 ml del caldo ALEM.

Para la cepa no diana, se us6 la misma metodologia de cultivo excepto en que el nivel de inoculacion fue
aproximadamente 5 CFU (10 veces mas concentrado que el del organismo diana). Diez (10) réplicas de la bacteria
diana y 5 réplicas de la bacteria no diana se ensayaron. Los cultivos crecieron a 29°C durante 24 h. Al final del
periodo de enriquecimiento, las muestras se cultivaron en estria en placas de agar MOX y RLM para la confirmacion.

Resultados: Se llevé a cabo una realizacion del ensayo con éxito con tres lotes diferentes del Actero Listeria. La

estabilidad del proceso de fabricacién se probd mediante el andlisis de PDD con un intervalo de confianza del 95 %
(véase la Tabla 10).
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Ensayo de estabilidad: La estabilidad del ALEM preparado se examind durante un periodo de almacenamiento de 6

semanas a 4°C en la oscuridad. El rendimiento del ALEM se ensay6 a las 0 (recién preparado), 2, 4 y 6 semanas de
almacenamiento, usando bacterias diana y no diana.

Metodologia: El Actero Listeria se evalué para cada punto temporal de almacenamiento propuesto usando una cepa
diana, L. monocytogenes HPB 5949, y una cepa no diana, E. faecalis ATCC 19433. La cepa diana se cultivd en
estria en placas de agar sangre y se incub6 durante toda la noche a 35°C. Unas pocas colonias se transfirieron a 9
ml de TSB-YE durante 6-7 horas a 35°C. El cultivo se diluyé a 1:10 en TSB-YE fresco y se incubd durante toda la
noche a la misma temperatura. Después, el cultivo de la bacteria diana se diluy6 para obtener un inéculo fraccional
(0,5 UFC por muestra) en 10 ml del caldo ALEM. Para la cepa no diana, se usé la misma metodologia de cultivo
excepto en que el nivel de inoculacion fue aproximadamente 5 CFU (10 veces mas concentrado que el del
organismo diana). Diez (10) réplicas de la bacteria diana y 5 réplicas de la bacteria no diana se ensayaron. Los
cultivos crecieron a 29°C durante 24 h. Al final del periodo de enriquecimiento, las muestras se cultivaron en estria
en placas de agar MOX y RLM para la confirmacion.

Resultados: Los resultados del estudio de estabilidad se comunican en la Tabla 11. Los intervalos de confianza entre
los valores de dPDD de dos puntos temporales extremos de almacenamiento del ALEM preparado, contienen un
cero que confirma una ausencia de cambios significativos en el rendimiento de los medios tras 45 dias de
almacenamiento en comparacién con los medios recién preparados. Tampoco se determinaron diferencias
significativas entre otros puntos temporales de almacenamiento del ALEM preparado diferentes (datos no
mostrados). Estos datos indican que el ALEM preparado se puede almacenar a 4°C sin ningun cambio significativo
en los valores del rendimiento durante 45 dias tras la preparacion.

Estudio matricial: El estudio matricial se realizé para evaluar la capacidad del caldo ALEM para recuperar las Listeria

spp. del acero inoxidable en una etapa de enriquecimiento.

Los aislados usados para estos estudios son aislados de campo que se originan a partir de alimento y estan bien
caracterizados mediante un laboratorio de investigacion de Health Canada. La cepa HPB 5949 de Listeria
monocytogenes y la cepa HPB 118 de L. innocua se usaran para validar el ensayo con superficies de acero
inoxidable y plastico, respectivamente.

El estudio que usa las placas de acero inoxidable se llevé a cabo en Maxivet Inc., y el otro que usa las superficies de

plastico se realizd en colaboracién con un laboratorio externo (véase la seccion "Estudio de validacion
independiente").
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Metodologia: Preparaciéon del inéculo: L. monocytogenes HPB 5949, usado como una cepa diana, y E. faecalis
ATCC 19433, usado como un competidor, se cultivaron en estria en placas de agar sangre y se incubaron durante
toda la noche a 35°C. Unas pocas colonias se transfirieron a 10 ml de TSB-YE durante 6-7 h a 35°C. Los cultivos se
diluyeron a 1:10 en TSB-YE fresco y se incubaron toda la noche a la misma temperatura. Después de la incubacion,
los cultivos se conservaron a 4 = 2°C hasta su uso.

Se us6é una mezcla de cepa diana y de cepa no diana (proporciéon 1:10) como inéculo para placas de acero
inoxidable. La mezcla se preparé como sigue. La L. monocytogenes HPB 5949 se diluyé en leche seca sin grasa
(NFDM) al 10% para obtener resultados positivos fraccionarios. Ademas, el cultivo de E. faecalis también se diluyo
en NFDM al 10% para obtener una concentracion 10 veces mayor de la de la cepa diana. La concentracién de célula
bacteriana de cada cepa se verifico mediante trenzado antes de mezclarlas.

Preparacion de la muestra ambiental: Las placas de acero inoxidable de 100 cm? se obtuvieron de un proveedor
especializado en la industria alimenticia. Antes de su uso, todas las placas se lavaron y se esterilizaron mediante
tratamiento con autoclave.

Cuarenta (40) placas de acero inoxidable se inocularon con 250 pl de la mezcla de cultivo (preparada tal como se
describe en la seccion 6.1.1.) extendiendo muchas gotas por toda la superficie. Después, otras 10 placas de acero
inoxidable se inocularon con 250 pl de NFDM al 10% como control negativo.

Las superficies se secaron durante 18-20 h dentro de una cabina cerrada de seguridad bioldgica de flujo laminar a
temperatura ambiente (22 + 2°C). De cada placa se hizo un frotis usando esponjas de muestreo de celulosa no
bactericida (Nasco Whirl-Pak Speci-Sponge, Nasco, EE.UU.) humedecidas previamente con caldo D/E neutralizante
aproximadamente 5 veces en vertical y 5 veces en horizontal (arriba y abajo o de lado a lado se considera una vez).
Cada esponja se colocé en una bolsa de muestra estéril y se mantuvo a temperatura ambiente durante al menos 2 h.
La mitad de las esponjas de muestras de los frotis de placas de acero inoxidable inoculadas y sin inocular se
analizaron usando el protocolo del desarrollador del método (protocolo ALEM) descrito a continuacién. Las restantes
esponjas de muestra se analizaron usando el método de referencia MLG 8.07.

Procedimiento de enriquecimiento con ALEM: Un conjunto de esponjas de muestra (20 inoculadas y 5 sin inocular)
se traté como sigue: Se afadieron 90 ml de ALEM precalentado a 29+0,5°C en cada muestra de una Unica esponja
en cada bolsa. Las muestras se mantuvieron 30 segundos y se enriquecieron a 29+0,5 °C durante 24 h. Al final del
periodo de enriquecimiento, las muestras se cultivaron en estrias directamente en placas de agar MOX y RLM
usando un bucle calibrado de 10 pl. Las presuntas colonias de L. monocytogenes se confirmaron mediante un
ensayo bioquimico rapido usando API de Listeria tal como se recomienda por MLG 8.07.

Confirmacion del enriquecimiento con ALEM: Los resultados obtenidos de acuerdo con el protocolo ALEM se
confirmaron mediante doble enriquecimiento seguido del protocolo de referencia USDA-FSIS. Para ello, 0,1+0,02 ml
de la muestra enriquecida con ALEM se transfirieron en 10+0,5 ml de MOPS-BLEB y se incubaron a 35+2,0°C
durante 24 h. Después se cultivd en estrias en placas de agar MOX y se incubaron a 35+2,0°C durante 24-28 h.

Las colonias sospechosas se transfirieron desde placas de agar MOX a agar HL y se incubaron a 35+2,0°C durante
18-26 h. Se realiz6 un rapido procedimiento bioquimico usando API de Listeria para confirmar las presuntas colonias
aisladas positivas tal como se recomienda por MLG 8.07.

Método de enriquecimiento de referencia y confirmaciéon: El segundo conjunto de esponjas de muestra (20
inoculadas y 5 sin inocular) se mantuvieron en 225+5 ml de caldo UVM durante 2+0,2 min, se enriquecieron a
30+2,0°C durante 22+2 h. Tras esto, se transfirieron 0,1 £0,02 ml de la muestra enriquecida con UVM a 10+£0,5 ml de
MOPS-BLEB y se incubaron a 35+2,0°C durante 18-24+2 h.

Al final de cada periodo de enriquecimiento, las muestras se cultivaron directamente en estria en placas de agar
MOX. Todas las puestas presuntamente positivas se confirmaron mediante un procedimiento bioquimico rapido
usando API de Listeria realizado de acuerdo con MLG 8.07. Resultados: Los resultados del estudio matricial de
ALEM se presentan en la Tabla 12. Quince (15) de 20 muestras inoculadas y tratadas de acuerdo con el protocolo
del método del desarrollador se confirmaron como positivas. Por el contrario, solo 5 resultados positivos se
observaron entre las 20 muestras inoculadas que se habian procesado usando el protocolo del método de
referencia. No se hallaron falsos negativos en todas las muestras ensayadas.
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Estudio de validacién independiente: El estudio de validacion se realizd en colaboracién con un laboratorio de
ensayo externo acreditado, Agat Laboratories (Sant-Laurent, Quebec, Canadd) bajo la supervision de AOAC.

Comparacion del método: El estudio de comparacion del método se realizé para evaluar la capacidad del caldo
ALEM para recuperar la Listeria spp. de muestras ambientales en placas de plastico tras 24 horas de
enriquecimiento a 29°C.

Metodologia: Preparacion del indculo: L. innocua MAX-L-3, usado como cepa diana, se cultivo en estria en placas de
agar sangre y se incubd durante toda la noche a 35°C. Unas pocas colonias se transfirieron a 10 ml de TSB-YE
durante 6-7 h a 35°C. El cultivo se diluyé a 1:10 en TSB-YE fresco y se incubd toda la noche a la misma
temperatura. Después de la incubacion, el cultivo se almacené a 4+2°C hasta su uso. El cultivo se diluyd en leche
seca sin grasa (NFDM) al 10 % para inocular superficies ambientales de plastico en un nivel de inoculacién bajo con
el objetivo de obtener resultados positivos fraccionarios. La concentracion de células bacterianas se verificé tras la
inoculacion mediante trenzado.

Preparacion de la muestra: Las placas de plastico de 100 cm? se obtuvieron de un proveedor especializado en la
industria alimenticia. Antes de su uso, todas las placas se lavaron y se esterilizaron mediante tratamiento con
autoclave.

Cuarenta (40) placas de plastico se inocularon con 250 ul del cultivo de L. innocua MAX-L-3 (preparado tal como se
describe en la seccion 1.1.1.) extendiendo muchas gotas por toda la superficie. Después otras 10 placas de plastico
se inocularon con 250 pl de NFDM al 10 % como control negativo. Las superficies se secaron durante 18-20 h dentro
de una cabina cerrada de seguridad biolégica de flujo laminar a temperatura ambiente (22 + 2°C).

Las esponjas de muestra medioambiental se obtuvieron como sigue: se hizo un frotis de cada placa de plastico
usando esponjas de muestreo de celulosa no bactericida (Nasco Whirl-Pak Speci-Sponge, Nasco, EE.UU.)
humedecidas previamente con caldo D/E neutralizante aproximadamente 5 veces en vertical y 5 veces en horizontal
(arriba y abajo o de lado a lado se considera una vez). Cada esponja se coloco en una bolsa de muestra estéril y se
mantuvo a temperatura ambiente durante al menos 2 h.

La mitad de las esponjas de muestra de las placas de plastico inoculadas con frotis y sin inocular se analizaron
usando el protocolo del desarrollador del método (protocolo ALEM) descrito a continuacion. Las restantes esponjas
de muestra se analizaron usando el método de referencia MLG 8.07.

Protocolo de enriquecimiento con ALEM: Un conjunto de esponjas de muestra (20 inoculadas y 5 sin inocular) se
traté como sigue: Se afiadieron 90 ml de ALEM precalentado a 29+0,5°C en cada muestra de una Unica esponja en
cada bolsa. Las muestras se mantuvieron 30 segundos y se enriquecieron a 29+0,5°C durante 24 h. Al final del
periodo de enriquecimiento, las muestras se cultivaron directamente en estrias en placas de agar MOX y RLM. Las
presuntas colonias de L. innocua se confirmaron mediante un ensayo bioquimico rapido usando API de Listeria tal
como se describe en el método de referencia de MLG 8.07.

Confirmacion del enriquecimiento con ALEM: Los resultados obtenidos de acuerdo con el protocolo ALEM se
confirmaron mediante doble enriquecimiento, tal como se recomienda en el protocolo de referencia de USDA-FSIS.

Para ello, 0,1£0,02 ml de la muestra enriquecida con ALEM se transfirieron en 10£0,5 ml de MOPS-BLEB y se
incubaron a 35+2,0°C durante 24 h. Después se cultivd en estrias en placas de agar MOX y se incubaron a
35+2,0°C durante 24-28 h.

Las colonias sospechosas se transfirieron desde placas de agar MOX a agar HL y se incubaron a 35+2,0°C durante
18-26 h. Se realizd un rapido procedimiento bioquimico usando API de Listeria para confirmar las presuntas colonias
aisladas positivas tal como se recomienda por el método de referencia de MLG 8.07.

Método de enriquecimiento de referencia y confirmaciéon: El segundo conjunto de esponjas de muestra (20
inoculadas y 5 sin inocular) se mantuvieron en 225+5 ml de caldo UVM durante 2+0,2 min, se enriquecieron a
30+2,0°C durante 22+2 h. Tras esto, se transfirieron 0,1 £0,02 ml de cada muestra enriquecida con UVM a 10+0,5 ml
de MOPS-BLEB y se incubaron a 35+2,0°C durante 18-24+2 h.

Al final de cada periodo de enriquecimiento, las muestras se cultivaron directamente en estria en placas de agar
MOX. Todas las puestas presuntamente positivas se confirmaron mediante un procedimiento bioquimico rapido
usando API de Listeria de acuerdo con el método de referencia de MLG 8.07.

Resultados: Los resultados del estudio de comparacion del método se presentan en la Tabla 13. Basado en los
analisis no pareados del PDD y de la Chi cuadrada, no se detectd diferencia significativa entre el protocolo del
método del desarrollador y el protocolo del método de referencia para la recuperacion de L. innocua de la superficie
plastica de contacto con alimento. No se comunicé ningun resultado falso negativo ni falso positivo. La tabla 14
resume los parametros de rendimiento para el método de Actero Listeria.
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REIVINDICACIONES

1. Un medio de cultivo que comprende:

5 g/l de fitona;

5 g/l de triptona;

5 g/l de extracto de ternera;

5 g/l de extracto de levadura;
22,2 g/l de tampén MOPS;
0,5 g/l de citrato de hierro (lll);
8 g/l de cloruro de litio;

2 g/l de MgSOg; y

1 g/l de piruvato de sodio,

y que comprende acido nalidixico, cicloheximida e hidrocloruro de acriflavina.

2. Un método para cultivar bacterias Listeria spp presentes en una muestra bioldgica, que comprende cultivar la
muestra en el medio de acuerdo con la reivindicacién 1.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, que adicionalmente comprende detectar las bacterias cultivadas, en
donde dicha deteccién comprende una etapa de PCR, unién a lectina, difusién simple, difusion lateral, deteccion
inmunoldgica, flujo lateral o flujo continuo.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3 en la que dicha deteccion tiene lugar tras cultivar dicha muestra a
una temperatura de entre aproximadamente 25°C hasta aproximadamente 38°C y durante menos de
aproximadamente 24 horas.

5. Un kit adecuado para cultivar Listeria spp., comprendiendo el kit el medio de acuerdo con la reivindicacion 1.

6. El medio de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que dicho acido nalidixico esta presente a una concentracion de
27 mg/l, dicha cicloheximida esta presente a una concentracion de 33,75 mg/l y dicho hidrocloruro de acriflavina esta
presente a una concentracion de 10,125 mg/l.

7. El medio de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha Listeria spp. esta comprendida en una muestra
bioldgica que se ha congelado, refrigerado, molido, triturado, enlatado, tratada con calor, secado, preservado o
refinado.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en donde la Listeria spp. comprende una

cepa seleccionada del grupo que consiste en Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria welshimeri, Listeria
seeligeri, Listeria innocua, y Listeria grayi.
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