
ORGANIZACIÓN ENSAYOS 

INTERLABORATORIALES 

SALMONELOSIS



Ensayos Interlaboratoriales de Detección e Identificación de Salmonella

2 anuales

 Para Laboratorios Oficiales:  24 laboratorios

 Para Laboratorios Autorizados para los Programas Nacionales de Control 

de Salmonella: 34 laboratorios 

Ensayos Interlaboratoriales de Serotipado de Salmonella spp 

1 anual

 Para laboratorios Oficiales+ Laboratorios Autorizados para los Programas 

Nacionales de Control de Salmonella: 38 laboratorios 



ORGANIZACIÓN DE ENSAYOS 

INTERLABORATORIALES DE

DETECCIÓN DE Salmonella spp.

EN PRESENCIA DE 

MICROORGANISMOS 

COMPETITIVOS



DISEÑO DEL ENSAYO

HECES AVIARES

libres de Salmonella spp

Liofilizados de S.Enteritidis

10 UFC – 100 UFC 

PIENSO

libre de Salmonella spp

Liofilizados de S.Mbandaka

10 UFC -100 UFC

MATRICES

TIPO DE MUESTRAS

MÉTODO

ISO 6579:2002  Anexo D

(MSRV)     

ISO 6579:2002  (RVS / MKTTn)

Método alternativo validado  

ENSAYO CUALITATIVO. AUSENCIA/PRESENCIA de Salmonella spp

Nº DE MUESTRAS

15 heces+liofilizado 8 pienso+ liofilizado



DISEÑO DEL ENSAYO

DISTRIBUCIÓN DE MUESTRAS

Muestras con Heces Muestras con Pienso Muestras Control Sin Matriz 

3   S.Enteritidis 100 UFC 3   S. Mbandaka  100 UFC 1   S.Enteritidis 10 UFC   

3   S.Enteritidis 10 UFC 3   S. Mbandaka  10 UFC 1   S.Typhimurium 10 UFC 

3   S.Typhimurium 100 UFC 2   Blancos 1   S. Mbandaka  10 UFC 

3   S.Typhimurium 10 UFC  1   Blanco 

3   Blancos   

15 Muestras Heces 8 Muestras Pienso 4 Controles 

 

27 muestras



S.Typhimurium ATCC 14028, S.Enteritidis ATCC 49214, S.Mbandaka

Preparación de diluciones decimales en solución salina estéril

Recuento

Elección de la dilución apropiada en función de la concentración buscada

Dilución en buffer de liofilización (albúmina bovina, sacarosa y glutamato 

sódico)

Agitación en refrigeración durante aprox. 1h

Dispensado en viales estériles a razón de 1 ml / vial

Liofilización y conservación a -20ºC

Control de concentración y homogeneidad del lote de viales

PREPARACIÓN Y CONTROL DE MATERIALES DE ANÁLISIS



PREPARACIÓN Y CONTROL DE MATERIALES DE ANÁLISIS
PREPARACIÓN DE SOLUCIONES DECIMALES Y RECUENTO I
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CONCENTRACIÓN FINAL: 10 UFC/ ml

(20 UFC para compensar pérdida por liofilización)

VOLUMEN FINAL: 160 ml

Necesitamos 160 ml   x  20 UFC/ml  = 3200 UFC

1210 UFC               1 ml  de 10-5

3200 UFC               x ml

X= 2,6 ml de 10-5

 10-4 10-5 10-6 10-7 

Placa 1  107 7  

Placa 2  128 10  

Placa 3  133 10  

Placa 4  105 8  

Placa 5  132 17  

Media 

UFC/100μl 
 121 10,4  

 

Media en 

UFC/ml 

 

 

1,2X 104 

1210 

1,2 X103 

104 

1,0X102 

 

 

X10 

 

PREPARACIÓN Y CONTROL DE MATERIALES DE ANÁLISIS
PREPARACIÓN DE SOLUCIONES DECIMALES Y RECUENTO II

Ejemplo  para preparar un lote de 10ufc

Preparamos una suspensión con :

2,6 ml de 10-5 +  157,4 mlde Buffer de Liofilización



 Agitación  durante al menos 1 hora en 

refrigeración.

 Dispensar en viales estériles dentro de cabina de 

flujo laminar: 1 ml/vial.

 Congelación a -80ºC

 Liofilización y conservación  a -20ºC

 Control de concentración y homogeneidad del lote.

PREPARACIÓN Y CONTROL DE MATERIALES DE ANÁLISIS



CONCENTRACIÓN

20  x
Media Aritmética

de los 20 viales 

HOMOGENEIDAD

Se calcula mediante el test T2 que determina la variación entre muestras de 

diferentes viales procedentes del mismo lote. (Heisterkamp et al.,1993*)

zi = nº de UFC en un vial

z+ = suma de UFC en todos los viales examinados.

I = nº total de viales examinados

1 ml

500µl

500µl

+

PREPARACIÓN Y CONTROL DE MATERIALES DE ANÁLISIS



 Recogida de heces frescas de 

explotación libre de Salmonella.

 Envío refrigerado en contenedores 

de seguridad como sustancia 

biológica Categoría B (UN3373).

 Establecimiento de fechas exactas 

para la realización del ensayo.

.



ACTUACIONES DURANTE LA REALIZACIÓN DEL ENSAYO

Caracterización de la matriz (heces aviares) 

Recuento de Enterobacterias (ISO21528-2)

Recuento de  Aerobios Mesófilos (ISO 4833)

Nuevo recuento de lotes de liofilizados para comprobar concentración

y homogeneidad  



EVALUACIÓN DE RESULTADOS – CRITERIOS DE EVALUACIÓN 

MUESTRAS CONTROL

Todos los controles positivos se detectan como positivos

Todos los controles negativos se detectan como negativos

MUESTRAS CON HECES 

De las muestras de concentración 100UFC se detectan al menos el 80%

De las muestras de concentración 10UFC se detectan al menos el 50%

De los blancos+ heces al menos el 80% son negativos

MUESTRAS CON PIENSO

De las muestras de concentración 100UFC se detectan el 100%

De las muestras de concentración 10UFC se detectan al menos el 80%

De los blancos+ pienso el 100% son negativos

Si el laboratorio no supera el ensayo de acuerdo a estos criterios:

 Se contacta con el laboratorio para identificar el problema

 Se envían muestras adicionales





ORGANIZACIÓN DE ENSAYOS 

INTERLABORATORIALES DE

SEROTIPADO DE Salmonella spp.



DISEÑO DEL ENSAYO

• 15 cepas de Salmonella spp procedentes del cepario del 

LCV y correspondientes a ensayos interlaboratoriales

organizados por el CRL.

• Diferenciar entre S. Enteritidis, S. Typhimurium y “Otros 

serotipos”.

• Identificación de acuerdo a Esquema Kauffmann-White. 

Método usado habitualmente en el laboratorio (normalmente 

aglutinación con antisueros específicos)



Nº CEPA  Serotipo Fórmula 

C1 S.Infantis 6,7,14 : r : 1,5 

C2 S.Enteritidis 1,9,12 : g,m : -  

C3 S.Havana  1,13,23 : f,g [s]: -  

C4 S.Virchow 6,7,14 : r : 1,2 

C5 S.Typhimurium  1,4,[5]12 : i : 1,2 

C6 S.Hadar 6,8 : z10 : e,n,x 

C7 S. Colindale 6,7 : r : 1,7
 

C8 S.Enteritidis 1,9,12 : g,m : - 

C9 S.Berta 1,9,12 : [f],g,[t] : -  

C10 S.Ouakam 9,46: z29 : - 

C11 S.Typhimurium  1,4,[5]12 : i : 1,2 

C12 S.Mikawasima 6,7,14 : y : e,n,z15 

C13 S.Enteritidis 1,9,12 : g,m : - 

C14 S. Istambul 8 : z10 : e,n,x 

C15 S.Muenchen 6,8 : d : 1,2
 

 



 Envío en tubos de agar.

 Transporte como sustancia biológica categoría B (UN3373).

 No refrigerado.





Gracias


