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PLIEGO DE CLAUSULAS TECNICAS PARA LA CONTRATACION DE SERVICIOS DE
“ANALISIS PARA LA OBTENCION DEL ESTADO DE SITUACION RESPECTO A
DIFERENTES AGENTES ZOONOTICOS EN ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL
COMERCIALIZADOS EN LA COMUNIDAD DE MADRID”

1. TITULO DEL CONTRATO DE SERVICIOS

“ANALISIS PARA LA OBTENCION DEL ESTADO DE SITUACION RESPECTO A
DIFERENTES AGENTES ZOONOTICOS EN ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL
COMERCIALIZADOS EN LA COMUNIDAD DE MADRID”

2. OBJETO DEL CONTRATO

El objeto del presente contrato es la toma de muestras de alimentos (huevos de gallina, carne
de conejo, carne de cerdo y carne de pollo) para realizar pruebas analiticas de las mismas, y
la elaboracion de los correspondientes informes sobre los resultados obtenidos frente a los
siguientes agentes zoonéticos:

— Estado de situacion respecto a Salmonella en huevos de gallina.

— Estado de situacién respecto a Salmonella y Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina en carne de conejo.

— Estado de situacién respecto a Salmonella, Yersinia, Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina y Escherichia coli productor de enzimas betalactamasas de
espectro ampliado y betalactamasas AmpC y carbapenemasas, en carne de cerdo

— [Estado de situacion respecto a Campylobacter, Salmonella, Escherichia coli
productor de enzimas betalactamasas de espectro ampliado, betalactamasas AmpC y
carbapenemasas en carne de pollo

3. OBJETO Y DESCRIPCION GENERAL DE LOS SERVICIOS

Con el fin de que la informacion resultante de las actividades directamente vinculadas con el
servicio objeto de contratacion sea comparable a la obtenida por otros medios, y que pueda
contribuir a la elaboracion del Informe sobre fuentes y tendencias de agentes zoon6ticos y su
resistencia antimicrobiana en la Comunidad de Madrid, y que a su vez, en cumplimiento del
articulo 10 del Real Decreto 1940/2004%, pueda ser objeto de incorporaciéon en el Informe
anual nacional y en Informe Sumario Comunitario de la Unién Europea, se establecen las
siguientes especificaciones técnicas de tipo comun:

CONDICIONES GENERALES:

3.1. Realizacion del muestreo y de los analisis

3.1.1. Lugares de muestreo

El muestreo de huevos de gallina, de carne de conejo, carne de cerdo y carne de pollo se

efectuara en establecimientos minoristas de venta al consumidor final, de tipo grandes
superficies, minoristas y pequefios comercios tradicionales. Se seleccionaran

@ Real Decreto 1940/2004, de 27 de septiembre, sobre la vigilancia de las zoonosis y los agentes zoon6ticos.
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establecimientos ubicados dentro del territorio de la Comunidad de Madrid, teniendo en
cuenta el volumen de comercializacién y la variedad de los alimentos a muestrear. A tales
efectos, se justificara la representatividad de la distribucién de las muestras asignadas a cada
uno de los tipos de establecimientos de venta, y se procurara abarcar la mayor variedad
posible de alimentos existentes en el mercado en cuanto a procedencia, marca y
presentacién comercial.

3.1.2. Toma de las muestras, transporte y conservacion

La toma de muestras se realizara evitando toda contaminacion cruzada. En todas las fases
deberan tomarse precauciones para asegurarse de que el equipo utilizado en el muestreo
(material estéril), el transporte y el almacenamiento no se contamina con los patégenos
investigados. Con caracter general, las carnes muestreadas se conservaran en refrigeracion
hasta su preparacion.

3.1.3. Recepcioén y preparacién de las muestras en el laboratorio

Todas las muestras se recibirdn en el laboratorio y se prepararan para su analisis dentro de
las 24 horas siguientes a la toma. El personal que manipule las muestras deberd evitar en
todas las fases la contaminacion cruzada con el entorno inmediato.

3.1.4. Pruebas y métodos analiticos

Cada muestra se someterq a las pruebas analiticas necesarias para la deteccién y la
identificacion completa de diferentes agentes zoonoticos, de acuerdo lo descrito en el punto 4
“Actividades y condiciones especificas de los servicios”.

Se utilizaran los métodos analiticos establecidos expresamente en la legislacién que sea de
aplicacion; se debera describir cualquier modificacién respecto al método de referencia, y
aportar pruebas de su validacion frente al mismo.

Se podran usar métodos analiticos alternativos cuando estén validados con respecto al
método de referencia; si se utiliza un método registrado, éste debera estar certificado por
terceros conforme al protocolo de la norma EN/ISO 16140 u otros protocolos similares
internacionalmente aceptados.

En aquellos supuestos en que la normativa no identifique los métodos analiticos de forma
expresa, se procedera a la descripcion completa del método utilizado y, en su caso, se
proporcionara la referencia internacional del mismo.

3.1.5. Laboratorios de analisis

Las pruebas analiticas de identificacién, y en su caso, de resistencia antimicrobiana de las
cepas aisladas, tendran lugar en el Laboratorio Nacional de Referencia, establecido por el
Real Decreto 1940/2004, o en los Laboratorios Comunitarios de Referencia, establecidos por
el Reglamento (CE) n° 882/2004°, o en Laboratorios de reconocida experiencia y solvencia
técnica a nivel nacional, comunitario o internacional.

b Reglamento (CE)N° 882/2004, del Parlamento Europeo y del Consejo, de 29 de abril de 2004, sobre los controles oficiales
efectuados para garantizar la verificacion del cumplimiento de la legislacion en materia de piensos y alimentos y la
normativa sobre salud animal y bienestar de los animales
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3.2. Recopilacion y comunicacion de datos

Durante la prestacion del servicio se recogera toda informacion pertinente sobre el lugar de
muestreo, los alimentos muestreados, los analisis practicados y los resultados obtenidos. Los
datos recopilados seran comparables con los obtenidos por otros medios (muestreos
reglamentarios/prospectivos en industrias alimentarias, en brotes alimentarios, etc.) para que
puedan contribuir a la elaboracién del correspondiente informe anual de fuentes y tendencias
de agentes zoondticos y su resistencia antimicrobiana.

A efectos de la declaracion de agentes zoonoticos y su resistencia antimicrobiana, los datos
se consignaran en los formatos proporcionados por la Subdireccion General de Higiene y
Seguridad Alimentaria, y que se ajustaran a los utilizados por la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria.

Se emitira un informe de ensayo para cada muestra analizada, que incluirdA como minimo,
informacién sobre el muestreo (fecha, municipio y establecimiento), el alimento muestreado
(descripcion, y en su caso, empresa responsable de la puesta en el mercado, marca
comercial y lote) y los analisis practicados (fecha de inicio y de fin, métodos analiticos y
resultados).

Se elaborara un informe final de tipo descriptivo sobre las actividades desarrolladas y los
resultados obtenidos, desglosado para cada alimento muestreado y los agentes zoondéticos
analizados en el mismo.

Cuando se detecte la presencia de un agente zoondtico, los resultados se comunicaran de
forma inmediata a la Subdireccién General de Higiene y Seguridad Alimentaria, acompafiando
el correspondiente informe de ensayo y cualquier otro dato que pueda ser de interés.

Con independencia de estas comunicaciones puntuales ante la presencia de agentes
zoondticos, a la conclusion del servicio se aportaran los datos en los formatos a facilitar por la
Subdireccion, junto con todos los informes de ensayo de las muestras analizadas y el informe
final de actividades y resultados.

4. ACTIVIDADES Y CONDICIONES ESPECIFICAS DE LOS SERVICIOS

4.1. Estado de situacion respecto a Salmonella en huevos de gallina
4.1.1. Realizacion del muestreo y de los analisis

Se tomaran muestras de huevos frescos de gallina envasados, expuestos para la venta en los
establecimientos. No se muestrearan los envases con alteraciones visibles (deteriorados,
rotos, manchados, etc.). Todos los huevos que compongan una muestra seran totalmente
homogéneos, debiendo pertenecer a la misma marca, categoria, tipo y lote.

El plan de muestreo sera de “n = 5", donde “n” es el nimero de unidades que componen una
muestra, es decir, cada muestra tomada de un mismo lote estara formada por 5 unidades; a
su vez, cada unidad contendra 12 huevos (6 10 huevos para las marcas que comercializan
huevos por decenas).

Las cascaras de los 10 6 12 huevos de cada unidad de muestra se prepararan para la
deteccion de la presencia de Salmonella (aislamiento y confirmacion).
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De acuerdo con lo establecido en el Reglamento (CE) n° 2073/2005°, el aislamiento y la
confirmacion de los organismos del género Salmonella deberan efectuarse segin se describe
en la norma ISO 6579-2002(E). Los resultados se expresaran como “presencia/ausencia en el
peso de las cascaras procesadas (10 6 12 huevos)”. Debera indicarse el método utilizado.

Debera procederse al serotipado de todas las cepas de Salmonella aisladas y confirmadas,
empleando para ello el esquema de Kaufmann-White-Le Minor, de acuerdo con el
Reglamento (CE) n°® 2073/2005. Debera indicarse el método utilizado.

Todas las cepas de Salmonella se someteran a pruebas de resistencia antimicrobiana;
conforme a la Decisién 2013/652/UE de la Comisién Europea®, los antibiogramas abarcaran al
menos los antimicrobianos, los valores de corte epidemioldgicos y la gama de
concentraciones que se detallan en la siguiente tabla:

Umbrales interpretativos de la resistencia (mg/L) Intervalos de concentracién (mg/L)
Antibiotico (entre paréntesis el n° de pocillos)
Valor de corte - I
) e Valor critico clinico (b)
epidemioldgico (a)
Ampicilina >8 >8 1-64 (7)
Cefotaxima >0,5 >2 0,25-4 (5)
Ceftazidima >2 >4 0,5-8 (5)
Meropenem >0,125 >8 0,03-16 (10)
Acido >16 n.d. 4-128 (6)
nalidixico
Ciprofloxacino >0,064 >1 0,015-8 (10)
Tetraciclina >8 n.d. 2-64 (6)
Colistina >2 >2 1-16 (5)
Gentamicina >2 >4 0,5-32 (7)
Trimetoprima >2 >4 0,25-32 (8)
Sulfametoxazol n.d. n.d. 8-1 024 (8)
Cloranfenicol >16 >8 8-128 (5)
Azitromicina n.d. n.d. 2-64 (6)
Tigeciclina >1 (c) >2 (c) 0,25-8 (6)

(a) Valores de corte epidemiolégico de EUCAST

(b) Valores criticos (entre resistencia y respuesta intermedia) de EUCAST

(c) Datos de EUCAST disponibles para Salmonella enteritidis, tiphimurium, tipi y paratiphi
Nd: No disponible

Se utilizaran los métodos de dilucion de acuerdo con los métodos descritos por el EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility) y el CLSI (Clinical and Laboratory
Standard Institute), aceptados como método de referencia internacional (norma I1ISO 20776-
1:2006). En cualquier caso, se describiran los métodos empleados, los antibiéticos probados,
las gamas de concentraciones y los valores limites utilizados, los cuales se ajustaran en su
caso, a la ultima revision disponible y se acompafiaran siempre de la referencia consultada.

4.1.2. Recopilacidon y comunicacién de datos

Se recogera la informacién necesaria para establecer la posible correlacién entre la presencia
de Salmonella y factores tales como el lugar de muestreo (tipo, exposicion a venta, etc.), el
envase (material, limpieza, etc.), la marca comercial, el origen del huevo (nimero de
identificacion del centro de embalaje del envase y cédigo de explotacién avicola de la

¢ Reglamento (CE) n° 2073/2005 de la Comision, de 15 de noviembre de 2005, relativo a los criterios microbiologicos
aplicables a los productos alimenticios

9 Decision de ejecucién de la Comisién de 12 de noviembre de 2013 sobre el seguimiento y la notificacion de la resistencia
de las bacterias zoonéticas y comensales a los antibiéticos (2013/652/UE).
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cascara), grado de limpieza (heces, plumas, etc.) y de integridad (fisuras, grietas, etc.) de la
cascara, tamafio del huevo, sistema de cria de las gallinas, etc.

Los informes de ensayo incluiran el nimero de identificacion del centro de embalaje que
figure en el envase y el codigo de la explotacién avicola impreso en la cascara.

4.2. Estado de situacidn respecto a Salmonella y Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina en carne de conejo

4.2.1. Realizacién del muestreo y de los analisis

Se muestreara carne de conejo refrigerada, presentada envasada para la venta o
despachada a granel a peticion del consumidor final. Se excluirdn las carnes picadas y los
preparados carnicos.

Se tomara una Unica muestra por lote, cuyo peso sera determinado en funcién de la cantidad
necesaria para el analisis.

Cada muestra ser4d sometida a andlisis para detectar e identificar Salmonella y

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.

De acuerdo con lo establecido en el Reglamento (CE) n°® 2073/2005, el aislamiento y la
confirmacion de los organismos del género Salmonella deberan efectuarse segun se describe
en la norma ISO 6579-2002(E). Los resultados se expresaran como “presencia/ausencia en
25 gramos”. Debera indicarse el método utilizado.

Debera procederse al serotipado de todas las cepas de Salmonella aisladas y confirmadas,
empleando para ello el esquema de Kaufmann-White-Le Minor, de acuerdo con el
Reglamento (CE) n°® 2073/2005. Debera indicarse el método utilizado.

Todas las cepas de Salmonella se someterdn a pruebas de resistencia antimicrobiana;
conforme a la Decision de la Comisién Europea 2013/652/UE, los antibiogramas abarcaran al
menos los antimicrobianos, los valores de corte epidemiolégicos y la gama de
concentraciones que se detallan en la siguiente tabla:

Umbrales interpretativos de la resistencia (mg/L) Intervalos de concentracién (mg/L)
Antibiotico (entre paréntesis el n° de pocillos)
Valor de corte . -
. T Valor critico clinico (b)
epidemioldgico (a)
Ampicilina >8 >8 1-64 (7)
Cefotaxima >0,5 >2 0,25-4 (5)
Ceftazidima >2 >4 0,5-8 (5)
Meropenem >0,125 >8 0,03-16 (10)
pcido >16 n.d. 4-128 (6)
nalidixico
Ciprofloxacino >0,064 >1 0,015-8 (10)
Tetraciclina >8 n.d. 2-64 (6)
Colistina >2 >2 1-16 (5)
Gentamicina >2 >4 0,5-32 (7)
Trimetoprima >2 >4 0,25-32 (8)
Sulfametoxazol n.d. n.d. 8-1 024 (8)
Cloranfenicol >16 >8 8-128 (5)
Azitromicina n.d. n.d. 2-64 (6)
Tigeciclina >1 (c) >2 (c) 0,25-8 (6)

(a) Valores de corte epidemiol6gico de EUCAST
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(b) Valores criticos (entre resistencia y respuesta intermedia) de EUCAST
(c) Datos de EUCAST disponibles para Salmonella enteritidis, typhimurium, typhi y paratyphi
Nd: No disponible

Se utilizaran los métodos de dilucion de acuerdo con los métodos descritos por el EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility) y el CLSI (Clinical and Laboratory
Standard Institute), aceptados como método de referencia internacional (norma ISO 20776-
1:2006). En cualquier caso, se describiran los métodos empleados, los antibidticos probados,
las gamas de concentraciones y los valores limites utilizados, los cuales se ajustaran en su
caso, a la Ultima revisién disponible y se acompafaran siempre de la referencia consultada.

Los andlisis para detectar Staphylococcus aureus resistente a la meticilina se realizaran
mediante métodos recomendados por el Laboratorio Comunitario de Referencia o, en su
caso, internacionalmente validados, seglin la Decision 2008/55/CE®. Se har4 un
enriguecimiento selectivo, y los presuntos Staphylococcus aureus se identificaran como tales
y como Staphylococcus aureus resistente a la meticilina mediante técnicas de reaccion en
cadena de la polimerasa. Los resultados obtenidos se expresaran como “presencia/ausencia
en el peso de muestra analizado”. Los Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
positivos se someteran a un analisis de deteccion de estafilococo de tipo A (tipificacion Spa).
En su caso, el aislamiento y la identificacion se efectuaran en instalaciones de nivel 3 de
seguridad bioldgica. Deberé indicarse el método utilizado.

4.2.2. Recopilacion y comunicacién de datos

Se recogera la informacion que permita, en su caso, establecer las relaciones respecto a las
condiciones higiénico-sanitarias de las manipulaciones a que dichas productos se han
sometido y la cuantificacion de la carga bacteriana en funcion del origen de las mismas,
mediante el establecimiento de asociaciones respecto al tipo de establecimiento muestreado,
tipo de producto, etc.

Los informes de ensayo incluiran, en su caso, el lote y la marca de sanitaria de la carne y/o la
marca de identificacion del envase (sello oval para carnes producidas en la Unién Europea),
la cual permite identificar a la empresa responsable de la elaboracion.

4.3. Estado de situacién respecto a Salmonella, Yersinia, Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina y Escherichia coli productor de enzimas betalactamasas de
espectro ampliado y betalactamasas AmpC y carbapenemasas en carnes de cerdo

4.3.1. Realizacién del muestreo y de los analisis

Se muestreara carne de cerdo refrigerada, presentada envasada para la venta o despachada
a granel a peticiéon del consumidor final. Se excluiran las carnes picadas y los preparados
cérnicos.

Se tomara una Unica muestra por lote, cuyo peso sera determinado en funcién de la cantidad
necesaria para el analisis.

Cada muestra ser4 sometida a analisis para detectar e identificar Salmonella, Yersinia,
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y Escherichia coli productor de enzimas
betalactamasas de espectro ampliado, betalactamasas AmpC y carbapenemasas.

° Decision de la Comision 2008/55/CE, de 20 de diciembre de 2007, relativa a una ayuda financiera de la Comunidad para
un estudio de la prevalencia de Salmonella spp. y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina en piaras de cerdos
reproductores que se llevara a cabo en los Estados miembros
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De acuerdo con lo establecido en el Reglamento (CE) n°® 2073/2005, el aislamiento y la
confirmacion de los organismos del género Salmonella deberan efectuarse segun se describe
en la norma ISO 6579-2002. Los resultados se expresaran como “presencia/ausencia en 25
gramos”. Deberd indicarse el método utilizado.

Debera procederse al serotipado de todas las cepas de Salmonella aisladas y confirmadas,
empleando para ello el esquema de Kaufmann-White-Le Minor, de acuerdo con el
Reglamento (CE) n® 2073/2005. Debera indicarse el método utilizado.

Todas las cepas de Salmonella se someterdn a pruebas de resistencia antimicrobiana;
conforme a la Decisiéon de la Comisién Europea 2013/652/UE, los antibiogramas abarcaran al
menos los antimicrobianos, los valores de corte epidemiolégicos y la gama de
concentraciones que se detallan en la siguiente tabla:

Umbrales interpretativos de la resistencia (mg/L) Intervalos de concentracién (mg/L)
Antibiotico (entre paréntesis el n° de pocillos)
Valor de corte . -
) e Valor critico clinico (b)
epidemioldgico (a)
Ampicilina >8 >8 1-64 (7)
Cefotaxima >0.5 >2 0,25-4 (5)
Ceftazidima >2 >4 0,5-8 (5)
Meropenem >0.125 >8 0,03-16 (10)
Acido >16 n.d, 4-128 (6)
nalidixico
Ciprofloxacino >0,064 >1 0,015-8 (10)
Tetraciclina >8 n.d. 2-64 (6)
Colistina >2 >2 1-16 (5)
Gentamicina >2 >4 0,5-32 (7)
Trimetoprima >2 >4 0,25-32 (8)
Sulfametoxazol n.d. n.d. 8-1 024 (8)
Cloranfenicol >16 >8 8-128 (5)
Azitromicina n.d. n.d. 2-64 (6)
Tigeciclina >1 € >2 € 0,25-8 (6)

(a) Valores de corte epidemiolégico de EUCAST

(b) Valores criticos (entre resistencia y respuesta intermedia) de EUCAST

(c) Datos de EUCAST disponibles para Salmonella enteritidis, typhimurium, typhi y paratyphi
Nd: No disponible

Se utilizaran los métodos de dilucion de acuerdo con los métodos descritos por el EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility) y el CLSI (Clinical and Laboratory
Standard Institute), aceptados como método de referencia internacional (norma I1ISO 20776-
1:2006). En cualquier caso, se describiran los métodos empleados, los antibiéticos probados,
las gamas de concentraciones y los valores limites utilizados, los cuales se ajustaran en su
caso, a la ultima revision disponible y se acompafiaran siempre de la referencia consultada.

Los analisis para detectar Staphylococcus aureus resistente a la meticilina se realizaran
mediante métodos recomendados por el Laboratorio Comunitario de Referencia o, en su
caso, internacionalmente validados, segun la Decisibn 2008/55/CE. Se hara un
enriquecimiento selectivo, y los presuntos Staphylococcus aureus se identificaran como tales
y como Staphylococcus aureus resistente a la meticilina mediante técnicas de reaccion en
cadena de la polimerasa. Los resultados obtenidos se expresaran como “presencia/ausencia
en el peso de muestra analizado”. Los Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
positivos se someteran a un analisis de deteccidon de estafilococo de tipo A (tipificacion Spa).
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En su caso, el aislamiento y la identificacion se efectuaran en instalaciones de nivel 3 de
seguridad biologica. Debera indicarse el método utilizado.

Para calcular la proporcion de muestras que contienen Escherichia coli productora de
betalactamasas de espectro ampliado, betalactamasas AmpC o carbapenemasas, se aplicara
el método siguiente:

Comenzara con un paso de enriquecimiento previo, seguido de siembra en agar de
McConkey que contenga una cefalosporina de tercera generacién en la concentracion
selectiva indicada en la versién mas reciente del protocolo detallado de normalizacion del
laboratorio de referencia de la Unién Europea para la resistencia a los antibiéticos (National
Food Institute, Technical University of Denmark). La especie Escherichia coli se identificara
segun lo descrito en la norma ISO 16649, parte 1 6 2.

Se someterd a ensayo en paralelo otra placa que inhibe selectivamente el crecimiento de
Escherichia coli productora de betalactamasas AmpC para facilitar la deteccion especifica de
Escherichia coli productora de betalactamasas de espectro ampliado.

La deteccidon de microorganismos productores de carbapenemasas se hard mediante un
enriguecimiento selectivo previo y posterior siembra selectiva en un medio que contenga
carbapenem, segun lo indicado en la versibn mas reciente del protocolo detallado del
laboratorio de referencia de la Unién Europea para la resistencia a los antibiéticos.

Una presunta cepa de Escherichia coli productora de betalactamasas de espectro ampliado,
de betalactamasas AmpC o de carbapenemasas obtenida de cada muestra positiva de carne
se sometera a antibiograma con el siguiente grupo de antibiéticos:

Umbrales interpretativos de la resistencia (mg/L) Intervalos de concentracién (mg/L)
Antibiotico (entre paréntesis el n° de pocillos)
Valor de corte . -
. s Valor critico clinico (b)
epidemioldgico (a)
Ampicilina >8 >8 1-64 (7)
Cefotaxima >0.25 >2 0,25-4 (5)
Ceftazidima >0,5 >4 0,5-8 (5)
Meropenem >0.125 >8 0,03-16 (10)
Acido >16 n.d. 4-128 (6)
nalidixico
Ciprofloxacino >0.064 >1 0,015-8 (10)
Tetraciclina >8 n.d. 2-64 (6)
Colistina >2 >2 1-16 (5)
Gentamicina >2 >4 0,5-32 (7)
Trimetoprima >2 >4 0,25-32 (8)
Sulfametoxazol >64 n.d. 8-1 024 (8)
Cloranfenicol >16 >8 8-128 (5)
Azitromicina n.d. n.d. 2-64 (6)
Tigeciclina >1 >2 0,25-8 (6)

(a) Valores de corte epidemiol6gico de EUCAST
(b) Valores criticos (entre resistencia y respuesta intermedia) de EUCAST
Nd: No disponible

Debera indicarse el método utilizado, los antibiéticos probados, las gamas de concentraciones
y los valores limites utilizados, los cuales se ajustaran en su caso, a la Ultima revision
disponible y se acompafaran siempre de la referencia consultada.

Posteriormente se seguira estudiando conforme a lo indicado en el punto siguiente

Método de caracterizacion y clasificacién adicionales de las cepas de Escherichia coli
resistentes a las cefalosporinas de tercera generacién o al meropenem

Pliego de clausulas técnicas para la contratacion de servicios de “Analisis para la obtencion del estado de situacién
respecto a diferentes agentes zoonéticos en alimentos de origen animal comercializados en la Comunidad de Madrid”.-
Pagina 8 de 17




Subdireccién General de Higiene y

* % %k - . .
MaRaRall 1, cion General de Salud Pablica Seguridad Alimentaria
Ronda de Segovia 52, 12 planta

CONSEJERIA DE SANIDAD 28005-Madrid

Comunidad de Madrid

Toda presunta cepa de Escherichia coli productora de betalactamasas de espectro ampliado,
de betalactamasas AmpC o de carbapenemasas identificada mediante la siembra en el medio
selectivo antes descrito, asi como todas las cepas de Escherichia coli seleccionadas
aleatoriamente, que en el ensayo con el primer grupo de antibiéticos citados han presentado
resistencia a la cefotaxima, la ceftazidima o el meropenem, seran objeto de un nuevo ensayo
con un segundo grupo de antibidticos. Figuran en este grupo la cefoxitina, la cefepima y el
test de sinergia de clavulanato con cefotaxima y con ceftazidima para detectar la produccion
de betalactamasas de espectro ampliado y de betalactamasas AmpC. Ademas, el segundo
grupo también contiene imipenem, meropenem y ertapenem para la verificacion fenotipica de
presuntas productoras de carbapenemasas, segun se resume en la siguiente tabla:

Umbrales interpretativos de la resistencia (mg/L)| Intervalos de concentracion
Antibiotico (mg/L) (entre paréntesis el n° de
\_/alor_de,cprte Valor critico clinico (b) pocillos)
epidemioldgico (a)
Cefoxitina >8 n.d. 0,5-64 (8)
Cefepima >0.125 >4 0,06-32 (10)
Cefotaxima+acido n.d. = n.d.= 0,06-64 (11)
clavulanico
Ceftazidima+acido n.d. * n.d.* 0,125-128 (11)
clavulénico
Meropenem >0.125 >8 0,03-16 (10)
o n.d. **
Temocilina o n.d.** 0,5-64 (8)
Imipenem >0.5 >8 0,12-16 (8)
Ertapenem >0,06 >1 0,015-2 (8)
Cefotaxima >0.25 >2 0,25-64 (9)
Ceftazidima >0.5 >4 0,25-128 (10)

(a) Valores de corte epidemiolégico de EUCAST
(b) Valores criticos (entre resistencia y respuesta intermedia) de EUCAST
Nd: No disponible
* 4 mg/L de &cido clavulanico
** | os valores se compararan con los valores de cefotaxima y ceftazdima y se interpretaran con arreglo a las
directrices de CLSI o EUCAST relativas al test de sinergia

En cualquier caso, se describiran los métodos empleados, los antibiticos probados, las
gamas de concentraciones y los valores limites utilizados, los cuales se ajustaran en su caso,
a la ultima revision disponible y se acompafiaran siempre de la referencia consultada.

El método analitico de referencia para la deteccién de Yersinia enterocolitica es la norma 1SO
10273, acorde con las especificaciones técnicas de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA, 2009)". Los resultados obtenidos se expresaran como “presencia/ausencia
en el peso de muestra analizado. En las cepas aisladas y confirmadas, se identificara la
especie (p.e. Yersinia enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis), asi como los principales

f European Food Safety Authority; Technical specifications for harmonised national surveys of Yersinia enterocolitica in
slaughter pigs on request of EFSA. EFSA Journal 2009; 7(11):1374. [23 pp.]. doi:10.2903/j.efsa.2009.1374. Disponible en
Internet : www.efsa.europa.eu
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serotipos (0:3, 0:9, 0:5,27) y/lo los biotipos (1B, 2, 3, 4, 5) patégenos de Yersinia
enterocolitica. Debera indicarse el método utilizado.

4.3.2. Recopilacion y comunicacién de datos

Se recogera la informacion que permita, en su caso, establecer las relaciones respecto a las
condiciones higiénico-sanitarias de las manipulaciones a que dichas productos se han
sometido y la cuantificacion de la carga bacteriana en funcion del origen de las mismas,
mediante el establecimiento de las asociaciones respecto al tipo de establecimiento
muestreado, tipo de producto, etc.

Los informes de ensayo incluiran, en su caso, el lote y la marca de sanitaria de la carne y/o la
marca de identificacion del envase (sello oval para carnes producidas en la Unién Europea),
la cual permite identificar a la empresa responsable de la elaboracion.

4.4, Estado de situacion respecto a Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli
productor de enzimas betalactamasas de espectro ampliado, betalactamasas AmpC y
carbanepemasas en carnes de pollo

4.4.1. Realizacién del muestreo y de los analisis

Se muestreara carne de pollo refrigerada, presentada envasada para la venta o despachada
a granel a peticion del consumidor final. El objetivo es analizar piel y un fino corte de musculo
superficial segun lo indicado en el capitulo 3 del anexo | del Reglamento 2073/2005. Para ello se
tomaran canales enteras, medias canales o cuartos de canal delanteros con piel. Si el pollo esta
troceado, se podran tomar cuellos o pechugas enteras con piel.

No se tomaran muslos, contramuslos, alitas, pechugas enteras sin piel ni filetes de pollo. Se
excluiran las carnes picadas y los preparados carnicos.

Se tomara una Unica muestra por lote, cuyo peso sera determinado en funcién de la cantidad
necesaria para el analisis.

Cada muestra serd sometida a andlisis para detectar e identificar Salmonella, Campylobacter,
y Escherichia coli productor de enzimas betalactamasas de espectro ampliado,
betalactamasas AmpC y carbapenemasas.

De acuerdo con lo establecido en el Reglamento (CE) n® 2073/2005, el aislamiento y la
confirmacion de los organismos del género Salmonella deberan efectuarse segin se describe
en la norma ISO 6579-2002€. Los resultados se expresaran como “presencia/ausencia en 25
gramos”. Debera indicarse el método utilizado.

Debera procederse al serotipado de todas las cepas de Salmonella aisladas y confirmadas,
empleando para ello el esquema de Kaufmann-White-Le Minor, de acuerdo con el
Reglamento (CE) n°® 2073/2005. Debera indicarse el método utilizado.

Todas las cepas de Salmonella se someteran a pruebas de resistencia antimicrobiana;
conforme a la Decisién de la Comision Europea 2013/652/UE, los antibiogramas abarcaran al
menos los antimicrobianos, los valores de corte epidemioldgicos y la gama de
concentraciones que se detallan en la siguiente tabla:
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Umbrales interpretativos de la resistencia (mg/L) Intervalos de concentracién (mg/L)
Antibictico (entre paréntesis el n° de pocillos)
Valor de corte . L
. e Valor critico clinico (b)
epidemioldgico (a)
Ampicilina >8 >8 1-64 (7)
Cefotaxima >0.5 >2 0,25-4 (5)
Ceftazidima >2 >4 0,5-8 (5)
Meropenem >0.125 >8 0,03-16 (10)
Acido >16 n.d. 4-128 (6)
nalidixico
Ciprofloxacino >0,064 >1 0,015-8 (10)
Tetraciclina >8 n.d. 2-64 (6)
Colistina >2 >2 1-16 (5)
Gentamicina >2 >4 0,5-32 (7)
Trimetoprima >2 >4 0,25-32 (8)
Sulfametoxazol n.d. n.d. 8-1 024 (8)
Cloranfenicol >16 >8 8-128 (5)
Azitromicina n.d. n.d. 2-64 (6)
Tigeciclina >1€ >2 € 0,25-8 (6)

(a) Valores de corte epidemiolégico de EUCAST

(b) Valores criticos (entre resistencia y respuesta intermedia) de EUCAST

(c) Datos de EUCAST disponibles para Salmonella enteritidis, typhimurium, typhi y paratyphi
Nd: No disponible

Se utilizaran los métodos de diluciéon de acuerdo con los métodos descritos por el EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility) y el CLSI (Clinical and Laboratory
Standard Institute), aceptados como método de referencia internacional (norma ISO 20776-
1:2006). En cualquier caso, se describiran los métodos empleados, los antibidticos probados,
las gamas de concentraciones y los valores limites utilizados, los cuales se ajustaran en su
caso, a la Ultima revisién disponible y se acompafaran siempre de la referencia consultada.

La cuantificacion de los organismos del género Campylobacter debera efectuarse segin se
describe en la norma ISO/TS 10272-2. Los resultados se expresaran en ufc/g, utilizando en
paralelo técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa.

Debera procederse a la especiacién de todas las cepas de Campylobacter aisladas y
confirmadas, empleando para ello métodos fenotipicos como los descritos en la norma ISO
10272-1:2006 o métodos moleculares publicados, como son las técnicas de reaccidén en
cadena de la polimerasa. Debera indicarse el método utilizado.

Todas las cepas de Campylobacter se someteran a pruebas de resistencia antimicrobiana.
Conforme a la Decision 2013/652/UE, los antibiogramas abarcaran al menos los
antimicrobianos, los valores de corte epidemiol6gicos y la gama de concentraciones que se
detallan en la siguiente tabla:
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Umbrales interpretativos de resistencia Intervalos de
Antibiotico Especie antimicrobiana (mg/L) concen}raci_c’m (mg/L)
Valor de corte Valor critico (entre paréntesis, el nimero
epidemiolégicos (a) clinico (b) de pocillos)
. - C. jejuni >4 >4
Eritromicina C. col >8 >8 1-128 (8)
. . C. jejuni >0,5 >0,5
Ciprofloxacino C coli 05 505 0,12-16 (8)
. C. jejuni >1 >2
Tetraciclina C. col > >2 0,5-64 (8)
- C. jejuni >2 nd
Gentamicina C. ol > nd 0,12-16 (8)
e C. jejuni >16 nd )
Ac nalidixico C coli >16 nd 1-64 (7)
Estreptomicina | C. jejuni >4 nd )
(©) C. col >4 nd 0.25-16 (7)

(a) Valores de corte epidemiolégico de EUCAST
(b) Valores criticos (entre resistencia y respuesta intermedia) de EUCAST
(c) Opcional

Se utilizaran los métodos de dilucion de acuerdo con los métodos descritos por el EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility) y el CLSI (Clinical and Laboratory
Standard Institute), aceptados como método de referencia internacional (norma I1ISO 20776-
1:2006). En cualquier caso, se describiran los métodos empleados, los antibiéticos probados,
las gamas de concentraciones y los valores limites utilizados, los cuales se ajustaran en su
caso, a la Ultima revisién disponible y se acompafaran siempre de la referencia consultada.

Para calcular la proporcion de muestras que contienen Escherichia coli productora de
betalactamasas de espectro ampliado, betalactamasas AmpC o carbapenemasas, se aplicara
el método siguiente:

Comenzara con un paso de enriguecimiento previo, seguido de siembra en agar de
McConkey que contenga una cefalosporina de tercera generacién en la concentracion
selectiva indicada en la versiébn mas reciente del protocolo detallado de normalizacion del
laboratorio de referencia de la Unién Europea para la resistencia a los antibiéticos (National
Food Institute, Technical University of Denmark). La especie Escherichia coli se identificara
segln lo descrito en la norma ISO 16649, parte 1 6 2.

Se sometera a ensayo en paralelo otra placa que inhibe selectivamente el crecimiento de
Escherichia coli productora de betalactamasas AmpC para facilitar la deteccién especifica de
Escherichia coli productora de betalactamasas de espectro ampliado.

La deteccidon de microorganismos productores de carbapenemasas se hara mediante un
enriquecimiento selectivo previo y posterior siembra selectiva en un medio que contenga
carbapenem, segun lo indicado en la version mas reciente del protocolo detallado del
laboratorio de referencia de la Unién Europea para la resistencia a los antibiéticos.

Debera indicarse el método utilizado, los antibiéticos probados, las gamas de concentraciones
y los valores limites utilizados, los cuales se ajustaran en su caso, a la Ultima revision
disponible y se acompafaran siempre de la referencia consultada.

Una presunta cepa de Escherichia coli productora de betalactamasas de espectro ampliado,
de betalactamasas AmpC o de carbapenemasas obtenida de cada muestra positiva de carne
se sometera a antibiograma con el siguiente grupo de antibiéticos:
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Umbrales interpretativos de la resistencia (mg/L)

Intervalos de concentracion (mg/L)

Antibictico (entre paréntesis el n° de pocillos)
Valor de corte . -
. e Valor critico clinico (b)
epidemioldgico (a)
Ampicilina >8 >8 1-64 (7)
Cefotaxima >0.25 >2 0,25-4 (5)
Ceftazidima >0,5 >4 0,5-8 (5)
Meropenem >0.125 >8 0,03-16 (10)
Acido >16 n.d. 4-128 (6)
nalidixico
Ciprofloxacino >0.064 >1 0,015-8 (10)
Tetraciclina >8 n.d. 2-64 (6)
Colistina >2 >2 1-16 (5)
Gentamicina >2 >4 0,5-32 (7)
Trimetoprima >2 >4 0,25-32 (8)
Sulfametoxazol >64 n.d. 8-1 024 (8)
Cloranfenicol >16 >8 8-128 (5)
Azitromicina n.d. n.d. 2-64 (6)
Tigeciclina >1 >2 0,25-8 (6)

(c) Valores de corte epidemiolégico de EUCAST

(d) Valores criticos (entre resistencia y respuesta intermedia) de EUCAST

Nd: No disponible

Posteriormente se seguira estudiando conforme a lo indicado en el punto siguiente:

Método de caracterizacion y clasificacion adicionales de las cepas de Escherichia coli
resistentes a las cefalosporinas de tercera generacion o al meropenem

Toda presunta cepa de Escherichia coli productora de betalactamasas de espectro ampliado,
de betalactamasas AmpC o de carbapenemasas identificada mediante la siembra en el medio
selectivo antes descrito, asi como todas las cepas de Escherichia coli seleccionadas
aleatoriamente, que en el ensayo con el primer grupo de antibidticos citados han presentado
resistencia a la cefotaxima, la ceftazidima o el meropenem, seran objeto de un nuevo ensayo
con un segundo grupo de antibiéticos. Figuran en este grupo la cefoxitina, la cefepima y el
test de sinergia de clavulanato con cefotaxima y con ceftazidima para detectar la produccion
de betalactamasas de espectro ampliado y de betalactamasas AmpC. Ademas, el segundo
grupo también contiene imipenem, meropenem y ertapenem para la verificacion fenotipica de
presuntas productoras de carbapenemasas.

En cualquier caso, se describiran los métodos empleados, los antibiéticos probados, las
gamas de concentraciones y los valores limites utilizados, los cuales se ajustaran en su caso,
a la ultima revisién disponible y se acompafaran siempre de la referencia consultada.
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Umbrales interpretativos de la resistencia (mg/L)| Intervalos de concentracion
Antibiético (mg/L) (entre paréntesis el n° de
Yalor'de,clorte Valor critico clinico (b) pocillos)
epidemioldgico (a)
Cefoxitina >8 n.d. 0,5-64 (8)
Cefepima >0,125 >4 0,06-32 (10)
Cefotaxima+acido n.d. = n.d. 0,06-64 (11)
clavulanico*
Ceftazidimar+acido n.d. = n.d.= 0,125-128 (11)
clavulanico
Meropenem >0,125 >8 0,03-16 (10)
. n d *%
Temocilina h n.d.** 0,5-64 (8)
Imipenem 0.5 >8 0,12-16 (8)
Ertapenem >0,06 >1 0,015-2 (8)
Cefotaxima >0.25 >2 0,25-64 (9)
Ceftazidima 0.5 >4 0,25-128 (10)

(c) Valores de corte epidemiolégico de EUCAST
(d) Valores criticos (entre resistencia y respuesta intermedia) de EUCAST
Nd: No disponible
* 4 mg/L de acido clavulanico
** Los valores se compararan con los valores de cefotaxima y ceftazdima y se interpretaran con arreglo a las
directrices de CLSI o EUCAST relativas al test de sinergia

4.4.2. Recopilacion y comunicaciéon de datos

Se recogera la informacion que permita, en su caso, establecer las relaciones respecto a las
condiciones higiénico-sanitarias de las manipulaciones a que dichas productos se han
sometido y la cuantificacién de la carga bacteriana en funcion del origen de las mismas,
mediante el establecimiento de las asociaciones respecto al tipo de establecimiento
muestreado, tipo de producto, etc.

Los informes de ensayo incluiran, en su caso, el lote y la marca de sanitaria de la carne y/o la
marca de identificacion del envase (sello oval para carnes producidas en la Unién Europea),
la cual permite identificar a la empresa responsable de la elaboracién.

4.5. Disponibilidad de instalaciones de alta seguridad biol6gica

La empresa u organismo licitante proporcionara el correspondiente soporte técnico y cientifico
mediante la disponibilidad permanente para la Consejeria de Sanidad de las instalaciones
especiales de nivel 3 de seguridad bioldgica, en aquellos casos en los que el tipo de agente
zoonotico o las condiciones de su analisis asi lo exijan, o se estime conveniente por la
direccién de los trabajos.

5. APORTACION DE RECURSOS

La empresa u organismo adjudicatario correrd a cargo de todos los gastos necesarios
correspondientes para la planificacion del muestreo, toma de muestras (kilometraje, dietas,
adquisicion de muestra, material para toma de muestra, para transporte y conservacion de
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muestras, etc.), pruebas analiticas, destruccién de muestras y cepas, recopilaciéon de datos,
emision de resultados y elaboracién de informes.

Dispondra de recursos humanos suficientes, con la cualificacién y la experiencia adecuadas,
y de los equipos vy la infraestructura necesarios para poder llevar a cabo las actividades con
las suficientes garantias de calidad y en el tiempo necesario para que las mismas cumplan el
objeto perseguido.

En el caso de lo recursos humanos, el personal dependera exclusivamente del adjudicatario,
por cuanto éste tendrd todos los derechos y deberes inherentes a su calidad de patrono y
deberd cumplir las obligaciones vigentes en materia laboral, de Seguridad Social, de
Seguridad e Higiene en el Trabajo, asi como tributarias referidas al propio personal a su
cargo. Asi mismo, se compromete a la sustitucion de los citados trabajadores por otros
cualificados en caso de baja por IT, permisos, etc.

6. REMISION DE INFORMACION

La empresa u organismo adjudicatario remitird a la Subdireccion General de Higiene y
Seguridad Alimentaria de la Direccion General de Salud Publica la informacion derivada de
cuantas actividades se realicen, con una periodicidad trimestral y siempre que ésta lo solicite.

7. DIRECCION DE LOS TRABAJOS

Corresponde al titular de la Subdireccién General de Higiene y Seguridad Alimentaria.

Madrid, 3 de abril de 2017
LA SUBDIRECTORA GENERAL DE
HIGIENE Y SEGURIDAD ALIMENTARIA
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CUADRO RESUMEN ORIENTATIVO DEL NUMERO DE MUESTRAS Y DE PRUEBAS
ANALITICAS POR TIPO DE AGENTE ZOONOTICO OBJETO DE ANALISIS

NUmero de Namero de
muestras * prue,b_as
analiticas

Salmonella en cascara de huevos de gallina

Muestreo en minorista de huevos 140 700
Aislamiento de Salmonela en cascara de huevos 140 700
Identificacion de Salmonela en céscara de huevos 29 29
Serotipificacién de Salmonella en huevos 29 29
Antibiograma de Salmonella en huevos 29 29
Salmonellay Staphylococcus aureus resistente a la meticilina en carne de conejo

Muestreo en minorista de carne conejo 75 75
Preparacion de la muestra de carne de conejo 75 75
Aislamiento de Salmonella en carne de conejo 75 75
Identificacion de Salmonella en carne de conejo 3 3
Serotipificacion de Salmonella en carne de conejo 3 3
Antibiograma de Salmonella en carne de conejo 3 3
Aislamiento de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina en carne de conejo 75 75
Identificacion de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina en carne de conejo 6 6
Caracterizacion de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina spa en carne de conejo 6 6
Antibiograma Staphylococcus aureus resistente a la meticilina en carne de conejo 6 6

Salmonella, Yersinia, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y Escherichia coli productor de
enzimas betalactamasas de espectro ampliado y, betalactamasas AmpC y carbapenemasas en carnes de

cerdo
Muestreo en minorista de carne cerdo 60 60
Preparacion de la muestra de carne de cerdo 60 60
Aislamiento Salmonella en carne de cerdo 60 60
Identificacion de Salmonella en carne de cerdo 3 3
Serotipificacién de Salmonella en carne de cerdo 3 3
Antibiograma de Salmonella en carne de cerdo 3 3
Aislamiento Escherichia coli productor de enzimas betalactamasas de espectro ampliado y 60 60
betalactamasas AmpC en carne de cerdo (EURL-AR)
Aislamiento carbapenemasas en carne de cerdo (EURL-AR) 60 60
Confirmacién Escherichia coli productor de enzimas betalactamasas de espectro ampliado y 5 5
betalactamasas AmpC (reaccién en cadena de la polimerasa) en carne de cerdo
Confirmacion Escherichia coli productor de enzimas betalactamasas de espectro ampliado y

5 5
betalactamasas AmpC (panel 1y 2) en carne de cerdo
Confirmacién carbapenemasas (reaccion en cadena de la polimerasa) en carne de cerdo 2 2
Confirmacién carbapenemasas (panel 1y 2) en carne de cerdo 2 2
Aislamiento de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina en carne de cerdo 60 60
Identificacion de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina en carne de cerdo 3 3
Caracterizacion de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina SPA en carne de cerdo 3 3
Antibiograma Staphylococcus aureus resistente a la meticilina en carne de cerdo 3 3
Aislamiento de Yersinia en carne de cerdo 60 60
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Identificacion Yersinia en carne de cerdo 5 5
Biotipo Yersinia en carne de cerdo 5 5
Serotipo Yersinia en carne de cerdo 5 5
Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli productor de enzimas betalactamasas de espectro ampliado,
betalactamasas AmpC y carbanepemasas en carnes de pollo
Muestreo en minorista de carne pollo 75 75
Preparacion de la muestra de carne de pollo 75 75
Aislamiento Salmonella en carne de pollo 75 75
Identificaciéon de Salmonella en carne de pollo 2 2
Serotipificacion de Salmonella en carne de pollo 2 2
Antibiograma Salmonella en carne de pollo 2 2
Cuantificacion Campylobacter. coli/Campylobacter jejuni por reaccién en cadena de la polimerasa 75 75
en carne de pollo
Recuento medio cromogénico en carne de pollo 75 75
Identificacion Campylobacter carne de pollo recuento 75 75
Aislamiento de Campylobacter Bolton-CCDA en carne de pollo 75 75
Identificacion Campylobacter Bolton-CCDA en carne de pollo 15 15
Antibiograma Campylobacter en carne de pollo 15 15
Aislamiento Escherichia coli productor de enzimas betalactamasas de espectro ampliado y 75 75
betalactamasas AmpC en carne de pollo (EURL-AR)
Aislamiento carbapenemasas en carne de pollo (EURL-AR) 75 75
Confirmacion Escherichia coli productor de enzimas betalactamasas de espectro ampliado y 57 57
betalactamasas AmpC (reaccion en cadena de la polimerasa) en carne de pollo
Confirmacién Escherichia coli productor de enzimas betalactamasas de espectro ampliado y

57 57
betalactamasas AmpC (panel 1y 2) en carne de pollo
Confirmacion carbapenemasas (reaccion en cadena de la polimerasa) en carne de pollo 2 2
Confirmacion carbapenemasas (Panel 1y 2) en carne de pollo 2 2

* El nimero de muestras con presencia del agente zoonoético que requieren la realizacién de pruebas analiticas
complementarias, se ha estimado en base a la prevalencia y a la experiencia adquirida, teniendo en cuenta que, en
caso de que se obtengan resultados diferentes, el prestador del servicio procedera al correspondiente ajuste sin coste

afiadido.
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