AL Agar

User Guide

Chromogenic media for the detection and enumeration of the Listeria
monocytogenes and other species of Listeria in food products for human and
animal consumption, and in environmental samples

Catalog #3563695, Prepared plates, 90 mm x 20 dishes
Catalog #3563965, Prepared plates, 90 mm x 120 dishes
Catalog #3555200, Bottled agar base, 237.5 ml x 6 bottles
Catalog #3564043, Dehydrated, 500 g

Catalog #3564041, Supplement 1, freeze dried, 10 vials
Catalog #3564042, Supplement 2, liquid 25 ml, 10 vials
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Section 1 Introduction

Section 1
Introduction

Serious outbreaks of Listeria monocytogenes continue to plague the food safety industry. Listeria is
dangerous in the way that it can survive and grow, however slowly, at refrigerated temperatures in ready-
to-eat processed foods. Listeria monocytogenes is a particularly problematic pathogen, as it can cause
serious health problems and possible death, particularly in immunosuppressed individuals, newborns,
and the elderly. Infection is known to cause still births and miscarriages in pregnant women. Listeriosis
develops with symptoms such as fever, fatigue, nausea, vomiting, and diarrhea and has a mortality rate
of 30%, which may be higher in vulnerable individuals. Approximately 90% of all reported cases of
listeriosis result in hospitalization. A rapid culture method is necessary to cut down on time to results and
to make sure those results are accurate.

Section 2
AL Agar Principle

The principle of AL medium (Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti) is based on the
simultaneous detection of two enzyme activities: B-D-glucosidase and phosphatidylinositol-specific
phospholipase C (PIPLC). The B-D-glucosidase activity, common to all Listeria, is detected using a
chromogenic substrate (X-glucoside). Hydrolysis of this substrate by the Listeria genus leads to the
production of blue to blue-green colored colonies. PIPLC is an enzyme detected only in pathogenic
Listeria species, L. monocytogenes and L. ivanovii. AL medium contains phosphatidylinositol, which when
broken down, produces an opaque halo around colonies of bacteria of these two species. This halo
generally appears after 24 hr of incubation in L. monocytogenes and after 48 hr of incubation in

L. ivanovii. Selectivity of the medium is achieved by the combined action of lithium chloride, antibiotics,
and an antifungal. This medium may be used in standardized protocol or in an alternative validated short
protocol.

Section 3
Theoretical Formula
Meat peptone 18 ¢
Tryptone 69
Yeast extract 10 g
Sodium pyruvate 29
Glucose 29
Anhydrous magnesium glycerophosphate 1g
Anhydrous magnesium sulphate 05¢g
Sodium chloride (NaCl) 59
Lithium chloride (LiCl) 109
Anhydrous Na2HPO4 25¢
Chromogenic substrate
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucopyranoside) 0.05¢
Nalidixic acid 0.02g
Ceftazidime 0.02 g
Polymyxin B sulphate 76,700 Ul
Amphotericin B 0.01¢g
Phosphatidylinositol 29
Agar 12 g
Distilled water gsp 1,000 mi

Final pH at 25°C =7.2+£0.2
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Section 4 Shelf Life and Storage

Section 4
Shelf Life and Storage

Dehydrated: 15-25°C in carefully sealed package, in a dry and dark place
Bottled agar base and supplements: 2—8°C in a dark place

Reconstituted supplement 1: 1 week at 2-8°C

Pre-poured: 2—-8°C in a dark place

Plate prepared from the dehydrated base: 2 weeks at 2-8°C in carefully sealed package, in a dry and
dark place

Section 5
Materials Required but Not Supplied

Equipment

All usual laboratory equipment

Hot plate

Scale, sensitivity of 0.1 g

Stirrer/homogenizer

Thermostatically-controlled incubator or incubation room, precise to £1°C

Water bath

Supplies

Confirmation:

0 iQ-Check Listeria monocytogenes Il Real-Time PCR Detection Kit (catalog #3578124),
iQ-Check Listeria spp. Real-Time PCR Detection Kit (catalog #3578113)

0 RAPID'L.mono Agar (catalog #3563694, prepared plates, 90 mm x 20 dishes; 3563964,
prepared plates, 90 mm x 120 dishes; 3555294, ready-to-use kit (for 200 ml) including bottled
agar medium and supplements; 3564293, dehydrated, 500 g; 3564294, supplement 1,
freeze-dried, 10 vials; 3564746, supplement 2, liquid, 10 vials

o PALCAM agar (for example catalog #3564754, dehydrated 500 g; 3564752, supplement,
10 vials)

0 Rhamnose Test (catalog #3553669, 1 ml x 28 vials)

Diluent for enumeration:
0 Tryptone Salt (catalog #3555754, 9 ml x 25 tubes; 3555756,
900 ml x 6 bottles; 3555796, 3 L x 4 bags; 3564544, 500 g)
o Buffered Peptone Water (for example, BPW Plus, catalog #3564684, dehydrated, 500 g;
3554179, 225 ml x 6 bottles; 3555790, 5 L x 2 bags; 3555795, 3 L x 4 bags;
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Section 6 Precautions, Limitations of Use, and Quality Control
or BPW Standard, catalog #12013259, dehydrated, 500 g; 12013258, dehydrated, 5 kg;
12013260, 5 L x 2 bags)

e Enrichment medium: Half Fraser Broth (catalog #3555797, 225 ml bottles x 6; 3555794, 3 L x 4 bags;
3564604, dehydrated 500 g; 3564616, supplement, 10 vials)

e Inoculating loops and spreaders
e  Sterile petri dishes (90 mm)
e Sterile pipets

e Sterile weigh bags

Section 6
Precautions, Limitations of Use, and Quality Control

Precautions

e Respect Good Laboratory Practice (EN ISO 7218). Appropriate protection, such as gloves and lab
coats, should be worn when working with potentially infectious live bacteria such as Listeria

¢ Media that have come in contact with food samples should be considered contaminated and should
be disposed of in accordance with local rules and regulations

e Allow plates to dry at 25-50°C according to ISO standard 7218 until droplets disappear from the
surface of the medium. However, avoid prolonged drying, so as to not modify the efficiency of the
medium. Do not dry plates in a laminar flow hood

e For heavily-loaded dishes with intensely opaque agar, reading can be facilitated by comparing opacity
of the agar with a non-inoculated AL dish

e This medium may be used in standard protocols (for example, ISO or FDA BAM)

e For optimal performance of the alternative method, the use of Bio-Rad’s Half Fraser broth is
recommended.

Limitations of Use

e Other gram positive B-D-glucosidase positive bacteria exist without halos (for example, Enterococcus
spp.) and with halos (for example, Bacillus circulans)

e Sample volumes over 25 g have not been tested as part of NF VALIDATION

Quality Control

e Every product manufactured and marketed by Bio-Rad is subject to a quality assurance procedure at
all stages, from reception of raw materials through to marketing of the finished products. Each batch
of finished product undergoes quality control according to EN ISO 11133 and is marketed only if it
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Section 7 Protocol

satisfies the acceptability criteria. Documentation relative to the production and quality control of each
batch is kept on file.

e For SDS product safety information and certificate of analysis, visit www.bio-rad.com.

Section 7
Protocol

Preparation of Dehydrated Medium

1. Always shake bottle before use.

2. Dissolve 34.55 g of powder in 470 ml of distilled water and mix until a homogenous suspension is
obtained.

3. Heat gently, agitating frequently, then bring to a boil.
4. Sterilize by autoclaving at 121°C for 15 min.
5. Cool the medium to 44-47°C.

6. Aseptically rehydrate lyophilized supplement 1 with 5 ml sterile distilled water. Stir until completely
dissolved and add to molten agar.

7. Aseptically add 1 vial of supplement 2. The temperature of the base should not exceed 50°C when
adding supplement 2.

8. Mix well and pour into petri dishes. Stack dishes together (up to 5) to allow slow cooling.

9. One 500 g bottle of powder makes 7.2 L of medium.

Preparation of Bottled Medium
1. In a boiling water bath, melt the contents of the AL Agar bottle (237.5 ml).
2. Cool the bottle to 44—-47°C in a water bath.

3. Aseptically rehydrate lyophilized supplement 1 with 5 ml sterile distilled water. Stir until completely
dissolved.

4. Aseptically add 2.5 ml of rehydrated supplement 1 and 12.5 ml of supplement 2.
5. Mix thoroughly. Avoid frothing.

6. Pour the medium into petri dishes. Stack dishes together (up to 5) to allow slow cooling.

Detection of L. monocytogenes and Listeria Genus

1. Dilute n g or n ml of sample in 9 x n ml Half Fraser Broth. Homogenize with stirrer/homogenizer.
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Section 7 Protocol

10.

11.

12.

13.

Ensure the environmental swab is completely immersed in the broth (at least 9 ml).

Ensure the environmental sponge, cloth or gauze pad is completely soaked in broth. Add broth at 9
times the weight of the moistened wiping device.

Incubate at 30 + 1°C for 18-28 hr.
After the enrichment step, the broth can be stored at 2—8°C for 72 hr.

Using a sterile pipet remove 0.1 ml of sample and place drops on the outside edge of half of the agar
surface.

Using a sterile Pasteur pipet or inoculating loop, spread sample over half the agar surface in a to-and-
fro motion.

On the other half of the agar surface, streak for isolation by spreading the deposit in relatively close
streaks over the entire dish from the edge of the previous spread.

Incubate at 37 = 1°C for 24 £ 2 hr. Incubation can be extended to 48 = 2 hr.

L. monocytogenes form blue/blue-green colonies with a halo.

Other Listeria spp. form blue/blue-green colonies with or without a halo.

After the incubation step, plates can be stored at 2—8°C for 72 hr.

In case of characteristic L. monocytogenes colonies when using the detection protocol, it is not

necessary to perform a confirmation if the sample has been already confirmed as positive in the
enumeration protocol.

Enumeration of L. monocytogenes

1.

2.

9.

Dilute n g or n ml of sample in 9 x n ml of Half Fraser Broth or BPW.

Spread 0.1 ml of sample or its decimal dilutions per plate or transfer 1 ml into an empty petri dish and
pour 15 ml of melted (44-47°C) AL agar

If estimating small numbers, spread 1 ml of sample or decimal dilutions over three plates of 90 mm
diameter (~0.33 ml/plate) or over one plate of 140 mm diameter.

Incubate the upturned dishes at 37 £ 1°C for 48 £ 3 hr. A first reading at 24h allows a more rapid
detection of heavily contaminated samples. However the final result count is reached after 48 h (3 h)

Read plate and enumerate typical colonies.

L. monocytogenes form blue/blue-green colonies with a halo.

Other Listeria spp. form blue/blue-green colonies with or without a halo.
After the incubation step, plates can be stored at 2—8°C for 72 hr.

Refer to EN ISO 7218 standard for inoculation, colony counting, calculation and expression of results.

10. In case of characteristic L. monocytogenes colonies when using the enumeration protocol, it is not
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Section 8 Confirmation of Positive Results

necessary to perform a confirmation if the sample has been already confirmed as positive in the
detection protocol.

Section 8
Confirmation of Positive Results

1. Inthe context of NF VALIDATION, all positive results must be confirmed. When following the
enumeration protocol, if the first colony confirmed gives a negative result, confirmations should
continue on up to five colonies. Confirming fewer than five colonies involves a risk of making an
overestimation because of the presence of typical colonies that are not L. monocytogenes.

2. Confirmation of L. monocytogenes must be done in one of the following ways:

a. Using the conventional tests described in the ISO standard methods (including the
purification step).

b. Using nucleic probes as described in the ISO 7218 standard (for example, iQ-Check
L. monocytogenes Il Real-Time PCR Detection Kit, catalog #3578124) using isolated
colonies (with or without purification step).

c. Confirmed using a Rhamnose Test (catalog #3553669).

d. Repicking and spotting at least one isolated colony on a RAPID'L.mono agar plate. Up to
12 colonies can be confirmed on a single RAPID'L.mono plate.

e. Using any other NF VALIDATION—certified method based on a different principle from that of
AL Agar. The validated protocol of the second method must be respected in its entirety. All
steps preceding the detection step used as a starting point for confirmation must be common
to both methods.

3. Confirmation of Listeria spp. other than L. monocytogenes must be done in one of the following ways:

a. Using the conventional tests described in the ISO standard methods (including the
purification step).

b. Using nucleic probes as described in the ISO 7218 standard (for example, iQ-Check Listeria
spp. Real-Time PCR Detection Kit, catalog #3578113) using isolated colonies (with or without
purification step).

c. Repicking and streaking at least one isolated colony on a PALCAM agar plate. Up to
6 colonies can be confirmed on a single PALCAM agar plate.

d. Using any other NF VALIDATION—certified method based on a different principle from that of
AL Agar. The validated protocol of the second method must be respected in its entirety. All
steps preceding the detection step used as a starting point for confirmation must be common
to both methods.

4. Inthe event of discordant results (presumptive positive with AL Agar, negative with confirmation
method), the laboratory must follow the necessary steps to ensure validity of the result obtained.
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Section 9 References

Section 9
Confirmation of Other Methods

Not applicable.

Section 10
Test Performance and Validations

Validation Reference Certificate

Cemiicanan Scope Protocol Protocol Reference

NF
J VALIDATION
EN ISO 16140

NF VALIDATION and_producnon EN I1SO 16140-2 EN ISO 11290-2 BRD: 07/16-01/09
environmental samples ALTERNATIVE
ANALYTICAL

All human food products EN 1SO 11290-1

METHODS FOR
AGRIBUSINESS
Certified by AFNOR
Certification
http://nf-
validation.afnor.org/en

Section 11
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Section 12
Revision History

Release date Document number Change

December 2020 10000135677 Ver A - Major change

- New document design

- Document number change — previous version
AL V7 20 September 2019

January 2022 10000135677 Ver B - Extension of NF Validation

- Half-Fraser broth recommendation in Section 6

- New 18-28 hr enrichment time for detection
protocol

- Update of references

Visit www.bio-rad.com/rapidmedia for more information on our complete range of RAPID chromogenic
media.

BIO-RAD is a trademark of Bio-Rad Laboratories, Inc.
IQ-CHECK is a trademark of Bio-Rad Europe GMBH in certain jurisdictions.
All trademarks used herein are the property of their respective owner.

Bio-Rad
B’o .RAD Laboratories, Inc.

Life Science Website bio-rad.com USA 1 800 424 6723 Australia 61 2 9914 2800 Austria 00 800 00 24 67 23
elgium 00 800 467 razil 4003 0399 Canada 7 905 364 3435 ina 86 21 6169 8500
G Belgi 800 00 24 67 23 Brazil 4003 0399 Canada 1 905 364 3435 Chi 216169
roup Czech Republic 00 800 00 24 67 23 Denmark 00 800 00 24 67 23 Finland 00 800 00 24 67 23

France 00 800 00 24 67 23 Germany 00 800 00 24 67 23 Hong Kong 852 2789 3300

Hungary 00 800 00 24 67 23 India 91 124 4029300 Israel 0 3 9636050 Italy 00 800 00 24 67 23
Japan 81 36361 7000 Korea 82 2 3473 4460 Luxembourg 00 800 00 24 67 23

Mexico 52 555 488 7670 The Netherlands 00 800 00 24 67 23 New Zealand 64 9 415 2280
Norway 00 800 00 24 67 23 Poland 00 800 00 24 67 23 Portugal 00 800 00 24 67 23

Russian Federation 00 800 00 24 67 23 Singapore 65 64153188

South Africa 00 800 00 24 67 23 Spain 00 800 00 24 67 23 Sweden 00 800 00 24 67 23
Switzerland 00 800 00 24 67 23 Taiwan 886 2 2578 7189 Thailand 66 2 651 8311

United Arab Emirates 36 1 459 6150 United Kingdom 00 800 00 24 67 23

Sig 0122

@

10000135677 Ver B US/EG
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AL Agar

Guide d'utilisation

Milieu chromogénique pour la détection et le dénombrement de Listeria
monocytogenes et autres especes de Listeria dans les produits alimentaires
destinés a la consommation humaine et animale et dans les échantillons
environnementaux

N° de référence 3563695, boite préparée, 90 mm x 20 boites

N° de référence 3563965, boite préparée, 90 mm x 120 boites

N° de référence 3555200, base gélosée en flacon, 237,5 ml x 6 flacons
N° de référence 3564043, base déshydratée, 500 g

N° de référence 3564041, Supplement 1, lyophilisé, 10 flacons

N° de référence 3564042, Supplement 2, liquide 25 ml, 10 flacons
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Section 1 Introduction

Section 1
Introduction

De graves épidémies dues a Listeria monocytogenes continuent de préoccuper I'industrie alimentaire.

Le genre Listeria est dangereux car il peut survivre et croitre, quoique lentement, a des températures de
réfrigération dans les aliments transformés préts-a-consommer. Listeria monocytogenes est un agent
pathogéne particulierement problématique ; il peut entrainer de graves problémes de santé, voire la mort,
notamment chez les personnes immunodéprimées, les nouveau-nés et les personnes agées. Chez la
femme enceinte, une infection peut causer une mortinatalité et un avortement spontané. La listériose
présente les symptdémes suivants : fievre, fatigue, nausées, vomissements, diarrhée. Le taux de mortalité
est de 30 % et peut étre supérieur chez les personnes vulnérables. Environ 90 % de I'ensemble des cas
rapportés de listériose aboutissent & une hospitalisation. Une méthode de culture rapide est nécessaire,
de fagon a réduire le temps d’obtention des résultats et a garantir la précision de ces résultats.

Section 2
AL Agar - Principe

Le principe du milieu AL (Agar Listeria selon Ottaviani et Agosti) repose sur la détection simultanée de
deux activités enzymatiques : B-D-glucosidase et phospholipase C spécifique du phosphatidylinositol
(PI-PLC). L’activité B-D-glucosidase, commune a toutes les bactéries du genre Listeria, est mise en
évidence par la présence d’un substrat chromogéne (X-glucoside). L’hydrolyse de ce substrat conduit a la
formation d’'une coloration bleue a bleu-vert des colonies de Listeria. La PI-PLC est une enzyme
spécifique des especes pathogéenes de Listeria : L. monocytogenes et L. ivanovii. La dégradation du
phosphatidylinositol contenu dans le milieu AL conduit a la formation d’'un halo opaque autour des
colonies de ces deux especes. Ce halo apparait généralement aprés 24 hr d’'incubation chez

L. monocytogenes et aprés 48 hr d'incubation chez L. ivanovii. La sélectivité du milieu est obtenue par
I'action combinée du chlorure de lithium, des antibiotiques et de I'antifongique. Il est possible d’utiliser ce
milieu dans un protocole normalisé ou dans un autre protocole court validé.

Section 3
Formule théorique
Peptone de viande 18 ¢
Tryptone 69
Extrait de levure 10g
Pyruvate de sodium 29
Glucose 29
Glycérophosphate de magnésium anhydre 1lg
Sulfate de magnésium anhydre 0,59
Chlorure de sodium (NacCl) 59
Chlorure de lithium (LiCl) 109
Na2HPO4 anhydre 25¢
Substrat chromogene
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucopyranoside) 0,059
Acide nalidixique 0,029
Ceftazidime 0,029
Sulfate de polymyxine B 76 700 Ul
Amphotéricine B 0,01g
Phosphatidylinositol 29
Agar 12 g
Eau distillée g.s.p. 1 000 ml

pH finala25°C=7,2+0,2
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Section 4 Durée de conservation et stockage

Section 4
Durée de conservation et stockage

e Base déshydratée : 15-25 °C en emballage soigneusement scellé, dans un endroit sec et a I'abri de la
lumiére

e Base geélosée en flacon et suppléments : 2—-8 °C a l'abri de la lumiére
e Supplément 1 reconstitué : 1 semaine a 2-8 °C
e Précoulé : 2-8 °C a l'abri de la lumiére

e Boite préparée a partir de la base déshydratée : 2 semaines a 2—-8 °C, en emballage soigneusement
scellé, dans un endroit sec et a l'abri de la lumiére

Section 5
Matériel requis non fourni

Matériel

e Tout le matériel de laboratoire habituel

e Plaque chauffante

e Balance, sensibilité 0,1 g

e Agitateur-homogénéisateur

e Etuve ou enceinte thermostatée, précision +1 °C

Bain-marie

Produits

e Confirmation :

0 iQ-Check Listeria monocytogenes Il Real-Time PCR Detection Kit (n° de référence 3578124),
iQ-Check Listeria spp. Real-Time PCR Detection Kit (n° de référence 3578113)

0 RAPID'L.mono Agar (n° de référence 3563694, boites préparées, 90 mm x 20 boites ;
3563964, boites préparées, 90 mm x 120 boites ; 3555294, kit prét a I'emploi (pour 200 ml) y
compris milieu gélosé en flacon et suppléments ; 3564293, base déshydratée, 500 g ;
3564294, supplément 1, lyophilisé, 10 flacons ; 3564746, supplément 2, liquide, 10 flacons)

o0 PALCAM Agar (par exemple n° de référence 3564754, base déshydratée 500 g ; 3564752,
supplément, 10 flacons)

0o Rhamnose Test (n° de référence 3553669, 1 ml x 28 flacons)

e Diluant pour le dénombrement :
0 Tryptone-sel (n° de référence 3555754, 9 ml x 25 tubes ; 3555756, 900 ml x 6 flacons ;
3555796, 3 L x 4 poches ; 3564544, 500 g)
o Buffered Peptone Water (BPW) (Eau peptonée tamponnée) (par exemple BPW Plus, n°
de référence 3564684, base déshydratée, 500 g ; 3554179, 225 ml x 6 flacons ;
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Section 6 Précautions, limites d’utilisation et contréle qualité

3555790, 5 L x 2 poches ; 3555795, 3 L x 4 poches ; ou BPW Standard, n° de référence
12013259, base déshydratée, 500 g ; 12013258, base déshydratée, 5 kg ; 12013260, 5 L
X 2 poches)

e Milieu d'enrichissement : Bouillon Fraser demi (n° de référence 3555797, flacons 225 ml x 6 ;
3555794, 3 L x 4 poches ; 3564604, base déshydratée, 500 g ; 3564616, supplément, 10 flacons)

¢ Anses d'inoculation et étaleurs
e Boites de Petri stériles (@ 90 mm)
e Pipettes stériles

e Sacs de pesée stériles

Section 6
Précautions, limites d’utilisation et contréle qualité

Précautions

e Respecter les bonnes pratiques de laboratoire (EN ISO 7218). Porter un équipement de protection
approprié, par exemple des gants et une blouse de laboratoire, pour travailler avec des bactéries
vivantes potentiellement infectieuses telles que les Listeria

e Les milieux qui sont entrés en contact avec des échantillons alimentaires doivent étre considérés
comme contaminés et doivent étre éliminés conformément aux régles et réglementations locales

* Laisser sécher les boites a 25-50 °C conformeément a la norme 1SO 7218, jusqu'a ce que les gouttes
disparaissent de la surface du milieu. Eviter cependant un séchage prolongé afin de ne pas altérer
I'efficacité du milieu. Ne pas faire sécher les boites sous une hotte a flux laminaire

e Pour les boites fortement chargées avec une opacification intense de la gélose, la lecture peut étre
facilitée grace a la comparaison de I'opacité de la gélose par rapport a une boite d’AL Agar non
ensemenceée

e Il est possible d'utiliser ce milieu dans les protocoles normalisés (par exemple, ISO ou FDA BAM)

e Afin de garantir les performances de la méthode alternative, I'utilisation du bouillon Fraser-demi
commercialisé par Bio-Rad est recommandée
Limites d’utilisation

o |l existe d’autres bactéries a Gram positif B-D-glucosidase positives sans halo (par exemple
Enterococcus spp.) et avec halo (par exemple, Bacillus circulans)

e Les volumes d’échantillon supérieurs a 25 g n’ont pas été testés dans le cadre de la marque NF
VALIDATION
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Section 7 Protocole

Contrdle qualité

Chaque produit fabriqué et commercialisé par Bio-Rad est soumis a une procédure d'assurance
gualité a toutes les étapes, de la réception des matieres premiéres jusqu'a la mise sur le marché du
produit fini. Chaque lot de produits finis subit un contréle qualité conforme a EN 1SO 11133 et est mis
sur le marché uniqguement s'il satisfait aux critéres d'acceptabilité. La documentation relative a la
production et au contréle qualité de chaque lot est archivée

Pour consulter la fiche de données de sécurité (FDS) et le certificat d’analyse, visiter www.bio-
rad.com

Section 7
Protocole

Préparation du milieu déshydraté

Toujours agiter le flacon avant utilisation.

Dissoudre 34,55 g de poudre dans 470 ml d'eau distillée et mélanger jusqu'a obtenir une suspension
homogeéne.

Chauffer doucement en mélangeant fréquemment, puis amener a ébullition.
Stériliser en autoclave a 121 °C pendant 15 min.

Refroidir le milieu de culture a 44-47 °C.

Reconstituer aseptiquement le supplément 1 lyophilisé avec 5 ml d’eau

distillée stérile. Mélanger jusqu'a dissolution compléte et ajouter a la gélose fondue.

Ajouter aseptiquement 1 flacon de supplément 2. Lors de I'ajout, la température du milieu de base ne
doit pas dépasser 50 °C.

Bien mélanger et couler en boites de Petri. Empiler les boites (maximum 5) pour permettre un
refroidissement lent.

500 g de poudre permettent de reconstituer 7,2 L de milieu.

Préparation du milieu en flacon

1.

2.

Dans un bain-marie a ébullition, faire fondre le contenu du flacon AL Agar (237,5 ml).
Faire refroidir le flacon a 44-47 °C dans un bain-marie.

Reconstituer aseptiquement le supplément 1 lyophilisé avec 5 ml d’eau

distillée stérile. Mélanger jusqu'a dissolution compléte.

Ajouter aseptiguement 2,5 ml de supplément 1 reconstitué et 12,5 ml de supplément 2 reconstitué.
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Section 7 Protocole
5. Mélanger soigneusement. Eviter de faire mousser.

6. Verser le milieu dans les boites de Petri. Empiler les boites (maximum 5) pour permettre un
refroidissement lent.
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Section 7 Protocole

Détection de L. monocytogenes et du genre Listeria

10.

11.

12.

13.

Diluer n g ou n ml d'échantillon dans 9 x n ml de bouillon Fraser demi. Homogénéiser avec un
agitateur-homogénéisateur.

Vérifier que I'écouvillon d’échantillonnage environnemental est complétement immergé dans le
bouillon (au moins dans 9 ml).

Vérifier que I'éponge, la lingette ou le tampon d’échantillonnage environnemental est complétement
imbibé de bouillon. Ajouter 9 fois le poids du dispositif humide en bouillon dans un contenant de
maniere a le recouvrir entierement.

Incuber & 30 £ 1 °C pendant 18-28 hr.

Apres I'étape d'enrichissement, le bouillon peut étre stocké a 2—8 °C pendant 72 hr.

Prélever 0,1 ml d’échantillon a I'aide d'une pipette stérile et placer des gouttes sur le bord extérieur de
la moitié de la surface gélosée.

A l'aide d'une pipette Pasteur stérile ou d’'une anse d’inoculation, étaler I'échantillon sur la moitié de la
surface gélosée dans un mouvement de va-et-vient.

Sur l'autre moitié de la surface gélosée, isoler le dépdt en stries relativement proches sur toute la
boite, en partant du bord du dernier étalement.

Incuber & 37 £ 1 °C pendant 24 £ 2 hr. L'incubation peut étre étendue a 48 + 2 hr.

Les L. monocytogenes forment des colonies bleues a bleu-vert avec halo.

Les autres Listeria spp. forment des colonies bleues a bleu-vert avec ou sans halo.

Apreés |'étape d'incubation, les boites peuvent étre stockées a 2—-8 °C pendant 72 hr.

En présence de colonies de L. monocytogenes caractéristiques lors du protocole de détection, il n’est

pas nécessaire d'effectuer une confirmation si I'échantillon a déja été confirmé positif lors du protocole
de dénombrement.

Dénombrement de L. monocytogenes

1.

2.

Diluer n g ou n ml d'échantillon dans 9 x n ml de bouillon Fraser demi ou d’eau peptonée tamponnée.

Etaler 0,1 ml d’échantillon ou ses dilutions décimales sur la surface d’une boite ou transférer 1 ml
dans une boite de Petri vide et couler 15 ml de

milieu AL fondu (44-47 °C).

S'il est nécessaire de procéder a I'estimation de petits nombres, étaler 1 ml de I'échantillon ou des
dilutions décimales sur la surface de trois boites de 90 mm de diamétre (~0,33 ml/boite) ou d’'une
boite de 140 mm de diamétre.

Incuber les boites retournées a 37 + 1 °C pendant 48 + 3 hr. Une premiére lecture a 24 heures
permet de détecter plus rapidement les échantillons fortement contaminés. Toutefois, le résultat final
du dénombrement est obtenu apres 48 hr (= 3 hr).
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Section 8 Confirmation des résultats positifs

5. Procéder a la lecture des boites et dénombrer les colonies typiques.

6. Les L. monocytogenes forment des colonies bleues a bleu-vert avec halo.

7. Les autres Listeria spp. forment des colonies bleues a bleu-vert avec ou sans halo.
8. Apreés I'étape d'incubation, les boites peuvent étre stockées a 2—8 °C pendant 72 hr.

9. Consulter la norme EN ISO 7218 pour obtenir des informations sur I'inoculation, le comptage des
colonies, les calculs et I'expression des résultats.

10. En présence de colonies de L. monocytogenes caractéristiques lors du protocole de dénombrement,
il n'est pas nécessaire d’effectuer une confirmation si I'échantillon a déja été confirmé positif lors du
protocole de détection.

Section 8
Confirmation des résultats positifs

1. Dans le contexte de la marque NF VALIDATION, tous les résultats positifs doivent étre confirmés.
Dans le cadre du protocole de dénombrement, si la premiere colonie confirmée donne un résultat
négatif, il convient de poursuivre les confirmations jusqu’a cing colonies. Confirmer moins de cing
colonies comporte un risque de surestimation di a la présence de colonies typiques qui ne seraient
pas L. monocytogenes.

2. La confirmation de la présence de L. monocytogenes doit étre effectuée de I'une des facons
suivantes :

a. Alaide des tests classiques décrits dans les méthodes normalisées ISO (y compris I'étape
de purification).

b. A l'aide de sondes nucléiques comme décrit dans la norme ISO 7218 (par exemple, iQ-
Check L. monocytogenes Il Real-Time PCR Detection Kit, n° de référence 3578124), avec
des colonies isolées (avec ou sans étape de purification).

c. Alaide d’un test Rhamnose (n° de référence 3553669).

d. Repiquage par spot d'au moins une colonie isolée sur une boite gélosée RAPID'L.mono.
Jusqu’a 12 colonies peuvent étre confirmées sur une seule boite de milieu RAPID'L.mono.

e. Alaide de toute autre méthode certifiée NF VALIDATION fondée sur un principe différent de
celui de AL Agar. Le protocole validé de cette seconde méthode doit étre suivi dans sa
totalité. Toutes les étapes antérieures a I'étape de détection utilisée comme point de départ
pour la confirmation doivent étre communes aux deux méthodes.

3. La confirmation de la présence de Listeria spp. autres que L. monocytogenes doit étre effectuée de
'une des fagons suivantes :

a. Alaide des tests classiques décrits dans les méthodes normalisées ISO (y compris I'étape
de purification).

b. A l'aide de sondes nucléiques comme décrit dans la norme ISO 7218 (par exemple, iQ-

Check Listeria spp. Real-Time PCR Detection Kit, n° de référence 3578113) avec des
colonies isolées (avec ou sans étape de purification).
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Section 9 Références

c. Repiquage et striation d'au moins une colonie isolée sur une boite gélosée PALCAM. Jusqu'a

6 colonies peuvent étre confirmées sur une seule boite gélosée PALCAM.

d. A laide de toute autre méthode certifiée NF VALIDATION fondée sur un principe différent de
celui de AL Agar. Le protocole validé de cette seconde méthode doit étre suivi dans sa
totalité. Toutes les étapes antérieures a I'étape de détection utilisée comme point de départ
pour la confirmation doivent étre communes aux deux méthodes.

4. En cas de résultats discordants (présumé positif avec AL Agar, négatif avec la méthode de
confirmation), le laboratoire doit suivre les étapes nécessaires pour garantir la validité du résultat

obtenu.

Section 9

Confirmation d’autres méthodes

Sans objet.

Section 10

Performance du test et validations

Certification

Domaine

Protocole de
validation

Protocole de
référence

Référence de
certificat

NF VALIDATION

Tous les échantillons de
produits alimentaires
destinés a la
consommation humaine
et les échantillons
environnementaux de
production

EN ISO 16140-2

EN ISO 11290-1
EN ISO 11290-2

K NF
VALIDATION
EN I50 16140

BRD : 07/16-01/09
BRD : 07/17-01/09
METHODES
ANALYTIQUES
ALTERNATIVES POUR LE
SECTEUR AGRO-
ALIMENTAIRE
Certifié par AFNOR
Certification
http://nf-
validation.afnor.org/en

Section 11
Références

ISO 11290-1:2017. Microbiologie de la chaine alimentaire — Méthode horizontale pour la recherche et le
dénombrement de Listeria monocytogenes et de Listeria spp. — Partie 1 : Méthode de recherche.

ISO 11290-2:2017. Microbiologie de la chaine alimentaire — Méthode horizontale pour la recherche et le
dénombrement de Listeria monocytogenes et de Listeria spp. — Partie 2 : Méthode de dénombrement.

ISO 7218:2007/AMD1:2013 — Microbiologie des aliments - Exigences générales et recommandations
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Ottaviani F et al. (1997b). Differential agar medium for Listeria monocytogenes. Quimper Froid
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https://www.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/1710bee8-76b9-4e6¢-92fc-fdc290dbfad92/mig-
8.pdf?MOD=AJPERES, acces 10 aodt 2020.

United States Food and Drug Administration. Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Listeria
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Section 12
Historique des révisions
Date de publication Numéro de document Modification
Décembre 2020 10000135677 Ver A - Modification importante

- Nouvelle conception de document
- Modification du numéro de document (version
précédente AL V7 20 septembre 2019)

Janvier 2022 10000135677 Ver B - Extension de NF validation

- Recommandation du Bouillon Fraser-demi en
Section 6

- Nouveau temps d’enrichissement de 18-28 hr
pour le protocole de détection

- Mise a jour des références

9 | AL Agar


https://www.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/1710bee8-76b9-4e6c-92fc-fdc290dbfa92/mlg-8.pdf?MOD=AJPERES
https://www.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/1710bee8-76b9-4e6c-92fc-fdc290dbfa92/mlg-8.pdf?MOD=AJPERES

Historique des révisions Références

Visitez www.bio-rad.com/rapidmedia pour plus d’informations sur la gamme compléte de milieux
chromogénes RAPID.

BIO-RAD est une marque déposée de Bio-Rad Laboratories, Inc.
IQ-CHECK est une marque déposée de Bio-Rad Europe GmbH dans certaines circonscriptions.
Toutes les marques déposées utilisées dans ce document appartiennent a leur propriétaire respectif.

Bio-Rad
B’o 'RAD Laboratories, Inc.

Life Science Website bio-rad.com USA 1 800 424 6723 Australia 61 2 9914 2800 Austria 00 800 00 24 67 23
G Belgium 00 800 00 24 67 23 Brazil 4003 0399 Canada 1 905 364 3435 China 86 21 6169 8500
roup Czech Republic 00 800 00 24 67 23 Denmark 00 800 00 24 67 23 Finland 00 800 00 24 67 23

France 00 800 00 24 67 23 Germany 00 800 00 24 67 23 Hong Kong 852 2789 3300

Hungary 00 800 00 24 67 23 India 91 124 4029300 Israel 0 3 9636050 Italy 00 800 00 24 67 23
Japan 81 3 6361 7000 Korea 82 2 3473 4460 Luxembourg 00 800 00 24 67 23

Mexico 52 555 488 7670 The Netherlands 00 800 00 24 67 23 New Zealand 64 9 415 2280
Norway 00 800 00 24 67 23 Poland 00 800 00 24 67 23 Portugal 00 800 00 24 67 23

Russian Federation 00 800 00 24 67 23 Singapore 65 6415 3188

South Africa 00 800 00 24 67 23 Spain 00 800 00 24 67 23 Sweden 00 800 00 24 67 23
Switzerland 00 800 00 24 67 23 Taiwan 886 2 2578 7189 Thailand 66 2 651 8311

United Arab Emirates 36 1 459 6150 United Kingdom 00 800 00 24 67 23

Sig 0122

&

10000135677 Ver B US/IEG
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AL Agar

Anwenderhandbuch

Chromogenes Medium fir den Nachweis und die Zahlung von Listeria
monocytogenes und anderen Listeria-Spezies in Nahrungsmittelprodukten far
den menschlichen Verzehr, in Tierfuttermitteln und in Umgebungsproben

Katalog-Nr. 3563695, gebrauchsfertige Agarplatten, 20 Agarplatten x 90 mm
Katalog-Nr. 3563965, gebrauchsfertige Agarplatten, 120 Agarplatten x 90 mm
Katalog-Nr. 3555200, Basisagar in Flaschen, 6 Flaschen x 237,5 ml
Katalog-Nr. 3564043, dehydriert, 500 g

Katalog-Nr. 3564041, Supplement 1, gefriergetrocknet, 10 Flaschchen
Katalog-Nr. 3564042, Supplement 2, fliissig, 10 Flaschchen x 25 ml
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Abschnitt 1 Einleitung

Abschnitt 1
Einleitung

In der Lebensmittelindustrie kommt es immer wieder zu sicherheitsrelevanten Ausbriichen von

Listeria monocytogenes. Listerien stellen ein Gesundheitsrisiko dar, weil sie bei gekiihlten Temperaturen in
verzehrfertig verarbeiteten Nahrungsmitteln tberleben und sich, wenngleich langsam, vermehren kdnnen.
Listeria monocytogenes ist ein besonders problematischer Erreger, da er schwerwiegende Erkrankungen
verursachen und auch zum Tod fiihren kann, insbesondere bei immungeschwéchten Personen,
Neugeborenen und alteren Menschen. Bei schwangeren Frauen kann eine Infektion zur Totgeburt oder
Fehlgeburt fiihren. Eine Listeriose duRert sich durch Symptome wie Fieber, Miidigkeit, Ubelkeit, Erbrechen
und Durchfall und ist mit einer Sterberate von 30 % verbunden, die bei besonders anféalligen Personen noch
hoher liegt. Ungefahr 90 % aller gemeldeten Félle von Listeriose erfordern eine stationare Behandlung. Eine
schnelle und korrekte Befundung hangt von der Verfligbarkeit einer schnellen Kulturmethode ab.

Abschnitt 2
Funktionsprinzip des AL Agars

Das Prinzip des AL Agars (Listeria-Agar nach Ottaviani und Agosti) basiert auf dem gleichzeitigen Nachweis von
zwei Enzymaktivitdten: der 3-D-Glucosidase und der Phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase C (PIPLC).
Die allen Listerien gemeinsame -D-Glucosidase-Aktivitat wird mit einem chromogenen Substrat (X-Glucosid)
nachgewiesen. Die Hydrolyse dieses Substrats durch die Gattung Listeria fuhrt zur Bildung von blau bis blaugrtin
geférbten Kolonien. PIPLC kommt nur bei den pathogenen Listeria-Spezies L. monocytogenes und L. ivanovii vor.
Der AL Agar enthélt Phosphatidylinositol, das, wenn es abgebaut wird, einen opaken Hof um Kolonien dieser
beiden Bakterienspezies erzeugt. Dieser Hof bildet sich bei L. monocytogenes ublicherweise nach 24-stiindiger
Inkubation und bei L. ivanovii nach 48-stiindiger Inkubation. Die Selektivitat des Mediums wird durch die
kombinierte Wirkung von Lithiumchlorid, Antibiotika und einem Antimykotikum erzielt. Dieses Medium kann im
Rahmen eines standardisierten Protokolls oder eines alternativen validierten Kurzprotokolls verwendet werden.

Abschnitt 3
Theoretische Zusammensetzung

Pepton aus Fleisch 18¢
Trypton 69
Hefeextrakt 10g
Natriumpyruvat 29
Glukose 29
Wasserfreies Magnesiumglycerophosphat 1g
Wasserfreies Magnesiumsulfat 0,59
Natriumchlorid (NaCl) 59
Lithiumchlorid (LiCl) 109
Wasserfreies Na2HPO4 254¢g

Chromogenes Substrat

(5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-3-D-Glucopyranosid) 0,059
Nalidixinsaure 0,02g
Ceftazidim 0,02g
Polymyxin-B-Sulfat 76.700 IE
Amphotericin B 0,01g
Phosphatidylinositol 29
Agar 12 g
Destilliertes Wasser gsp 1.000 mi

Finaler pH-Wert bei 25°C = 7,2+ 0,2
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Abschnitt 4 Haltbarkeit und Lagerung

Abschnitt 4
Haltbarkeit und Lagerung

Dehydriert: Trocken und lichtgeschiitzt in der sorgféltig verschlossenen Packung bei 15-25°C.
In Flaschen abgefillter Agar und die Supplemente: Lichtgeschiitzt bei 2—8°C

Rekonstituiertes Supplement 1: 1 Woche bei 2-8°C

Gebrauchsfertige Agarplatten: Lichtgeschiitzt bei 2—8°C

Aus dehydriertem Basisagar hergestellte Agarplatten: 2 Wochen bei trockener und lichtgeschiitzter
Lagerung in der sorgfaltig verschlossenen Packung bei 2-8°C

Abschnitt 5
Zusatzlich benotigtes Material

Gerate

Alle Uiblichen Laborgerate

Heizplatte

Waage, bis auf 0,1 g genau

Ruhrer/Homogenisator

Thermostatisch kontrollierter Inkubator oder Inkubationskammer, bis auf £ 1°C genau

Wasserbad

Zubehor

Bestatigung:

0 iQ-Check Listeria monocytogenes Il Real-Time PCR Detection Kit (Katalog-Nr. 3578124), iQ-
Check Listeria spp. Real-Time PCR Detection Kit (Katalog-Nr. 3578113)

0 RAPID'L.mono Agar (Katalog-Nr. 3563694, gebrauchsfertige Agarplatten,
20 Agarplatten x 90 mm; 3563964, gebrauchsfertige Agarplatten, 120 Agarplatten x 90 mm;
3555294, gebrauchsfertiges Kit (fir 200 ml) mit in Flaschen abgeftlltem Agar und
Supplementen; 3564293, dehydriert, 500 g; 3564294, Supplement 1, gefriergetrocknet,
10 Flaschchen; 3564746, Supplement 2, fllissig, 10 Flaschchen

0 PALCAM-Agar (z. B. Katalog-Nr. 3564754, dehydriert, 500 g; 3564752, Supplement, 10
Flaschchen)

o0 Rhamnose Test (Katalog-Nr. 3553669, 28 Flaschchen x 1 ml)

Verdinnungsmittel zum Z&hlen:
0 Tryptonsalz (Katalog-Nr. 3555754, 25 Réhrchen x 9 ml; 3555756, 6 Flaschen x 900 ml;
3555796, 4 Beutel x 3 L; 3564544, dehydriert, 500 g)
o0 Gepuffertes Peptonwasser (GPW; Buffered Peptone Water, z. B. BPW Plus, Katalog-
Nr. 3564684, dehydriert, 500 g; 3554179, 6 Flaschen x 225 ml; 3555790, 2 Beutel x5 L;
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Abschnitt 6 Vorsichtsmalnahmen, Anwendungsbeschrankungen und Qualitdtskontrolle
3555795, 4 Beutel x 3 L; oder BPW Standard, Katalog-Nr. 12013259, dehydriert, 500 g;
12013258, dehydriert, 5 kg; 12013260, 2 Beutel x 5 L)

e Anreicherungsmedium: Halb Fraser Nahrbouillon (Katalog-Nr. 3555797, 6 Flaschen x 225 ml;
3555794, 4 Beutel x 3 L; 3564604, dehydriert, 500 g; 3564616, Supplement, 10 Flaschchen)

e Impfésen und Impfspatel
e Sterile Petrischalen (90 mm)
e Sterile Pipetten

e Sterile Probenbeutel

Abschnitt 6
VorsichtsmalRnahmen, Anwendungsbeschrankungen und
Qualitatskontrolle

VorsichtsmalRnahmen

e Essind die Richtlinien der guten Laborpraxis zu beachten (EN 1SO 7218). Bei der Arbeit mit
potenziell infektiésen, lebenden Bakterien wie Listeria sollten angemessene Schutzvorkehrungen
getroffen werden (zum Beispiel Handschuhe und Laborkittel tragen).

¢ Medien, die mit Nahrungsmittelproben in Kontakt gekommen sind, sind als kontaminiert zu betrachten
und gemaf den vor Ort geltenden Vorschriften und Bestimmungen zu entsorgen.

e Die Platten gemaf ISO-Norm 7218 bei 25-50°C trocknen, bis die Tropfchen von der
Mediumoberflache verschwunden sind. Ein langeres Trocknen jedoch vermeiden, um die Effizienz
des Mediums nicht zu verandern. Die Platten nicht in einem Laminar-Flow-Abzug trocknen lassen.

e Bei Schalen mit hohem Keimwachstum und stark opakem Agar kann das Ablesen erleichtert werden,
indem die Opazitat des Agars mit einer nicht inokulierten AL-Schale verglichen wird.

e Dieses Medium kann in Standardprotokollen verwendet werden (z. B. ISO oder FDA BAM).

e Um die besten Ergebnisse mit der alternativen Methode zu erzielen, wird die Verwendung von Halb
Fraser Nahrbouillon empfohlen

Anwendungsbeschrankungen

o Es gibt andere grampositive B-D-Glucosidase-positive Bakterien mit oder ohne Bildung eines Hofs
(Enterococcus spp. bzw. Bacillus circulans).

e Im Rahmen der NF-Validierung wurden keine Probenvolumina Uiber 25 g getestet.
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Abschnitt 7 Protokoll

Qualitatskontrolle

e Jedes von der Firma Bio-Rad hergestellte und verkaufte Produkt unterliegt vom Rohstoffeingang bis
zur Vermarktung der Fertigprodukte einer umfassenden Qualitatssicherung. Jede Charge des fertigen
Produkts wird einer Qualitatskontrolle gemafr EN ISO 11133 unterzogen und gelangt nur dann in den
Vertrieb, wenn sie die Akzeptanzkriterien erfiillt. Die Unterlagen zur Produktion und Qualitatskontrolle
jeder Charge werden archiviert.

e Das Sicherheitsdatenblatt und das Analysezertifikat fiir das Produkt sind im Internet auf www.bio-
rad.com erhaltlich.

Abschnitt 7
Protokoll

Vorbereitung des dehydrierten Mediums

1. Die Flasche vor jedem Gebrauch schitteln.

2. 34,55 g Pulver werden in 470 ml destilliertem Wasser geltst und zu einer homogenen Suspension
gemischt.

3. Unter stéandigem Rihren vorsichtig erhitzen und zum Kochen bringen.

4. In einem Autoklaven 15 min bei 121°C sterilisieren.

5. Das Medium auf 44—47°C abkihlen lassen.

6. Das lyophilisierte Supplement 1 mit 5 ml sterilem, destilliertem Wasser unter sterilen Bedingungen
rehydratisieren. Rihren, bis es sich vollstandig aufgeldst hat, und dem geschmolzenen Agar

zugeben.

7. 1 Flaschchen Supplement 2 unter sterilen Bedingungen zugeben. Die Temperatur des Mediums
sollte bei der Zugabe von Supplement 2 nicht héher sein als 50°C.

8. Gut mischen und in Petrischalen gief3en. Die Petrischalen stapeln (bis zu 5), um das Abkihlen zu
verlangsamen.

9. 500 g Pulver ergeben 7,2 L Medium.

Zubereitung des in Flaschen abgefillten Agars
1. In einem kochenden Wasserbad den Inhalt der Flasche mit AL-Agar schmelzen lassen (237,5 ml).
2. Die Flasche in einem Wasserbad auf 44-47°C abkuhlen lassen.

3. Das lyophilisierte Supplement 1 mit 5 ml sterilem, destilliertem Wasser unter sterilen Bedingungen
rehydratisieren. Riihren, bis es sich vollstandig aufgel®st hat.

4. 2,5 ml rehydriertes Supplement 1 und 12,5 ml Supplement 2 unter sterilen Bedingungen zugeben.

5. Grundlich mischen. Schaumbildung vermeiden.

4 | AL Agar


http://www.bio-rad.com/
http://www.bio-rad.com/

Abschnitt 7 Protokoll

6.

Das Medium in Petrischalen giefRen. Die Petrischalen stapeln (bis zu 5), um das Abkuhlen zu
verlangsamen.

Nachweis von L monocytogenes und der Gattung Listeria

10.

11.

12.

13.

n g oder n ml Probe in 9 x n ml Halb Fraser Bouillon verdiinnen. Mit dem Ruhrer/Homogenisator
homogenisieren.

Darauf achten, dass Tupfer mit einer Umgebungsprobe vollstandig in die Nahrbouillon (mindestens
9 ml) eingetaucht sind.

Darauf achten, dass Schwamme, Tucher oder Mullstiicke mit der Umgebungsprobe vollstandig mit
Nahrbouillon getrankt werden. Nahrbouillon zugeben. Das Volumen muss dem 9-fachen Gewicht der
getrankten Wischprobe entsprechen.

Bei 30 £ 1°C fur 18-28 hr inkubieren.

Nach der Anreicherung kann die Bouillon 72 hr bei 2-8°C gelagert werden.

0,1 ml Probe mit einer sterilen Pipette entnehmen und auf den aulReren Rand der Halfte der
Agaroberflache tropfen.

Die Probe mit einer sterilen Pasteurpipette oder einer Impfose in einer Hin- und Herbewegung auf
einer Halfte der Agaroberflache verteilen.

Auf der anderen Hélfte der Agaroberflache die aufgebrachte Menge in relativ engen Streifen vom
Rand der zuvor aufgetragenen Menge aus Uber die gesamte Schale ausstreichen, um Einzelkolonien
zu erhalten.

Bei 37 + 1°C fur 24 + 2 hr inkubieren. Die Inkubation kann auf 48 * 2 hr verlangert werden.

L. monocytogenes bildet blaue/blaugriine Kolonien mit einem Hof.

Andere Listeria spp. bilden blaue/blaugriine Kolonien mit oder ohne Hof.

Nach der Inkubation kénnen die Platten fiir 72 hr bei 2-8°C gelagert werden.

Wenn sich bei Einhaltung des Nachweisprotokolls charakteristische L. monocytogenes-Kolonien

bilden, ist keine Bestéatigung erforderlich, wenn sich die Probe bereits im Protokoll fur die Z&hlung als
positiv erwiesen hat.

Zahlung von L. monocytogenes

1.

2.

n g oder n ml Probe in 9 x n ml Halb Fraser Bouillon oder GPW verdinnen.

Auf jeder Platte 0,1 ml der Probe oder einer Dezimalverdiinnung ausstreichen oder 1 ml in eine leere
Petrischale geben und 15 ml geschmolzenen AL Agar (44—-47°C) darauf giel3en.

Wenn die zu erwartende Keimzahl gering ist, 1 ml der Probe oder einer Dezimalverdiinnung auf drei

Agarplatten mit 90 mm Durchmesser (~0,33 ml/Agarplatte) oder in einer Agarplatte mit 140 mm
Durchmesser verteilen.
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Abschnitt 8 Bestatigung positiver Ergebnisse

4. Die Platten umdrehen und 48 + 3 hr bei 37 + 1°C inkubieren. Ein erstes Ablesen nach 24 hr
ermoglicht einen schnelleren Nachweis stark kontaminierter Proben. Die Zéhlung des
Endergebnisses kann jedoch erst nach 48 hr (x 3 hr) stattfinden.

5. Die Platten ablesen und die Anzahl der typischen Kolonien zahlen.

6. L. monocytogenes bildet blaue/blaugriine Kolonien mit einem Hof.

7. Andere Listeria spp. bilden blaue/blaugriine Kolonien mit oder ohne Hof.

8. Nach der Inkubation kdnnen die Platten fir 72 hr bei 2—-8°C gelagert werden.

9. Die Norm EN ISO 7218 enthalt Informationen zum Beimpfen, Zahlen von Kolonien sowie zum
Berechnen und Angeben der Ergebnisse.

10. Wenn sich bei Einhaltung des Protokolls fur die Zahlung charakteristische L. monocytogenes-
Kolonien bilden, ist keine Bestatigung erforderlich, wenn sich die Probe bereits im Nachweisprotokoll
als positiv erwiesen hat.

Abschnitt 8
Bestatigung positiver Ergebnisse

1. Im Rahmen der NF-Validierung missen alle positiven Ergebnisse bestatigt werden. Wenn bei
Einhaltung des Protokolls fiir die Zahlung die erste Kolonie im Bestatigungstest ein negatives
Ergebnis liefert, sollte die Bestatigungen mit bis zu funf Kolonien fortgesetzt werden. Die Bestéatigung
von weniger als 5 Kolonien birgt das Risiko einer Uiberschéatzten Bewertung, da es sich um typische
Kolonien anderer Keime als L. monocytogenes handeln konnte.

2. Die Bestatigung von L. monocytogenes muss mit einer der folgenden Methoden erfolgen:

a. Mit den in den ISO-Normen beschriebenen herkémmlichen Tests (einschlie3lich des
Reinigungsschritts).

b. Durch Verwendung von Nukleinsonden wie in der Norm 1SO 7218 beschrieben (z. B. iQ-
Check L. monocytogenes Il Real-Time PCR Detection Kit, Katalog-Nr. 3578124) unter
Verwendung von Einzelkolonien (mit oder ohne Reinigungsschritt).

c. Durch einen Rhamnose Test (Katalog-Nr. 3553669).

d. Durch erneutes Picken und Aufbringen von mindestens einer isolierten Kolonie auf einer’
RAPID’L.mono Agarplatte. Auf einer Platte mit RAPID’L.mono Agar kdnnen bis zu
12 Kolonien bestatigt werden.

e. Durch Verwendung einer anderen NF VALIDATION-zertifizierten Methode, die auf einem
anderen Testprinzip als dem von AL Agar beruht. Das validierte Protokoll dieser zweiten
Methode muss ohne Abwandlungen durchgefiihrt werden. Alle Schritte vor dem
Nachweisschritt als Ausgangspunkt fir die Bestatigung mussen in beiden Methoden
identisch sein.

3. Die Bestéatigung von anderen Listeria spp. als L. monocytogenes muss mit einer der folgenden
Methoden erfolgen:

a. Mit den in den ISO-Normen beschriebenen herkdbmmlichen Tests (einschlie3lich des
Reinigungsschritts).
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Abschnitt 9 Bestatigung positiver Ergebnisse

b. Durch Verwendung von Nukleinsonden wie in der Norm ISO 7218 beschrieben (z. B. iQ-
Check Listeria spp. Real-Time PCR Detection Kit, Katalog-Nr. 3578113) unter Verwendung
von Einzelkolonien (mit oder ohne Reinigungsschritt).

c. Durch erneutes Picken und Ausstreichen von mindestens einer isolierten Kolonie auf einer
PALCAM Agarplatte. Auf einer Platte mit PALCAM Agar kénnen bis zu 6 Kolonien bestatigt
werden.

d. Durch Verwendung einer anderen NF VALIDATION-zertifizierten Methode, die auf einem
anderen Testprinzip als dem von AL Agar beruht. Das validierte Protokoll dieser zweiten
Methode muss ohne Abwandlungen durchgefuhrt werden. Alle Schritte vor dem
Nachweisschritt als Ausgangspunkt fur die Bestatigung mussen in beiden Methoden
identisch sein.

4. Bei nicht Ubereinstimmenden Ergebnissen (vermutlich positiv auf AL Agar, negativ mit der
Bestatigungsmethode) muss das Labor die erforderlichen Schritte ausfihren, um die Validitat des
erhaltenen Ergebnisses sicherzustellen.

Abschnitt 9
Bestatigung anderer Methoden

Nicht zutreffend

Abschnitt 10
Testleistung und Testvalidierungen

Zertifikat-

Zertifizierungsstelle Umfang Validierungsprotokoll | Referenzprotokoll T —

‘
VALIDATION
. EN IS0 16140
Alle Lebensmittelproben

und Umgebungsproben EN ISO 11290-1
aus dem Bereih FNISOIOMEE enisoiznz | o

Produktion ALTERNATIVE
ANALYTICAL METHODS

FOR AGRIBUSINESS
Zertifiziert durch die
AFNOR-Zertifizierungsstelle
http://nf-
validation.afnor.org/en

NF VALIDATION
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Literatur

ISO 11290-1:2017. Mikrobiologie der Lebensmittelkette - Horizontales Verfahren fir den Nachweis und
die Zahlung von Listeria monocytogenes und von Listeria spp. - Teil 1: Nachweisverfahren.

ISO 11290-2:2017. Mikrobiologie der Lebensmittelkette - Horizontales Verfahren fir den Nachweis und
die Z&hlung von Listeria monocytogenes und von Listeria spp. - Teil 2: Zahlverfahren.

ISO 7218:2007/AMD1:2013 — Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln - Allgemeine
Anforderungen und Leitlinien fiir mikrobiologische Untersuchungen

Ottaviani F et al. (1997a). Esperienze su un agar selettivo e differenziale per Listeria monocytogenes.
Industrie Alimentari. 36, 1-3.

Ottaviani F et al. (1997b). Differential agar medium for Listeria monocytogenes. Quimper Froid
Symposium Proceedings S. 6. ADRIA Quimper Frankreich. 16. — 18. Juni.

United States Department of Agriculture (2019). Microbiology Laboratory Guidebook. Kapitel 8.11:
Isolation and Identification of Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry, Ready-to-Eat Siluriformes
(Fish) and Egg Products, and Environmental Sponges.
https://www.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/1710bee8-76b9-4e6c-92fc-fdc290dbfa92/mlg-
8.pdf?MOD=AJPERES, Stand: 10. August 2020.

United States Food and Drug Administration. Bacteriological Analytical Manual. Kapitel 10: Listeria
monocytogenes. https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bacteriological-analytical-manual-
bam, Stand: 10. August 2020.

Vlaemynck G et al. (2000): Improvement of the detection of Listeria monocytogenes by the application
ALOA, a diagnostic, chromogenic isolation medium. J. Appl Microbiol 88: 430-441.

Abschnitt 12
Revisionshistorie

Freigabedatum Dokumentnummer Anderung

Dezember 2020 10000135677 Ver A - Bedeutende Anderung

- Neues Dokumentdesign

- Anderung der Dokumentnummer -
vorhergehende Version
AL V7 20. September 2019

Januar 2022 10000135677 Ver B - Erweiterung der NF Validierung

- Empfehlung von Halb Fraser Nahrbouillon in
Abschnitt 6

- Neues Detektionsprotokoll mit 18-28 hr

- Aktualisierte Literatur

8 | AL Agar


https://www.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/1710bee8-76b9-4e6c-92fc-fdc290dbfa92/mlg-8.pdf?MOD=AJPERES
https://www.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/1710bee8-76b9-4e6c-92fc-fdc290dbfa92/mlg-8.pdf?MOD=AJPERES

Revisionshistorie Literatur

Weitere Informationen Uber unser vollstdndiges Angebot an chromogenen RAPID Medien finden Sie bei
uns im Internet auf www.bio-rad.com/rapidmedia.
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iQ-CHECK ist in bestimmten Landern eine Marke der Bio-Rad Europe GmbH.
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AL Agar

Istruzioni per l'uso

Terreno cromogenico per laricerca e la conta di Listeria monocytogenes e altre
specie di Listeria in prodotti alimentari destinati al consumo umano e animale e
nei campioni ambientali

Numero catalogo 3563695, piastre preparate, 90 mm x 20 piastre
Numero catalogo 3563965, piastre preparate, 90 mm x 120 piastre
Numero catalogo 3555200, flacone di base agar, 237,5 ml x 6 flaconi
Numero catalogo 3564043, in forma disidratata, 500 g

Numero catalogo 3564041, Supplement 1, liofilizzato, 10 fiale
Numero catalogo 3564042, Supplement 2, liquido 25 ml, 10 fiale
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Sezione 1 Introduzione

Sezione 1
Introduzione

Gravi focolai di Listeria monocytogenes continuano a minare la sicurezza dell'industria alimentare. Il
pericolo della Listeria deriva dal modo in cui questi batteri riescano, seppur lentamente, a sopravvivere e
crescere a basse temperature in alimenti cotti pronti al consumo. La Listeria monocytogenes € un agente
patogeno particolarmente aggressivo, poiché pud essere responsabile di gravi problemi di salute e di
possibile morte, soprattutto negli individui immunodepressi, nei neonati e nelle persone anziane. Nelle
donne in gravidanza l'infezione & spesso causa di morte endouterina fetale e aborti spontanei. La
listeriosi si manifesta con sintomi quali febbre, affaticamento, nausea, vomito e diarrea con un tasso di
mortalita del 30% che potrebbe essere superiore negli individui vulnerabili. Circa il 90% dei casi segnalati
di listeriosi richiede I'ospedalizzazione. Per ottenere risultati accurati in tempi piu brevi, € necessario

eseguire un metodo di coltura rapido.

Sezione 2
Principio di AL Agar

Il principio del terreno di AL (Agar Listeria secondo Ottaviani e Agosti) € basato sulla rilevazione
simultanea di due attivita enzimatiche: la B-D-glucosidasi e la fosfolipasi C (PIPLC). L'attivita della 3-D-
glucosidasi, comune a tutte le Listeria, viene rilevata utilizzando un substrato cromogenico (X-glucoside).
L'idrolisi di questo substrato mediante il gene Listeria porta alla produzione di colonie blu/blu-verdi.

La PIPLC € un enzima rilevato solo in specie patogene di Listeria, L. monocytogenes e L. ivanovii. Il
terreno di AL contiene fosfatidilinositolo che, una volta scisso, produce un alone opaco attorno alle
colonie di batteri di entrambe le specie. Nelle specie L. monocytogenes e L. ivanovii questo alone
compare rispettivamente dopo 24 e 48 hr di incubazione. La selettivita del terreno & ottenuta dall'azione
combinata del cloruro di litio, degli antibiotici e di un antimicotico. Questo terreno pud essere utilizzato nel

protocollo standard o in un alternativo protocollo breve convalidato.

Sezione 3
Formula teorica
Meat peptone 18 ¢
Triptone 60
Estratto di lievito 10g
Piruvato di sodio 24
Glucosio 29
Magnesio glicerofosfato anidro 1g
Magnesio solfato anidro 0,59
Cloruro di sodio (NaCl) 59
Cloruro di litio (LiCl) 10g
Na2HPO4 anidro 259
Substrato cromogenico
(5-bromo-4-cloro-3-indolo-B-D-glucopiranosio) 0,05¢
Acido nalidixico 0,02 g
Ceftazidime 0,02 g
Polimixina B solfato 76.700 UI
Amfotericina B 0,01¢g
Fosfatidilinositolo 29
Agar 12 ¢
Acqua distillata gsp 1.000 ml

pH finale a 25°C =7,2 £ 0,2
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Sezione 4 Durata e conservazione

Sezione 4
Durata e conservazione

e In forma disidratata: 15-25°C in una confezione accuratamente sigillata, in un luogo asciutto e buio
e Flacone di base agar e supplementi: 2-8°C in un luogo buio

e Supplemento ricostituito 1: 1 settimana a 2-8° C

e Preparato: 2-8°C in un luogo buio

e Piastra preparata da base disidratata: 2 settimane a 2—-8°C in una confezione accuratamente sigillata,
in un luogo asciutto e buio

Sezione 5
Materiali necessari ma non forniti

Apparecchiatura

e Tutta la normale apparecchiatura di laboratorio

e Piastra riscaldante

e Bilancia, sensibilita di 0,1 g

e Agitatore/omogeneizzatore

¢ Incubatore o camera di incubazione con controllo termostatico, con precisione di £1°C

e Bagnomaria

Materiali

e Conferma:

0 iQ-Check Listeria monocytogenes Il Real-Time PCR Detection Kit (humero catalogo
3578124), iQ-Check Listeria spp. Real-Time PCR Detection Kit (hnumero catalogo 3578113)

0 Agar RAPID’L.mono (numero catalogo 3563694, piastre preparate, 90 mm x 20 piastre;
3563964, piastre preparate, 90 mm x 120 piastre; 3555294, kit pronto per l'uso (per 200 ml)
che comprende flacone di base agar e supplementi; 3564293, in forma disidratata, 500 g;
3564294, supplemento 1, liofilizzato, 10 fiale; 3564746, supplemento 2, liquido, 10 fiale

0 Agar PALCAM (ad esempio numero catalogo 3564754, in forma disidratata 500 g; 3564752,
supplemento, 10 fiale)

0 Rhamnose test (numero catalogo 3553669, 1 ml x 28 fiale)

e Diluente per I'enumerazione:

0 Sale triptone (numero catalogo 3555754, 9 ml x 25 provette; 3555756,
900 ml x 6 flaconi; 3555796, 3 L x 4 sacche; 3564544, 500 g)
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Sezione 6 Precauzioni, limitazioni d'uso e controllo qualita

0 Acqua peptonata tamponata APT (ad esempio, BPW Plus, numero catalogo 3564684, in forma
disidratata, 500 g; 3554179, 225 ml x 6 flaconi; 3555790, 5 L x 2 sacche; 3555795, 3 L x 4 sacche;
o BPW Standard, numero catalogo 12013259, in forma disidratata, 500 g; 12013258, in forma
disidratata, 5 kg;
12013260, 5 L x 2 sacche)

e Terreno di arricchimento: Half Fraser Broth (numero catalogo 3555797, 225 ml x 6 flaconi; 3555794,
3 L x 4 sacche; 3564604, in forma disidratata, 500 g; 3564616, supplemento, 10 fiale)

e Anse per inoculazione e spatole
e Piastre di Petri sterili (90 mm)
o Pipette sterili

e Sacchi per pesata sterili con filtro

Sezione 6
Precauzioni, limitazioni d'uso e controllo qualita

Precauzioni

e Rispettare le buone pratiche di laboratorio (EN 1SO 7218). Indossare protezioni adeguate, come
guanti e camici da laboratorio, quando si manipolano batteri vivi potenzialmente infettivi quali Listeria

e | terreni entrati in contatto con campioni di alimenti devono essere considerati come contaminati e
quindi smaltiti in conformita alle normative e direttive locali

e Lasciare asciugare le piastre a 25-50°C conformemente alla norma ISO 7218 fino alla scomparsa
delle goccioline dalla superficie del terreno. Evitare, tuttavia, un'essiccazione prolungata per non
compromettere l'efficacia del terreno. Non asciugare le piastre in una cappa a flusso laminare

e Per le piastre pesantemente caricate con agar molto opaco, la lettura puo essere facilitata
confrontando I'opacita dell'agar con una piastra di AL non inoculata.

e Questo terreno puod essere utilizzato nei protocolli standard (ad esempio, ISO o FDA BAM)

e Per performance ottimali del metodo & consigliato I'uso del brodo Half Fraser Bio-Rad

Limitazioni d'uso

e Traibatteri Gram positivi che possiedono la B-D-glucosidasi ne esistono alcuni senza alone (ad
esempio, Enterococcus spp.) e alcuni con alone (ad esempio, Bacillus circulans)

e Nell'ambito della VALIDAZIONE NF, non sono stati analizzati campioni con volume superiore a 25 g
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Sezione 7 Protocollo

Controllo qualita

Tutti i prodotti fabbricati e commercializzati dalla societa Bio-Rad sono sottoposti a un sistema di
assicurazione qualita dal momento del ricevimento delle materie prime fino alla commercializzazione
dei prodatti finiti. Ciascun lotto di prodotto finito € soggetto a un controllo di qualita conformemente
alla norma EN ISO 11133 e viene messo in commercio soltanto se risulta conforme ai criteri di
accettazione. Tutta la documentazione relativa alla produzione e al controllo qualita di ciascun lotto
conservata a cura del fabbricante.

Per informazioni sulla sicurezza del prodotto (schede dati di sicurezza) e il certificato di analisi,
visitare il sito www.bio-rad.com.

Sezione 7
Protocollo

Preparazione del terreno disidratato

Agitare sempre il flacone prima dell'uso.

Dissolvere 34,55 g di povere in 470 ml di acqua distillata e miscelare fino ad ottenere una
sospensione omogenea.

Riscaldare lentamente, agitando spesso, quindi portare a ebollizione.
Sterilizzare in autoclave a 121°C per 15 min.
Raffreddare il terreno a 44-47°C.

Reidratare in condizioni asettiche il supplemento liofilizzato 1 con 5 ml di acqua distillata sterile.
Agitare fino al completo scioglimento e aggiungere all'agar fuso.

Aggiungere in condizioni asettiche 1 flacone di supplemento 2. Con l'aggiunta del supplemento 2, la
temperatura della base non deve superare i 50°C.

Miscelare accuratamente e versare nelle piastre di Petri. Unire le piastre (fino a 5) per consentire un
lento processo di raffreddamento.

Un flacone di polvere da 500 g produce 7,2 L di terreno.

Preparazione del terreno in flacone

1.

2.

Raffreddare il contenuto del flacone AL Agar (237,5 ml) a bagnomaria bollente.
Raffreddare il flacone a 44-47°C a bagnomaria.

Reidratare in condizioni asettiche il supplemento liofilizzato 1 con 5 ml di acqua distillata sterile.
Agitare fino al completo scioglimento.

Aggiungere in condizione asettiche 2,5 ml di supplemento reidratato 1 e 12,5 ml di supplemento 2.

Miscelare accuratamente. Evitare la formazione di schiuma.
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Sezione 7 Protocollo

6.

Versare il terreno nelle piastre di Petri. Unire le piastre (fino a 5) per consentire un lento processo di
raffreddamento.

Rilevazione del genere L. monocytogenes e Listeria

10.

11.

12.

13.

Diluire n g o n ml di campione in 9 x n ml Half Fraser Broth. Omogeneizzare con un
agitatore/omogeneizzatore.

Assicurarsi che il tampone ambientale sia immerso completamente nel brodo (almeno 9 ml).

Assicurarsi che la spugna ambientale, il panno o la garza siano completamente imbevuti nel brodo.
Aggiungere il brodo in una quantita pari a 9 volte il peso dell'oggetto inumidito utilizzato per la pulizia.

Incubare a 30 + 1°C per 18-28 hr.
Al termine della fase di arricchimento, il brodo puo essere conservato a 2-8°C per 72 hr.

Rimuovere 0,1 ml di campione con una pipetta sterile e posizionare le gocce sul bordo esterno di meta
della superficie di agar.

Con una pipetta Pasteur sterile o un‘ansa per inoculazione, distribuire il campione su meta della
superficie di agar con un movimento alternativo.

Sull'altra meta della superficie di agar, strisciare per isolamento distribuendo il deposito in strisce
relativamente ravvicinate sull'intera piastra dal bordo della distribuzione precedente.

Incubare a 37 + 1°C per 24 + 2 hr. |l tempo di incubazione pud essere esteso a 48 + 2 hr.

Le L. monocytogenes formano colonie blu/blu-verdi circondate da un alone.

Altre Listeria spp. formano colonie blu/blu-verdi che possono essere circondate o meno da un alone.
Al termine della fase di incubazione, le piastre possono essere conservate a 2—8°C per 72 hr.

Se con il protocollo di rilevazione sono state individuate caratteristiche colonie di L. monocytogenes,

non € necessario eseguire una conferma se il campione € stato gia confermato come positivo nel
protocollo di enumerazione.

Enumerazione di L. monocytogenes

1.

2.

Diluire n g o n ml di campione in 9 x n ml di Half Fraser Broth o di BPW.

Distribuire 0,1 ml di campione o le sue diluizioni decimali su ciascuna piastra o trasferirne 1 ml su una
piastra di Petri vuota e versare 15 ml di AL Agar fuso (44-47°C).

Se € necessario stimare numeri ridotti, distribuire 1 ml di campione o le sue diluizioni decimali su tre
piastre da 90 mm (~0,33 ml/piastra) o su una piastra da 140 mm.

Incubare le piastre capovolte a 37 + 1°C per 48 + 3 hr. Effettuando una prima lettura a 24 hr, é

possibile rilevare pit rapidamente campioni altamente contaminati. Il numero definitivo viene tuttavia
raggiunto dopo 48 hr (£3 h)
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Sezione 8 Conferma dei risultati positivi

10.

Leggere la piastra ed enumerare le colonie tipiche.

Le L. monocytogenes formano colonie blu/blu-verdi circondate da un alone.

Altre Listeria spp. formano colonie blu/blu-verdi che possono essere circondate 0 meno da un alone.
Al termine della fase di incubazione, le piastre possono essere conservate a 2—8°C per 72 hr.

Fare riferimento alla norma EN 1SO 7218 per l'inoculazione, la conta delle colonie, il calcolo e
I'espressione dei risultati.

Se con il protocollo di enumerazione sono state individuate caratteristiche colonie di L.
monocytogenes, non & necessario eseguire una conferma se il campione é stato gia confermato
come positivo nel protocollo di rilevazione.

Sezione 8
Conferma dei risultati positivi

1.

3.

Nell'ambito del marchio VALIDAZIONE NF, tutti i risultati positivi devono essere confermati. Se
seguendo il protocollo di enumerazione la prima colonia confermata genera un risultato negativo,
necessario continuare a eseguire il processo di conferma fino a cinque colonie. Confermare meno di
cinque colonie comporta il rischio di sovrastima a causa della presenza di colonie tipiche che
potrebbero non essere L. monocytogenes.

La conferma di L. monocytogenes deve essere eseguita in base a uno dei seguenti metodi:

a. Utilizzando i test convenzionali descritti nei metodi standard 1SO (inclusa la fase di
purificazione).

b. Mediante sonde nucleiche, come descritto nella norma ISO 7218 (ad esempio, I'Q-Check
L. monocytogenes Il Real-Time PCR Detection Kit, numero catalogo 3578124) utilizzando
colonie isolate (con o senza fase di purificazione).

c. Utilizzando il Rhamnose test (numero catalogo 3553669)

d. Prelevando nuovamente ed eseguendo l'inoculazione spot di almeno una colonia isolata su
una piastra di agar RAPID’L.mono. E possibile confermare fino a 12 colonie su una singola
piastra di agar RAPID’L.mono.

e. Utilizzando qualsiasi altro metodo certificato VALIDAZIONE NF basato su un principio
diverso rispetto a quello di AL Agar. Il protocollo validato del secondo metodo deve essere
rispettato interamente. Tutte le fasi che precedono la fase di ricerca usata come punto di
inizio per la conferma devono essere comuni a entrambi i metodi.

La conferma di Listeria spp. diversa da L. monocytogenes deve essere eseguita in base a uno dei
seguenti metodi:

a. Utilizzando i test convenzionali descritti nei metodi standard 1SO (inclusa la fase di
purificazione).

b. Mediante sonde nucleiche come descritto nella norma ISO 7218 (ad esempio, I'Q-Check
Listeria spp. Real-Time PCR Detection Kit, numero catalogo 3578113) utilizzando colonie
isolate (con o senza fase di purificazione).
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Sezione 9 Riferimenti

c. Prelevando nuovamente e strisciando almeno una colonia isolata su una piastra di agar
PALCAM. E possibile confermare fino a 6 colonie su una singola piastra di agar PALCAM.

d. Utilizzando qualsiasi altro metodo certificato VALIDAZIONE NF basato su un principio
diverso rispetto a quello di AL Agar. Il protocollo validato del secondo metodo deve essere
rispettato interamente. Tutte le fasi che precedono la fase di ricerca usata come punto di
inizio per la conferma devono essere comuni a entrambi i metodi.

4. In caso dirisultati discordanti (presunto positivo con AL Agar, negativo con metodo di conferma), il
laboratorio deve seguire le fasi necessarie per garantire la validita del risultato ottenuto.

Sezione 9
Conferma di altri metodi

Non applicabile.

Sezione 10
Performance del test e validazioni

e . . . S Protocollo di Protocollo di Riferimento al
Certificazione Ambito di applicazione o o .
validazione riferimento certificato
&
VN 150 15100 g
Tutti i prodotti alimentari
destinati al consumo EN ISO 11290-1 _
VALIDAZIONE NF umano e i campioni EN IS0 16140-2 EN ISO 11290-2 BRD: 0771701100
ambientali di produzione METOD AMALITIC)

ALTERNATIVI PER IL
SETTORE
AGROALIMENTARE
Certificato mediante
certificazione AFNOR
http://nf-
validation.afnor.ora/en

Sezione 11
Riferimenti

ISO 11290-1:2017. Microbiologia della catena alimentare — Metodo orizzontale per la ricerca e la conta
di Listeria monocytogenes e Listeria spp. — Parte 1: Metodo per la ricerca.

ISO 11290-2:2017. Microbiologia della catena alimentare — Metodo orizzontale per la ricerca e la conta
di Listeria monocytogenes e Listeria spp. — Parte 2: Metodo per la conta.
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Sezione 12 Riferimenti

ISO 7218:2007/AMD1:2013 — Microbiologia di alimenti e mangimi per animali - Requisiti generali e guida
per le analisi microbiologiche

Ottaviani F et al. (1997a). Esperienze su un agar selettivo e differenziale per Listeria monocytogenes.
Industrie Alimentari. 36, 1-3.

Ottaviani F et al. (1997b). Differential agar medium for Listeria monocytogenes. Quimper Froid
Symposium Proceedings p6. ADRIA, Quimper France. June 16-18.

United States Department of Agriculture (2019). Microbiology Laboratory Guidebook. Chapter 8.11:
Isolation and Identification of Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry, Ready-to-Eat Siluriformes
(Fish) and Egg Products, and Environmental Sponges.
https://www.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/1710bee8-76b9-4e6¢-92fc-fdc290dbfa92/mig-
8.pdf?MOD=AJPERES, accessed August 10, 2020.

United States Food and Drug Administration. Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Listeria
monocytogenes. https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bacteriological-analytical-manual-
bam, accessed August 10, 2020.

Vlaemynck G et al. (2000): Improvement of the detection of Listeria monocytogenes by the application
ALOA, a diagnostic, chromogenic isolation medium. J. Appl Microbiol 88: 430-441.

Sezione 12
Cronologia delle revisioni

Data di pubblicazione Numero di documento | Modifica

Dicembre 2020 10000135677 Ver A - Modifica importante

- Nuova struttura del documento

- Modifica al numero di documento — versione
precedente AL _V7 20 settembre 2019

Gennaio 2022 10000135677 Ver B - Estensione validazione AFNOR NF

- Raccomandazione Half Fraser nella Sezione 6

- Nuovo tempo di arricchimento di 18-28 hr per il
protocollo di ricerca

- Aggiornamento della letteratura
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https://www.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/1710bee8-76b9-4e6c-92fc-fdc290dbfa92/mlg-8.pdf?MOD=AJPERES

Cronologia delle revisioni Riferimenti

Per ulteriori informazioni sulla nostra gamma completa di terreni cromogenici RAPID, visitare il sito
www.bio-rad.com/rapidmedia.

Bio-Rad & un marchio registrato di Bio-Rad Laboratories, Inc.
IQ-CHECK €& un marchio registrato di Bio-Rad Europe, GMBH in determinate giurisdizioni.
Tutti i marchi registrati qui utilizzati sono di proprieta dei rispettivi titolari.

Bio-Rad
B’o .RAD Laboratories, Inc.

Life Science Website bio-rad.com USA 1 800 424 6723 Australia 61 2 9914 2800 Austria 00 800 00 24 67 23
G Belgium 00 800 00 24 67 23 Brazil 4003 0399 Canada 1 905 364 3435 China 86 21 6169 8500
roup Czech Republic 00 800 00 24 67 23 Denmark 00 800 00 24 67 23 Finland 00 800 00 24 67 23

France 00 800 00 24 67 23 Germany 00 800 00 24 67 23 Hong Kong 852 2789 3300

Hungary 00 800 00 24 67 23 India 91 124 4029300 Israel 0 3 9636050 Italy 00 800 00 24 67 23
Japan 81 3 6367 7000 Korea 82 2 3473 4460 Luxembourg 00 800 00 24 67 23

Mexico 52 555 488 7670 The Netherlands 00 800 00 24 67 23 New Zealand 64 9 415 2280
Norway 00 800 00 24 67 23 Poland 00 800 00 24 67 23 Portugal 00 800 00 24 67 23

Russian Federation 00 800 00 24 67 23 Singapore 656415 3188

South Africa 00 800 00 24 67 23 Spain 00 800 00 24 67 23 Sweden 00 800 00 24 67 23
Switzerland 00 800 00 24 67 23 Taiwan 886 2 2578 7189 Thailand 66 2 651 8311

United Arab Emirates 36 1 459 6150 United Kingdom 00 800 00 24 67 23

Sig 0122

10000135677 Ver B US/EG
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AL Agar

Guia do usuario

Meios cromogénicos para a detecgdo e enumeracdo de Listeria monocytogenes e
outras espécies de Listeria em produtos alimenticios para consumo humano e
animal e em amostras ambientais

N° do catalogo 3563695, Meios de cultura preparados, 90 mm x 20 placas
N° do catélogo 3563965, Meios de cultura preparados, 90 mm x 120 placas
N° do catélogo 3555200, base de agar engarrafado, 237,5 ml x 6 frascos
N° do catalogo 3564043, Desidratado, 500 g

N° do catélogo 3564041, Supplement 1, congelado a seco, 10 ampolas

N° do catalogo 3564042, Supplement 2, liquido 25 ml, 10 ampolas
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Sec¢do 1 Introducdo

Secao 1
Introducao

Surtos graves de Listeria monocytogenes continuam a atormentar a industria de seguranca alimentar.

A Listeria é perigosa porque pode sobreviver e crescer, ainda que lentamente, em temperaturas
refrigeradas em alimentos processados prontos para o consumo. A Listeria monocytogenes € um
patdgeno particularmente problematico, pois pode causar sérios problemas de salde e possivel morte,
particularmente em individuos imunossuprimidos, recém-nascidos e idosos. A infec¢do é conhecida por
causar natimortos e abortos espontaneos em mulheres gravidas. A listeriose se desenvolve com
sintomas como febre, fadiga, nauseas, vomitos e diarreia e tem uma taxa de mortalidade de 30%, que
pode ser maior em individuos vulneraveis. Aproximadamente 90% de todos os casos notificados de
listeriose resultam em hospitalizacdo. Um método de cultura rapido é necessario para reduzir o tempo de
obtencéo dos resultados e garantir que esses resultados sejam precisos.

Secao 2
Principio AL Agar

O principio do meio AL (Agar Listeria de acordo com Ottaviani e Agosti) € baseado na deteccéo simultanea
de duas atividades enzimaticas: $-D-glucosidase e fosfolipase C especifica de fosfatidilinositol (PIPLC).

A atividade da 3-D-glucosidase, comum a todas as Listeria, é detectada usando um substrato cromogénico
(X-glucosideo). A hidrélise desse substrato pelo género Listeria leva a producéo de colbnias de cor azul a
verde-azulada. A PIPLC é uma enzima detectada apenas em espécies patogénicas de Listeria,

L. monocytogenes e L. ivanovii. O meio AL contém fosfatidilinositol que, quando decomposto, produz um
halo opaco ao redor das colbnias de bactérias dessas duas espécies. Este halo geralmente aparece apos
24 hr de incubacao em L. monocytogenes e apds 48 hr de incubacao em L. ivanovii. A seletividade do meio
€ obtida pela acdo combinada de cloreto de litio, antibiéticos e um antifingico. Este meio pode ser usado
em protocolo padronizado ou em um protocolo alternativo validado.

Secao 3
Formula Teorica
Peptona de carne 18¢g
Triptona 69
Extrato de levedura 10g
Piruvato de sodio 29
Glicose 29
Glicerofosfato de magnésio anidro 1g
Sulfato de magnésio anidro 0,59
Cloreto de sédio (NacCl) 59
Cloreto de litio (LIiClI) 109
Na2HPO4 anidro 25¢
Substrato cromogénico
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucopiranosideo) 0,059
Acido nalidixico 0,029
Ceftazidima 0,02 ¢
Sulfato de polimixina B 76.700 Ul
Anfotericina B 0,01¢g
Fosfatidilinositol 29
Agar 12 g
Agua destilada gsp 1.000 ml

pH Final a 25°C=7,2+ 0,2
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Secdo 4 Prazo de validade e armazenamento

Secao 4

Prazo de validade e armazenamento

e Desidratado: 15-25°C em embalagem cuidadosamente vedada, em um ambiente seco e arejado
e Base de agar engarrafado e suplementos: 2—-8°C em local escuro

e Suplemento reconstituido 1: 1 semana a 2—8°C

e Pré-distribuido: 2—8°C em local escuro

e Meio de cultura preparado a partir da base do desidratado: 2 semanas a 2—8°C em embalagem
cuidadosamente vedada, em um ambiente seco e arejado

Secao 5
Materiais necessarios, mas nao fornecidos

Equipamento

e Todo o equipamento comum de laboratério

e Placa de aquecimento

e Escala, sensibilidade de 0,1 g

e Misturador/homogeneizador

¢ Incubadora ou sala de incubag&o controlada termostaticamente, com preciséo de +1°C

e Banho-maria

Suprimentos

e Confirmacgéo:

0 iQ-Check Listeria monocytogenes Il Real-Time PCR Detection Kit (n® do catalogo 3578124),
iQ-Check Listeria spp. Real-Time PCR Detection Kit (n° do catalogo 3578113)

0 RAPID'L.mono Agar (n° do catalogo 3563694, placas preparadas, 90 mm x 20 placas;
3563964, placas preparadas, 90 mm x 120 placas; 3555294, kit pronto para uso (para 200
ml) incluindo meio de agar engarrafado e suplementos; 3564293, desidratado, 500 g;
3564294, Supplement 1, liofilizado, 10 ampolas; 3564746, Supplement 2, liquido, 10
ampolas

0 Agar PALCAM (por exemplo, n° do catalogo 3564754, desidratado 500 g; 3564752,
suplemento, 10 ampolas)

0 Teste de Rhamnose (n° do catalogo 3553669, 1 ml x 28 ampolas)

¢ Diluente para enumeragéo:

0 Sal de triptona (n° do catalogo 3555754, 9 ml x 25 tubos; 3555756,
900 ml x 6 frascos, 3555796, sacos de 3 x 4 L, 3564544, 500 q)
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Secdo 6 Precaucles, limitacdes de uso e controle de qualidade

o Agua Peptonada Tamponada (por exemplo, BPW Plus, n° do catalogo 3564684,
desidratado, 500 g, 3554179, 225 ml x 6 frascos, 3555790, 5 L x 2 sacos, 3555795, 3 L x
4 sacos, ou BPW Standard, n° do catalogo 12013259, desidratado, 500 g, 12013258,
desidratado, 5 kg, 12013260, 5 L x 2 sacos)

e Meio de enriquecimento: Meio Caldo Fraser (n° do catalogo 3555797, frascos de 225 ml x 6;
3555794, 3 L x 4 sacos; 3564604, desidratado 500 g; 3564616, suplemento, 10 ampolas)

e Inoculacéo de loops e espalhadores
e Placas de Petri estéreis (90 mm)
e Pipetas estéreis

e Sacos de pesagem estéreis

Secao 6
Precaucdes, limitagcdes de uso e controle de qualidade

Precaucdes

e Respeite as boas praticas de laboratério (EN ISO 7218). E necessario o uso de prote¢éo adequada,
como luvas e jalecos, ao trabalhar com bactérias vivas potencialmente infecciosas, como a Listeria

e O meio que entrou em contato com amostras de alimentos deve ser considerado contaminado e
descartado de acordo com as regras e regulamentos locais

e Deixe secar as placas a 25-50°C de acordo com a norma ISO 7218 até que as goticulas
desaparecam da superficie do meio. Entretanto, evite a secagem prolongada, de modo a nédo
modificar a eficiéncia do meio. Ndo seque placas em uma tampa de fluxo laminar

e Para placas muito carregadas com agar intensamente opaco, a leitura pode ser facilitada
comparando a opacidade do agar com uma placa AL n&o inoculada

e Este meio pode ser usado em protocolos padréo (por exemplo, ISO ou FDA BAM)

e Para melhor performance do método alternativo, o uso do caldo Half Fraser da Bio-Rad é
recomendado

LimitagcOes de uso

e Outras bactérias gram-positivas B-D-glucosidase positivas existem sem halos (por exemplo,
Enterococcus spp.) e com halos (por exemplo, Bacillus circulans)

e Volumes de amostra acima de 25 g ndo foram testados como parte da NF VALIDATION

Controle de qualidade
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Sec¢do 7 Protocolo

Todos os produtos fabricados e comercializados pela Bio-Rad estdo sujeitos aos procedimentos de
garantia de qualidade em todas as etapas, desde a recep¢ao da matéria-prima até a comercializacdo
do produto final. Cada lote de produto acabado passa por um controle de qualidade de acordo com a
EN ISO 11133 e é comercializado apenas quando satisfaz os critérios de aceitabilidade.

A documentacéo relativa a producao e ao controle de qualidade de cada lote € mantida arquivada.

Para informacdes de seguranca do produto SDS e certificado de analise, visite www.bio-rad.com.

Secao 7
Protocolo

Preparacao do Meio Desidratado

Agite sempre a garrafa antes de usar.

Dissolva 34,55 g de p6 em 470 ml de 4gua destilada e misture até obter uma suspensao
homogénea.

Aqueca delicadamente, agitando com frequéncia, e deixe ferver.
Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 min.
Resfrie 0 meio até 44-47°C.

Reidrate assepticamente o suplemento liofilizado 1 com 5 ml de 4gua destilada estéril. Mexa até a
completa dissolugéo e adicione ao agar derretido.

Adicione assepticamente 1 ampola de Suplemento 2. A temperatura da base ndo deve exceder 50°C
ao adicionar o suplemento 2.

Misture bem e despeje em placas de Petri. Empilhe as placas (até 5) para permitir um resfriamento
lento.

Um frasco de 500 g de p6 produz 7,2 L de meio.

Preparacao de Meio Engarrafado

1.

2.

Em banho-maria fervente, derreta o contetido do frasco de AL Agar (237,5 ml).
Resfrie o frasco até 44-47°C em um banho-maria.

Reidrate assepticamente o suplemento liofilizado 1 com 5 ml de agua destilada estéril. Mexa até a
completa dissolucéo.

Adicione assepticamente 2,5 ml de suplemento reidratado 1 e 12,5 ml de suplemento 2.
Misture cuidadosamente. Evite espumar.

Despeje 0 meio em placas de Petri. Empilhe as placas (até 5) para permitir um resfriamento lento.
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Sec¢do 7 Protocolo

Deteccado dos Géneros L. monocytogenes e Listeria

10.

11.

12.

13.

Dilua n g ou n ml de amostra em 9 x n ml de Meio Caldo Fraser. Uniformize com o
misturador/homogeneizador.

Certifique-se de que o cotonete ambiental esteja completamente imerso no caldo (pelo menos 9 ml).

Certifique-se de que a esponja, pano ou gaze ambiental esteja completamente embebida no caldo.
Adicione caldo a 9 vezes o peso do dispositivo de limpeza umedecido.

Incubar a 30 + 1°C por 18-28 hr.

Apbs o passo de enriquecimento, o caldo pode ser armazenado a uma temperatura entre 2—8°C por
72 hr.

Usando uma pipeta estéril, remova 0,1 ml da amostra e coloque as gotas na borda externa da metade
da superficie do agar.

Usando uma pipeta Pasteur estéril ou um loop inoculante, espalhe a amostra pela metade da
superficie de agar em um movimento de vai-e-vem.

Na outra metade da superficie de agar, estrie o depésito em faixas relativamente proximas sobre todo
0 prato a partir da borda da distribuicdo anterior.

Incubar a 37 £ 1°C por 24 + 2 hr. A incubacéo pode ser estendida para 48 £ 2 hr.

A L. monocytogenes forma coldnias azuis/verde-azuladas com um halo.

Outras Listeria spp. formam colénias azul/verde-azulada com ou sem halo.

ApOs o passo de incubacao, as placas podem ser armazenadas a 2—-8°C por 72 hr.

No caso de colbnias caracteristicas de L. monocytogenes ao usar o protocolo de detecgédo, néo é

necessario realizar uma confirmagédo se a amostra ja foi confirmada como positiva no protocolo de
enumeracao.

Contagem de L. monocytogenes

1.

2.

Dilua n g ou n ml de amostra em 9 x n ml de Meio Caldo Fraser ou BPW.

Espalhe 0,1 ml de amostra ou suas diluigBes decimais por placa ou transfira 1 ml para uma placa de
Petri vazia e despeje 15 ml de AL Agar derretido (44-47°C)

Se estimar nimeros pequenos, espalhe 1 ml de amostra ou diluic6es decimais sobre trés placas de
90 mm de didmetro (~ 0,33 ml/placa) ou sobre uma placa de 140 mm de diametro.

Deixe incubar as placas viradas ao contrario a 37 + 1°C durante 48 £+ 3 hr. Uma primeira leitura em
24h permite uma deteccdo mais rapida de amostras altamente contaminadas. No entanto, a
contagem do resultado € alcancada apds 48 hr (+ 3 hr)

Leia a placa e enumere as colbnias tipicas.

A L. monocytogenes forma coldnias azuis/verde-azuladas com um halo.
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Secdo 8 Confirmacgdo de Resultados Positivos

7. Outras Listeria spp. formam coldnias azul/verde-azulada com ou sem halo.
8. ApOs o passo de incubacao, as placas podem ser armazenadas a 2—8°C por 72 hr.

9. Consulte a norma EN ISO 7218 para inoculacao, contagem de colbnias, calculo e expressédo de
resultados.

10. No caso de colbnias caracteristicas de L. monocytogenes ao usar o protocolo de enumeracao, nao é
necessério realizar uma confirmacdo se a amostra ja foi confirmada como positiva no protocolo de
deteccéo.

Secao 8
Confirmacé&o de Resultados Positivos

1. No contexto do NF VALIDATION, todos os resultados positivos devem ser confirmados. Ao seguir o
protocolo de enumeracgédo, se a primeira col6nia confirmada der um resultado negativo, as
confirmacdes devem continuar em até cinco colénias. Confirmar menos de cinco colénias envolve o
risco de fazer uma superestimativa devido a presenca de coldnias tipicas que ndo séo L.
monocytogenes.

2. A confirmacao de L. monocytogenes deve ser feita de uma das seguintes maneiras:

a. Usando os testes convencionais descritos nos métodos padréo ISO (incluindo a etapa de
purificacéo).

b. Usando sondas nucleicas conforme descrito no padrdo ISO 7218 (por exemplo, kit de
deteccdo de PCR em tempo real iQ-Check L. monocytogenes Il, n° do catalogo 3578124)
usando colbnias isoladas (com ou sem etapa de purificacdo).

c. Confirmado usando um teste de Rhamnose (n° do catalogo 3553669).

d. Recoleta e inoculacéo de pelo menos uma coldnia isolada em uma placa de agar
RAPID'L.mono. Até 12 colbnias podem ser confirmadas em uma Gnica placa de
RAPID’L.mono.

e. Usando qualquer outro método certificado por NF VALIDATION baseado em um principio
diferente daquele do AL Agar. O segundo protocolo de método validado deve ser
completamente respeitado. Todas as etapas anteriores a etapa de detec¢éo utilizada como
ponto de partida para a confirmac@o devem ser comuns a ambos os métodos.

3. A confirmacéo de Listeria spp. diferente de L. monocytogenes deve ser feita de uma das seguintes
maneiras:

a. Usando os testes convencionais descritos nos métodos padrao ISO (incluindo a etapa de
purificacéo).

b. Usando sondas nucleicas conforme descrito no padréo ISO 7218 (por exemplo, iQ-Check
Listeria spp. kit de deteccdo de PCR em tempo real, n° do catalogo 3578113) usando
colbnias isoladas (com ou sem etapa de purificacdo).

c. Recoletando e estriando pelo menos uma colénia isolada em uma placa de agar PALCAM.
Até 6 coldnias podem ser confirmadas em uma Unica placa de agar PALCAM.
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Secdo 9 Referéncias

4. Usando qualquer outro método certificado por NF VALIDATION baseado em um principio diferente
daquele do AL Agar. O segundo protocolo de método validado deve ser completamente respeitado.
Todas as etapas anteriores a etapa de deteccéo utilizada como ponto de partida para a confirmacgéo
devem ser comuns a ambos os métodos.No caso de resultados discordantes (presumivelmente
positivos com AL Agar, negativos com método de confirmac&o), o laboratério deve seguir as etapas
necessarias para garantir a validade do resultado obtido.

Secao 9

Confirmacao de outros métodos

N&o se aplica.

Secao 10

Desempenho e validacao do teste

Certificacéo

Escopo

Protocolo de
Validacao

Protocolo de
Referéncia

Referéncia de
Certificado

NF VALIDATION

Todas as amostras
ambientais de produtos
e producéo para
alimentacdo humana

EN ISO 16140-2

EN ISO 11290-1
EN ISO 11290-2

‘
VALIDATION
EN 150 16140
BRD: 07/16—01/09
BRD: 07/17-01/09
METODOS ANALITICOS
ALTERNATIVOS PARA O
AGRONEGOCIO
Certificado pela certificagdo
AFNOR

http://nf-
validation.afnor.ora/en

Secao 11

Referéncias

ISO 11290-1:2017. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and

enumeration of Listeria monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

ISO 11290-2:2017. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and
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ISO 7218:2007/AMD1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs - General requirements and
guidance for microbiological
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Ottaviani F et al. (1997b). Differential agar medium for Listeria monocytogenes. Quimper Froid
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AL Agar

Manual del usuario

Medio cromogénico para la deteccion y recuento de Listeria monocytogenes y
otras especies de Listeria en productos alimentarios para consumo humano y
animal, asi como en muestras ambientales

Referencia #3563695, placas preparadas, placas de 90 mm x 20
Referencia #3563965, placas preparadas, placas de 90 mm x 120
Referencia #3555200, base de agar embotellada, 237,5 ml x 6 frascos
Referencia #3564043, deshidratado, 500 g

Referencia #3564041, Supplement 1, liofilizado, 10 viales

Referencia #3564042, Supplement 2, liquido 25 ml, 10 viales
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Apartado 1 Introduccidn

Apartado 1
Introduccidn

Graves brotes de Listeria monocytogenes siguen asolando la industria de la seguridad alimentaria.

La Listeria es peligrosa por la manera en que puede sobrevivir y crecer, aunque sea lentamente, a
temperaturas de refrigeracion en alimentos procesados listos para el consumo. Listeria monocytogenes es
un patdgeno especialmente preocupante, ya que puede causar graves problemas de salud y
potencialmente la muerte, sobre todo en personas inmunodeprimidas, recién nacidos y ancianos. Ademas,
se sabe que la infeccién provoca muerte perinatal y abortos espontaneos en mujeres embarazadas. La
listeriosis se manifiesta con sintomas como fiebre, fatiga, nauseas, vémitos y diarrea, y tiene una tasa de
mortalidad del 30 %, que puede ser mayor en personas vulnerables. Cerca del 90 % de todos los casos
notificados de listeriosis acaban en hospitalizacién. Es necesario disponer de un método de cultivo rapido
para reducir el tiempo empleado en la obtencidn de resultados y asegurarse de que estos sean precisos.

Apartado 2
Principio de AL Agar

El procedimiento del medio AL (Agar Listeria, segin Ottaviani y Agosti) se basa en la deteccién simultanea
de dos actividades enzimaticas: la B-D-glucosidasa y la fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol
(PIPLC). La actividad B-D-glucosidasa, comun a todas las Listeria, se detecta empleando un sustrato
cromogeénico (X-glucésido). La hidrdlisis de este sustrato por el género Listeria produce colonias de color
azul a azul verdoso. La PIPLC es una enzima detectada Unicamente en las especies patdégenas de Listeria,
L. monocytogenes y L. ivanovii. El medio AL contiene fosfatidilinositol, que al descomponerse produce un
halo opaco alrededor de las colonias de bacterias de estas dos especies. Este halo suele aparecer tras 24
hr de incubacién en L. monocytogenes y tras 48 hr de incubacion en L. ivanovii. La selectividad del medio
se obtiene por la accién combinada de cloruro de litio, antibiéticos y un antifiingico. Este medio puede
utilizarse en un protocolo estandarizado 0 en un protocolo corto alternativo validado.

Apartado 3
Formula teorica
Peptona de carne 18¢g
Triptona 69
Extracto de levadura 10g
Piruvato de sodio 29
Glucosa 29
Glicerofosfato de magnesio anhidro 1g
Sulfato de magnesio anhidro 0,59
Cloruro de sodio (NaCl) 59
Cloruro de litio (LIiClI) 109
Na2HPO4 anhidro 25¢
Sustrato cromogénico
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucopirandsido) 0,059
Acido nalidixico 0,029
Ceftazidima 0,02 ¢
Sulfato de polimixina B 76.700 Ul
Anfotericina B 0,01¢g
Fosfatidilinositol 29
Agar 12 g
Agua destilada c.s.p. 1.000 ml

pH finala 25°C =7,2+ 0,2
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Apartado 4 Vida util y almacenamiento

Apartado 4
Vida util y almacenamiento

e Deshidratado: 15-25 °C en un paquete cuidadosamente sellado, en un lugar seco y oscuro

e Base de agar embotellada y suplementos: 2 — 8 °C en un lugar oscuro

e Suplemento reconstituido 1: 1 semana a 2-8 °C

e Preparado: 2 — 8 °C en un lugar oscuro

e Placa preparada a partir de medio deshidratado: 2 semanas a 2—8 °C en un paguete
cuidadosamente sellado, en un lugar seco y oscuro

Apartado 5
Instrumentos necesarios, no suministrados

Equipamiento

e Todo el instrumental habitual del laboratorio

e Placa calefactada

e Balanza, sensibilidad de 0,1 g

e Agitador/homogeneizador

e Incubador o sala de incubacién controlada por termostato, con una precision de £1° C

e Bafo termostatico

Fungibles

e Confirmacion:

(0}

(0]

(0]

(0]

iQ-Check Listeria monocytogenes Il Real-Time PCR Detection Kit (referencia #3578124),
iQ-Check Listeria spp. Real-Time PCR Detection Kit (referencia #3578113)

RAPID'L.mono Agar (referencia #3563694, placas preparadas, 90 mm x 20 placas; 3563964,
placas preparadas, 90 mm x 120 placas; 3555294, kit listo para usar (para 200 ml)
incluyendo medio de agar embotellado y suplementos; 3564293, deshidratado, 500 g;
3564294, Supplement 1, liofilizado, 10 viales; 3564746, Supplement 2, liquido, 10 viales
PALCAM agar (por ejemplo referencia #3564754, deshidratado 500 g; 3564752, suplemento,
10 viales)

Rhamnose Test (referencia #3553669, 1 ml x 28 viales)

e Diluyente para recuento:
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o0 Sal Triptona (referencia #3555754, 9 ml x 25 tubos; 3555756,
900 ml x 6 frascos; 3555796, 3 L x 4 bolsas; 3564544, 500 g)

0 Agua de Peptona Tamponada (por ejemplo, BPW Plus, referencia #3564684,
deshidratado, 500 g; 3554179, 225 ml x 6 frascos; 3555790, 5 L x 2 bolsas; 3555795,
3 L x4 bolsas;



Apartado 6 Precauciones, limitaciones de uso y control de calidad

o BPW Standard, referencia #12013259, deshidratado, 500 g; 12013258,
deshidratado, 5 kg;
12013260, 5 L x 2 bolsas)

e Caldo de enriquecimiento: caldo Half Fraser (referencia #3555797, 225 ml frascos x 6; 3555794, L x
4 bolsas; 3564604, deshidratado, 500 g; 3564616, suplemento, 10 viales)

e Asas de siembray asas de Digralsky

e Placas de Petri estériles (90 mm)
e Pipetas estériles

e Bolsas estériles para pesada

Apartado 6
Precauciones, limitaciones de uso y control de calidad

Precauciones

o Deben respetarse las buenas practicas de laboratorio (EN ISO 7218). Se debe usar una proteccion
adecuada, como guantes y batas de laboratorio, cuando se trabaja con bacterias vivas
potencialmente infecciosas como Listeria.

e Los medios que han estado en contacto con muestras de alimentos deben considerarse

potencialmente contaminados y deben eliminarse de conformidad con las normas y reglamentos
locales

¢ Antes de usar las placas, déjelas secar a 25-50 °C hasta que las microgotas desaparezcan de la
superficie del medio, de conformidad con la norma ISO 7218. No obstante, se debe evitar un secado
prolongado, para no modificar la eficiencia del medio. No secar las placas en una campana de flujo
laminar.

e Para placas muy cargadas, con agar intensamente opaco, la lectura se puede facilitar comparando la
opacidad del agar con una placa de AL sin inocular

e Este medio puede utilizarse en protocolos estandarizados (p. ej. ISO o FDA BAM)

e Para un desempefio 6ptimo del método alternativo, se recomienda la utilizaciéon del medio de cultivo
Half Fraser de Bio-Rad

Limitaciones de uso

o Existen otras bacterias Gram-positivas y p-D-glucosidasa positivas que se desarrollan sin halos (por
ejemplo, Enterococcus spp.) y con halos (p. €j., Bacillus circulans)

¢ No se han analizado volimenes de muestra superiores a 25 g como parte de NF VALIDATION.
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Apartado 7 Protocolo

Control de calidad

Todos los productos fabricados y comercializados por Bio-Rad estan sujetos a un protocolo de
garantia de calidad en todas las etapas, desde la recepcion de las materias primas hasta la
comercializacion de los productos acabados. Cada lote de producto acabado se somete a un control
de calidad segun la norma EN ISO 11133y solo se comercializa si cumple los criterios de
aceptabilidad. La documentacion relativa a la produccion y el control de calidad de cada lote se
mantiene archivada.

Para mas informacién sobre la seguridad de los productos en las fichas de datos de seguridad y el
certificado de analisis, visite www.bio-rad.com.

Apartado 7
Protocolo

Preparacion del medio deshidratado

Agite siempre el frasco antes de usar.

Disuelva 34,55 g de polvo en 470 ml de agua destilada y mezcle hasta obtener una suspension
homogénea.

Caliente suavemente, agitando frecuentemente, y luego lleve a ebullicion.
Esterilice en autoclave a 121 °C durante 15 min.
Enfrie el medio a 44-47 °C.

Rehidrate asépticamente el Supplement 1 (liofilizado) con 5 ml de agua destilada estéril. Agite hasta
gue se disuelva completamente y afiada al agar fundido.

Asépticamente, agregue 1 vial del Supplement 2. La temperatura del medio base no debe superar
los 50 °C al afiadir el suplemento 2.

Mezcle bien y vierta en las placas de Petri. Apile las placas (hasta 5) para permitir un enfriamiento
lento.

Un frasco de 500 g de medio deshidratado permite obtener 7,2 L de medio.

Preparacion de medio embotellado

1.

En un bafio de agua a temperatura de ebullicién, funda el contenido del frasco de AL Agar (237,5
ml).

Enfrie el frasco a 44 — 47 °C en un bafo de agua.

Rehidrate asépticamente el Supplement 1 (liofilizado) con 5 ml de agua destilada estéril. Agite hasta
gue se disuelva completamente.

Afiada asépticamente 2,5 ml de Supplement 1 rehidratado y 12,5 ml de Supplement 2.
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Apartado 7 Protocolo

5. Mezcle bien. Evite la formacion de espuma.

6. Vierta el medio en placas de Petri. Apile las placas (hasta 5) para permitir un enfriamiento lento.
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Apartado 7 Protocolo

Deteccién de L. monocytogenes y Listeria Genus

10.

11.

12.

13.

Diluya n g o n ml de muestra en 9 x n ml de caldo Half Fraser. Homogeneice con
agitador/homogeneizador.

Aseglrese de que el hisopo ambiental esté completamente sumergido en el caldo (al menos 9 ml).

Asegurese de que la esponja ambiental, el pafio o la gasa estén completamente empapados de
caldo. Aflada caldo en una proporcién de 9 veces el peso del tejido humedecido.

Incube la placa a 30 + 1°C durante 18-28 hr.
Después de la etapa de enriquecimiento, el caldo se puede conservar a 2—8 °C durante 72 hr.

Usando una pipeta estéril, recoja 0,1 ml de muestra y dispense gotas en el borde exterior de la mitad
de la superficie del agar.

Utilizando una pipeta Pasteur estéril o un asa de siembra, distribuya la muestra sobre la mitad de la
superficie de agar en un movimiento de ida y vuelta.

En la otra mitad de la superficie de agar, aisle esparciendo el depdésito en estrias relativamente
cercanas sobre toda la placa desde el borde del esparcido anterior.

Incube la placa a 37 + 1 °C durante 24 + 2 hr. La incubacion puede prolongarse hasta 48 + 2 hr.

L. monocytogenes forma colonias de color azul/verde azulado con halo.

Otras Listeria spp. forman colonias de color azul/verde azulado con o sin halo.

Tras la etapa de incubacion, las placas pueden almacenarse a 2-8 °C durante 72 hr.

En caso de obtener colonias caracteristicas de L. monocytogenes, al utilizar el protocolo de deteccion

no es necesario realizar una confirmacion si la muestra ya ha sido confirmada como positiva en el
protocolo de recuento.

Recuento de L. monocytogenes

1.

2.

Diluya n g o n ml de muestra en 9 x n ml de caldo Half Fraser o APT.

Esparza 0,1 ml de muestra o de sus diluciones decimales por placa o transfiera 1 ml a una placa de
Petri vacia y vierta 15 ml de AL agar fundido (44 — 47 °C)

Para la estimacién de bajas concentraciones, esparza 1 ml de muestra o de diluciones decimales en
tres placas de 90 mm de diametro (~0,33 ml/placa) o en una placa de 140 mm de didmetro.

Incube las placas invertidas a 37 £ 1 °C durante 48 + 3 hr. Una primera lectura a las 24 hr permite
una deteccidn mas rapida de aquellas muestras que estén muy contaminadas. Sin embargo, el
recuento del resultado final se alcanza después de 48 h (£3 h)

Lea la placa y haga un recuento de colonias tipicas.

L. monocytogenes forma colonias de color azul/verde azulado con halo.

Otras Listeria spp. forman colonias de color azul/verde azulado con o sin halo.
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Apartado 8 Confirmacién de los resultados positivos

8. Tras la etapa de incubacion, las placas pueden almacenarse a 2-8 °C durante 72 hr.

9. Consulte en la norma EN ISO 7218 la inoculacién, el recuento de colonias, el calculo y la expresion
de los resultados.

10. En caso de colonias caracteristicas de L. monocytogenes, al utilizar el protocolo de recuento no es
necesario realizar una confirmacion si la muestra ya ha sido confirmada como positiva en el
protocolo de deteccion.

Apartado 8

Confirmacién de los resultados positivos

1. Segun NF VALIDATION, todas las muestras identificadas como positivas deben confirmarse. Al
seguir el protocolo de recuento, si la primera colonia confirmada arroja un resultado negativo, las
confirmaciones deben continuar hasta cinco colonias. La confirmacion de menos de cinco colonias
implica el riesgo de realizar una sobreestimacion debido a la presencia de colonias tipicas que no
correspondan a L. monocytogenes.

2. Laconfirmacién de L. monocytogenes tiene que hacerse aplicando uno de los siguientes métodos:

a. Empleando las pruebas convencionales descritas en los métodos normalizados 1SO (incluida
la fase de purificacion).

b. Utilizando sondas nucleicas como se describe en la norma ISO 7218 (por ejemplo, iQ-Check
L. monocytogenes Il Real-Time PCR Detection Kit, referencia #3578124) sobre colonias
aisladas (con o sin fase de purificacion).

c. Usando el Rhamnose Test(referencia #3553669).

d. Subcultivando por técnica de spot al menos una colonia aislada en una placa de agar
RAPID'L.mono. Se pueden confirmar hasta 12 colonias en una Unica placa de
RAPID'L.mono.

e. Usando cualquier otro método certificado NF VALIDATION basado en un principio diferente
al de AL Agar. El protocolo validado de este segundo método debe ser seguido en su
totalidad. Todos los pasos que preceden al paso de deteccién utilizado como punto de
partida para la confirmacion deben ser comunes para ambos métodos.

3. Laconfirmacién de Listeria spp. que no sean L. monocytogenes tiene que hacerse aplicando uno de

los siguientes métodos:

a. Empleando las pruebas convencionales descritas en los métodos normalizados ISO (incluida
la fase de purificacion).

b. Utilizando sondas nucleicas como se describe en la norma ISO 7218 (por ejemplo, iQ-Check
Listeria spp. Real-Time PCR Detection Kit, referencia #3578113) sobre colonias aisladas
(con o sin fase de purificacion).

c. Re-sembrando al menos una colonia aislada en una placa de agar PALCAM. Se pueden
confirmar hasta 6 colonias en una Unica placa de agar PALCAM.

d. Usando cualquier otro método certificado NF VALIDATION basado en un principio diferente
al de AL Agar. El protocolo validado de este segundo método debe ser seguido en su

7 | AL Agar



Apartado 9 Referencias

totalidad. Todos los pasos que preceden al paso de deteccion utilizado como punto de
partida para la confirmacién deben ser comunes para ambos métodos.

4. En caso de producirse resultados discordantes (supuestos positivos con AL Agar, negativos con el
método de confirmacién), el laboratorio debe seguir los pasos necesarios para garantizar la validez
del resultado obtenido.

Apartado 9
Confirmacion de otros métodos

No aplicable.

Apartado 10
Aplicaciones del ensayo y validaciones

Protocolo de Protocolo de Referencia de

Certificacion Alcance . > . o
validacién referencia certificado

‘
VALIDATION
EN IS0 16140
Todos los productos

NE VALIDATION alimentarios humanos y EN ISO 16140-2 EN ISO 11290-1

i BRD: 07/16-01/09
muestras amb|entales EN I1SO 11290-2 R 0101100
de producc|on METODOS ANALITICOS
ALTERNATIVOS PARA LA
AGROINDUSTRIA
Certificado mediante
certificacion AFNOR
http://nf-
validation.afnor.ora/en

Apartado 11
Referencias

ISO 11290-1:2017. Microbiologia de la cadena alimenticia — Método horizontal para la deteccion y el
recuento de Listeria monocytogenes y de Listeria spp. — Parte 1: Método de deteccidn.

ISO 11290-2:2017. Microbiologia de la cadena alimenticia — Método horizontal para la deteccion y el
recuento de Listeria monocytogenes y de Listeria spp. — Parte 2: Método de recuento.

ISO 7218:2007/AMD1:2013 — Microbiologia de los alimentos para consumo humano y alimentacion
animal. Requisitos generales y guia para el examen microbiolégico

Ottaviani F et al. (1997a). Esperienze su un agar selettivo e differenziale per Listeria monocytogenes.
Industrie Alimentari. 36, 1-3.
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Apartado 12 Referencias

Ottaviani F et al. (1997b). Differential agar medium for Listeria monocytogenes. Quimper Froid
Symposium Proceedings p6. ADRIA Quimper France. June 16-18.

United States Department of Agriculture (2019). Microbiology Laboratory Guidebook. Capitulo 8.11:
Isolation and Identification of Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry, Ready-to-Eat Siluriformes

(Fish) and Egg Products, and Environmental Sponges.

https://www.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/1710bee8-76b9-4e6¢-92fc-fdc290dbfa92/mig-

8.pdf?MOD=AJPERES, consultado el 10 de agosto de 2020.

United States Food and Drug Administration. Bacteriological Analytical Manual. Capitulo 10: Listeria
monocytogenes. https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bacteriological-analytical-manual-

bam, consultado el 10 de agosto de 2020.

Vlaemynck G et al. (2000): Improvement of the detection of Listeria monocytogenes by the application
ALOA, a diagnostic, chromogenic isolation medium. J. Appl Microbiol 88: 430-441.

Apartado 12
Historial de revisiones

Fecha de publicacién N.°de documento

Cambio

Diciembre 2020 10000135677 Ver A

- Cambio significativo

- Nuevo disefio del documento

- Cambio en el nimero de documento - versién
anterior AL_V7 20 septiembre 2019

Enero 2022 10000135677 Ver B

- Extensioén de la validacion NF

- Recomendacion del medio de cultivo Half Fraser
de Bio-Rad en la Apartado 6

- Nuevo tiempo de enriquecimiento 18—-28 hr para
el protocolo de deteccién

- Actualizacién de referencias
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Historial de revisiones Referencias

Visite www.bio-rad.com/rapidmedia para mas informacién sobre nuestra gama completa de medios
cromégenos RAPID.

BIO-RAD es una marca registrada de Bio-Rad Laboratories, Inc.
IQ-CHECK es una marca registrada de Bio-Rad Europe GMBH en diversos paises.
Todas las marcas comerciales aqui indicadas son propiedad de sus respectivos propietarios.

Bio-Rad
B’o .RAD Laboratories, Inc.

Life Science Website bio-rad.com USA 1 800 424 6723 Australia 61 2 9914 2800 Austria 00 800 00 24 67 23
G Belgium 00 800 00 24 67 23 Brazil 4003 0399 Canada 1 905 364 3435 China 86 21 6169 8500
roup Czech Republic 00 800 00 24 67 23 Denmark 00 800 00 24 67 23 Finland 00 800 00 24 67 23

France 00 800 00 24 67 23 Germany 00 800 00 24 67 23 Hong Kong 852 2789 3300

Hungary 00 800 00 24 67 23 India 91 124 4029300 Israel 0 3 9636050 Italy 00 800 00 24 67 23
Japan 81 3 6361 7000 Korea 82 2 3473 4460 Luxembourg 00 800 00 24 67 23

Mexico 52 555 488 7670 The Netherlands 00 800 00 24 67 23 New Zealand 64 9 415 2280
Norway 00 800 00 24 67 23 Poland 00 800 00 24 67 23 Portugal 00 800 00 24 67 23

Russian Federation 00 800 00 24 67 23 Singapore 65 6415 3188

South Africa 00 800 00 24 67 23 Spain 00 800 00 24 67 23 Sweden 00 800 00 24 67 23
Switzerland 00 800 00 24 67 23 Taiwan 886 2 2578 7189 Thailand 66 2 651 8311

United Arab Emirates 36 1 459 6150 United Kingdom 00 800 00 24 67 23

Sig 0122

10000135677 Ver B US/EG
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H% #3563695, BEIAZLTAR, 90 mm x 20 DEFRM
B 3% #3563965, BIAZALFAR, 90 mm x 120 MEFRI
B #3555200, #REIFFFELR, 237.5 mlx 6/

H 3% #3564043, T#3, 500¢g

B3 #3564041, #mA 1, AT, 10 /R

B3 #3564042, A0 2, &R 25 ml, 10 /)Nl
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BARSHPELRIRT. FHHERARNEIRE K, Bo. FHAEEEER, ETEXR
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BHARNNBHMBERXLERAERYE, BLEXBREERAE,

o
g
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% 2 #5

AL SRAERE

AL 35555 (1R¥E Ottaviani 1 Agosti B FA/FEARAR) MFREBERET RGN MITEEREE : f-D-FEEE
EEFNUARE BEANESAS Z 1R AEEE C (PIPLC), FTE FHFEHER [-D-AaETHN SRR —THECEY
X-BEHEE) UK. FHFFENEMEYNKBSETEBEEERFENER, PIPLC 2—M{XIEE0R
W EHFE. BEAIELEFEFEN 70 EAFHETaNEINE, AL BSFESEHERIE, TR
DN, SEXMIMEEBNEEREFETESRNR, R R—RIE ERMIIE L FHFFEEST 24 /NN
B, EATELAFIFEREST A8 NYEHIL, BESFENERMEEESE, AR —FMIERERIEX
AERASKIE, RMIBESFERTATIVECRRIERE, BARTS—MHMEAZRIENEERFERL

% 3 8

HicHc A

ESESE) 18¢g
fRE A R 6g
B EHR Y 10g
7 R R 2g
BEE 2g
T L lg
Tk BB 05¢g
S (NaCl) 5g
L8 (LiCl) 10g
7k Na2HPO4 25¢g
TEEY
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TRIEVHR KA 7 5 1

(5-1R-4-5-3-I5|RE- B -D-W B HEH) 0.05¢g
Bl 0.02¢g
sk tsE 0.02¢g
ZHE % B Mk 76,700 Ul
MEE% B 0.01¢g
M#EREETALEZ 2¢g
s 12g
ZERK gsp 1,000 ml

25°C WML pHE =72 £ 0.2

% 4 5o

REBTHA R B 7 R4

o TH 1 7E15-25° C THXEEHIEK, BT THELL

o REBFEERMNION : 2-8° C B

o EFHAMAL2-8 CTF1E

o FRFHT 1 2-8° CEA

o HMTHERHIRENTR : /£ 2-8° C THEXRHTE, TIRELAMET 2 F

CIRRS)

HAth{X 25, i 57
NE

o FEEANEREME
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e X¥, REBUEANOLlg
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o iQ-Check Listeria monocytogenes |l Real-Time PCR Detection Kit (B #3578124) .
iQ-Check Listeria spp. Real-Time PCR Detection Kit (B #3578113)

o RAPID" L.monoAgar (B #3563694) , BDAZEFHR, 90 mm x 20 MEFRIL 5 3563964,
BURZSFHR, 90 mm x 120 MEFRIL 5 3555294, BIAZEFIE (AF 200 m) , SIEMHREIR
BEIEFEMANION 5 3564293, F#3, 500 g ; 3564294, 0K 1, AT, 10/ ;
3564746, AOF 2, A, 10 /N

o PALCAM #55:% (fU0, B #3564754, F#3 500 g ; 3564752, A0, 10 /i)

o Rhamnose Test (RZ#51R%, BHFE #3553669, 1 ml x 28 /IjiR)

THEE R
o MREAMRH (BF #3555754, 9mlx 25 & ; 3555756,
900 ml x 6 #i, ; 3555796, 3 L x4 %% ; 3564544, 500 g)
o Tryptone Salt, (B HREHRRK, #1420, BPW Plus, B #3564684, T#3, 500 ¢ ;
3554179, 225 mlx 6 3 ; 3555790, 5L x 2% ; 3555795, 3Lx44%;
= BPW #rEhR, B3 #12013259, F#3, 500 g; 12013258, F#», 5kg;
12013260, 5L x2 %)
#5577 % © Half Fraser Broth (358 F W7, B #3555797, 225 ml #R x 6 ; 3555794, 3L x4 %
3564604, F# 500 g ; 3564616, AR, 10 /R)
BEMRART
ZEIEFEM (90 mm)
TEBRE
THEER

5>

TBsEne, {3 R BREIF0 B = 2]
FkhiE e

BT RIFKEME (EN 1SO 7218), X FHFE5SERBERLMNEFAREN, NFESLH

FPxE, MFEMIRENE

5B miF il (IR SRR NAR B R M RATE, FRIE SHEMAME #ITRF Y M E

RIE 1SO #pfe 7218, EFARTE 25-50°C THT, EFARHMEREREER, B, #fKNEH
T, MR SEERFENNA, B2ERERT2EF T TR

NTEESENERIRERESRM, AILOEHE RFRS REM AL B MA TN ERE R RIS

RMIEFER A TAOERIEMRZ (6140 1SO 2k FDA BAM) .
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BIERE

NFREBBER A ENREMERE, #HFEFER Bio-RadAFRY Half Fraser97

{55 FA PR 1
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(B8N 2R A ZF 7T )
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[T E 1]

2

Bio-Rad AR A FFHEN B —M=m, MERRMRZHEHERRNES M ERBEZIIRERIEER
AR, SRR RERIE EN 1SO 11133 #{TRERS], RAERERBITET LT, SERNER
MEREZEHE X XX HITE™,

B % SDS FRE2EBMAHIES, E1AE www.bio-rad.com,
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BRI

FHIEFERFF

© 0 N o ok =

ERENERERA T
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AHEFREE 44-47°C,
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—ifh 500 g ¥R AJHIRL 7.2 L #E5REL

RIS R ERHES

1.
2.

RS, BiL AL IRBsHR (237.5 ml) FEIRNED,
TEACGA R FRIRAE RS ENE) 44-47°C,
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2. WIBRUT AR Z W\ EEAELELIFE

a. fEM ISO fERERFARMENNL (REACLTR)

b. £ ISO 7218 #RAE PR ERIRE (B140 iQ-Check L. monocytogenes I Real-Time PCR
Detection Kit, B3 #3578124) | EASBHNER (B EALER) .

c. XARZHRE (BHF #3553669) #HITHIA,

d. 7£ RAPID’ L.mono Fix E EF B mEEDL— DD BHEE, — 1 RAPID” L.mono Fix
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B, FAEBIAR RN S B2 81T & B A Wi R A,

3. RIABTUT AR I\ EEAIIIE L EHIFEUANN RS

a. fEM ISO fERERRBARNENNL (REACLTR)

b. /A ISO 7218 trMAEFHERAVZIRET ()40 iQ-Check Listeria spp. Real-Time PCR
Detection Kit, B3 #3578113) . ASBHNER (LA LTR) .

c. £ PALCAM ¥iR EF BIERMMNEED — MO BHE R, — 1 PALCAM FiRk E &% ATLUH
A6 NEE,
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ISO 11290-1:2017. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and

enumeration of Listeria monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

ISO 11290-2:2017. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and

enumeration of Listeria monocytogenes and of Listeria spp. — Part 2: Enumeration method.

ISO 7218:2007/AMD1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs - General requirements

and guidance for microbiological

Ottaviani F et al. (1997a). Esperienze su un agar selettivo e differenziale per Listeria monocytogenes.
Industrie Alimentari. 36, 1-3.

Ottaviani F et al. (1997b). Differential agar medium for Listeria monocytogenes. Quimper Froid

Symposium Proceedings p6. ADRIA Quimper France. June 16-18.
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United States Department of Agriculture (2019). Microbiology Laboratory Guidebook. Chapter 8.11:
Isolation and Identification of Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry, Ready-to-Eat
Siluriformes (Fish) and Egg Products, and Environmental Sponges.
https://www.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/1710bee8-76b9-4e6¢c-92fc-fdc290dbfa92/mlig-
8.pdf?MOD=AJPERES, accessed August 10, 2020.

United States Food and Drug Administration. Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Listeria
monocytogenes. https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bacteriological-analytical-

manual-bam, accessed August 10, 2020.

Vlaemynck G et al. (2000): Improvement of the detection of Listeria monocytogenes by the
application ALOA, a diagnostic, chromogenic isolation medium. J. Appl Microbiol 88: 430-441.
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1B1AIE www.bio-rad.com/rapidmedia, T#E xHM]2%7] RAPID EBEFENELEE,

BIO-RAD 2 Bio-Rad Laboratories, Inc. FIE#R,
IQ-CHECK 2 Bio-Rad Europe GMBH 7E £ L 5 =& 2 X I EE 1R,
LAAMERMMT BRI RN ES BB &NV,

Bio-Rad
B’o RAD Laboratories, Inc.

Life Science Website bio-rad.com USA 1800 424 6723 Australia 61 2 9914 2800 Austria 00 800 00 24 67 23
Belgium 00 800 00 24 67 23 Brazil 4003 0399 Canada 1 905 364 3435 China 86 21 6169 8500
Group Czech Republic 00 800 00 24 67 23 Denmark 00 800 00 24 67 23 Finland 00 800 00 24 67 23

France 00 800 00 24 67 23 Germany 00 800 00 24 67 23 Hong Kong 852 2789 3300

Hungary 00 800 00 24 67 23 India 91 124 4029300 Israel 0 3 9636050 Italy 00 800 00 24 67 23
Japan 81 3 6367 7000 Korea 82 2 3473 4460 Luxembourg 00 80000 24 67 23

Mexico 52 555 488 7670 The Netherlands 00 800 00 24 67 23 New Zealand 64 9 415 2280
Norway 00 800 00 24 67 23 Poland 00 800 00 24 67 23 Portugal 00 800 00 24 67 23

Russian Federation 00 800 00 24 67 23 Singapore 65 6415 3188

South Africa 00 800 00 24 67 23 Spain 00 800 00 24 67 23 Sweden 00 800 00 24 67 23
Switzerland 00 800 00 24 67 23 Taiwan 886 2 2578 7189 Thailand 66 2 651 8311

United Arab Emirates 36 1 459 6150 United Kingdom 00 800 00 24 67 23
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