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Ensayos Interlaboratoriales de Deteccidn e Identificacion de Salmonella

2 anuales

v Para Laboratorios Oficiales: 24 laboratorios

v Para Laboratorios Autorizados para los Programas Nacionales de Control
de Salmonella: 34 laboratorios

Ensayos Interlaboratoriales de Serotipado de Salmonella spp

1 anual

v’ Para laboratorios Oficiales+ Laboratorios Autorizados para los Programas
Nacionales de Control de Salmonella: 38 laboratorios
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DISENO DEL ENSAYO

ENSAYO CUALITATIVO. AUSENCIA/PRESENCIA de Salmonella spp
MATRICES

HECES AVIARES | PIENSO
libres de Salmonella spp libre de Salmonella spp

TIPO DE MUESTRAS

Liofilizados de S.Enteritidis Liofilizados de S.Mbandaka
10 UFC - 100 UFC 10 UFC -100 UFC
METODO
ISO 6579:2002 Anexo D ISO 6579:2002 (RVS/MKTTn)

(MSRV)

Método alternativo validado

N° DE MUESTRAS

15 heces+liofilizado 8 pienso+ liofilizado
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DISENO DEL ENSAYO
DISTRIBUCION 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 10UFC |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
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PREPARACION Y CONTROL DE MATERIALES DE ANALISIS
S.Typhimurium ATCC 14028, S.Enteritidis ATCC 49214, S.Mbandaka

Preparacién de diluciones decimales en solucion salina estéril
v
Recuento

v
Eleccidon de la dilucion apropiada en funcién de la concentracion buscada

v
Dilucion en buffer de liofilizacion (albumina bovina, sacarosa y glutamato
sodico)

Agitacion en refrigeri\cién durante aprox. 1h

Dispensado en viales estériles a razén de 1 ml / vial

Liofilizacidn y conservacion a -20°C

Control de concentracion y hvomogeneidad del lote de viales
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PREPARACION Y CONTROL DE MATERIALES DE ANALISIS
PREPARACION DE SOLUCIONES DECIMALES Y RECUENTO |
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PREPARACION Y CONTROL DE MATERIALES DE ANALISIS
PREPARACION DE SOLUCIONES DECIMALES Y RECUENTO |l
Ejemplo para preparar un lote de 10ufc

104 | 10° 10¢ 107 CONCENTRACION FINAL: 10 UEC/ ml
Placa 1 107 7 (20 UFC para compensar pérdida por liofilizacion)
Placa 2 128 10 VOLUMEN FINAL: 160 ml
Placa 3 133 10
Placa 4 105 8 _
aca Necesitamos 160 ml x 20 UFC/ml = 3200 UFC
Placa 5 132 17
Media 1210 UFC 1 ml de 10°
UFCHO0uI 121 10,4 3200 UFC x ml
1210 104 X= 2,6 ml de 10°
Media en
1,2 X103 | 1,0X102
UFC/ml | 4 2x 10¢ X10

Preparamos una suspensién con :

2.6 ml de 10> + 157,4 mlde Buffer de Liofilizaciéon »
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PREPARACION Y CONTROL DE MATERIALES DE ANALISIS

v Agitacién durante al menos 1 hora en
N refrigeracion.

1,

_ _ v" Dispensar en viales estériles dentro de cabina de

flujo laminar: 1 ml/vial.
v' Congelacién a -80°C
v' Liofilizacién y conservacion a -20°C

v Control de concentracion y homogeneidad del lote.
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PREPARACION Y CONTROL DE MATERIALES DE ANALISIS
CONCENTRACION

500pl

- —]
Media Aritmética

\ + de los 20 viales

500ul = —

20 x

1ml

HOMOGENEIDAD
Se calcula mediante el test T, que determina la variacion entre muestras de

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

2
Z -7
| ( 'I ‘J |T21):1 T,/ (1-1)<2.
Tp=)» = _
22 a
. I z;=n°de UFC en un vial

z, =suma de UFC en todos los viales examinados.
| = n° total de viales examinados
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v' Recogida de heces frescas de
explotacion libre de Salmonella.

v Envio refrigerado en contenedores
de seguridad como sustancia
biologica Categoria B (UN3373).

v’ Establecimiento de fechas exactas
para la realizacion del ensayo.
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ACTUACIONES DURANTE LA REALIZACION DEL ENSAYO

Caracterizacion de la matriz (heces aviares)

Recuento de Enterobacterias (15021528-2)
Recuento de Aerobios Mesofilos (ISO 4833)

Nuevo recuento de lotes de liofilizados para comprobar concentracion
y homogeneidad

En el momento de preparacion | Durante la semana del ensayvo
e B N I L e By Sl
por vial por vial
SE 10 21,1 0,52 10,7 0,66
SE 100 117.2 0.4 97.8 1.1
STM 10 139 1.10 114 1,28
STM 100 1131 0,65 855 0.93
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EVALUACION DE RESULTADOS - CRITERIOS DE EVALUACION

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 concentracion 100UFC se detectan al menos el 80%
De las muestras de concentracion 10UFC se detectan al menos el 50%
De los blancos+ heces al menos el 80% son negativos

MUESTRAS CON PIENSO

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

De las muestras de concentracion 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:
v' Se contacta con el laboratorio para identificar el problema
v' Se envian muestras adicionales
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TERCEE ENSAYD INTERLABORATORIAL ORCGANIZADO POR EL
LABOEATORIO NACTONAL DE REFERENCIA DE SALMONELOQSIS
ANIMATES FARA LABORATORIOS AUTORIZADOS FARALA
REALTZACION DE AUTOCONTROLES

DETECCION DE SALMONELL4 EN HECES ANIMALES

NOVIEMBEE 1010

LV Algute. Labosaiozio Macionad de Refarencia para Salnsonelosis Animales 1de 11
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ORGANIZACION DE ENSAYOS
INTERLABORATORIALES DE

SEROTIPADO DE Salmonella spp.
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DISENO 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”.

* |dentificacion de acuerdo a Esquema Kauffmann-White.
Método usado habitualmente en el laboratorio (normalmente
aglutinacion con antisueros especificos)
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N® CEPA Serotipo Férmula
Cil S.Infantis 6,7,14:r:15
C2 S.Enteritidis 1912:gm: -
C3 S.Havana 1,13,23: f,g [s]: -
C4 S.Virchow 6,7,14:r:1,2
C5 S.Typhimurium 1,4,[5]12:1:1,2
C6 S.Hadar 6,8 : z10: e,n,X
C7 S. Colindale 6,7:r:1,7
C8 S.Enteritidis 19,12:gm: -
C9 S.Berta 1,9,12 : [f],9,[t] : -
C10 S.Ouakam 9,46: 759 : -
Cll S.Typhimurium 1,4,[5]12:1:1,2
C12 S.Mikawasima 6,7,14 .y :e,n,zI15
C13 S.Enteritidis 1912:gm: -
Cl4 S. Istambul 8:2z1p:enXx
C15 S.Muenchen 6,8:d:1,2
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v' Envio en tubos de agar.

v Transporte como sustancia bioldgica categoria B (UN3373).

v" No refrigerado.
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TERCER ENSAYO INTERLABORATORIAL ORGANIZADO POREL
LABORATORIO NACTONAL DE REFERENCIA DE SALMONELOSIS
NIMALES

LOV Algsss. Lab

SEROTIPADO DE SALMONELLA

s0 Nacicnal do Rsfe

AN

JUNIO 2010

l1de6

TERCER ENSAYO INTERLABCRATORIAL QRGANIZADD FOREL LABORATOR O
NACIONAL DE REFERENCIA DE SALMONELOSIS ANIMALES,
SEROTIFARD DE Safmeneta, JUNIO 2000

LABORATORIY; Centro de Calidad Avicoln y Alimentaciin Animal. CECAY,

CODIGO: 31
RESULTADOS ESPERADOS RESULTADOS COD. 31

. Serofipe Ag-(} Ag-H Serolipo Ag-(r | Ap-H
C1 Snfantis 6,704 r:l3 (lira seravar - -
€2 | SEnteritilis 1912 | gm:- | SFnteritidis . -
(] S Havana 11323 | fg[s]: - (ira seravar - -
(] & Virchow 6704 | ril2 Oiro seravar -
€5 | STyphimudum [ L4502 | §:1,2 | STyphimurium - -
o S Hadar 6,8 Zig N | Cheo seravar - =
7 5. Colindale B,7 r: 7 (v seravar -
[&] 5. Enteritidis L8J2 | gm:- 5. Enteritidis -
(%] S.Berta L2 |[flg[t] = | Orro serovar . =
10 S 0uakarm G456 e (iro serava -
C11 | STyphimurium | L4502 | i:1,2 | STyphimurium - -
C12 | SMikewasima | 6704 |venzls | (o serovar =
13 S Emteritidis 1912 o - & Enteritidis - -
Cl4 . Istambul ] Ep ens | (e seravar . .
C15 SMuenchen [ E] d:1,2 (ira seravar - -

COMENTARIOS ¥ RECOMENDACIONES

La identificacitn de S Enteritidis y 5. Typhimurium ha sido correcta.

Laos resultados del ensayo se consideran satisfactorios,
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Graclas



