CONTAMINACION MICROBIOLOGICA EN LA
PRODUCCION PRIMARIA AGRICOLA

Interpretacion de resultados de analisis microbiologicos
Preparacion de las muestras para envio a laboratorio
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Higiene de la Produccion Primaria
Agricola
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ASPECTOS MICROBIOLOGICOS
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Alemania (2011)
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With at least 40 dead ad thousands sickened in moee than a dozen nations, food
investigation methods are once again undndnumaw

2.971 gastroenteritis
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E. coli productor de verotoxina VT2, enteroagregativo y del serotipo 0104:H4

La “Crisis del
pepino”
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EL RIESGO DE QUE
VUELVA A OCURRIR, Y
EN NUESTRO PAIS...
¢ ES REAL?
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RAZON N22
Cambio de patron en la alimentacion

| 1 SUPER germinados
QUE DEBERIAS PROBAR
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RAZON N23

DEMOSTRADA LA COEXISTENCIA DE CEPAS y GENES DE VIRULENCIA DIFERENTES EN EL

MISMO ALIMENTO

VT2 ECEA
0104:H4
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SUH Muertes

Brotes por ECVT 0157 y no 0157 a nivel mundial (2100casos)

Via de transmision

Referencia

Michino et al. 1999;

A. Herrera, 2015
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1996 12.680 | 121 12 Brotes de Rabano lapdn 0157:H7 |Fukushima etal. 1399;
Al i
2011 | 3.816 (245 | 54 [Semillas/brotes de fenogreco Fr::;:'a 010444 |Blanco, 2012
2000 2 200 27 7 Azlz de behida Canada 0157:H7 Hrudﬂx g‘m 2003
2012 1.642 | - - Rabano, (kimchi) Corea 0169  |Hu efal 2013
1555 =1.000 | 11 2 Agua de pozo EE.UU. 0157:H7 |Charatan, 1959
Came de vacuno, contaminacidn
) Archer, personal
2000 738 4 1 cruzada con otros alimentos EE.UU. 0157:H7 -
) communication
(Sizzler)
Bell et al. 1994; Brandt ef al.
1992-1993| =700 | 37 3 Hamburguer (Jack in the Box) EE.UU. 0157:H7 |1994; Davis, 1994;Tuttle et al.
1559
1995 633 2 0 Agua de grifo Escocia 0157:H7 |lones efal. 1996
1991 521 22 2 Came picada Canada 0157:H7 |Orretal.1994
15956-1557 | 512 17 Came Escocia 0157:H7 |Cowden efal. 2001
1556 503 34 20 Came Escocia 0157:H7 |Pennington, 1958
) Oklahoma State Deptof
2008 341 25 1 Comida de restaurante EE.UU. O111:HNM
Health, 2009
19597 332 1 0 Comida de restaurante Reino Unido| 0157:H7 |Andnimo, 1937
1999 329 Came de vacuno EE.UU. 0157:H7 f;;;‘}' de Salud de lllinois,
1930 243 2 4 Agua de pozo EE.UU. 0157:H7 |Swerdlow et afl. 1992
1991 234 Desconocido landn Q11 H.  Banatyala st gl 1996
2004 213 Sidra no pasteurizada EE.UU. 0111 |Vojdani et al. 2008
Salchichas (Catering d o
2000 | »200 | 6 o |c@lchichas (Cateringde un Espafia 0157:H7 |Muniesa et al. 2003
colegio)
. National Institute of
2011 181 - 0 Came cruda lapdn 0111 ; .
Infectius Diseases, Japan
1999 159 Animales-Zoo Canada 0157:H7 |Warshawsky ef al. 2002
2005 157 2 1 Came Reino Unido| 0157:H7 |Salmon, 2005
1938 157 4 Agua de grifo EE.UU. 0157:H7 |Olsen etal. 2002
1993 143 6 0 Salami Canada 0157:H7 |MacDonald et al. 2004
2007 135 - 0 Queso pasteurizado EE.UU. 026 CDC, 2013a
— S——
1556 131 0 0 Ensaladas lapon OlitHz Hashimot efal. 1999
T I e O TR S o, |
1999 127 | 14 2 d EE.UU. 0157H7 | TR ’
Agua de pozo Dept of Health, 2000
2005 120 7 0 Lechuga Suecia 0157:H7 [Soderstrom et al. 2005
15955 114 3 TEche pasteunzana Remounigo| OLa7H7 | Gon etral 2002
1955-1956 | 110 29 [1] []£5c0n0ci do Suecia O157:H7 |Fiese M 1956
2002 109 0 2 Ensaladas Canada 0157:H7 |Bolducetal. 2004
1997 108 4 0 Brotes de alfalfa EE.UU. 0157:H7 [Como-Sabetti et al. 1997
== — =
2004 108 15 Animales-Zoo EE.UU. 0157:H7 |Davies et al. 2005
2004 107 0 0 Came lapdn O111:HNM |Kato ef al . 2005
2000 102 Agua de bebida EE.UU. 0111  |Lee etal. 2002
2000 102 Agua de riego EE.UU. 0157:H7 |Lee et al. 2002
1994 =100 | 9 1 Leche pasteurizada Escocia 0157:H7 |Upton efal. 1954
1984 | 100 0 Desconocido lapdn 0145:H- |lohnson ef al. 1996




ESCALA DE RIESGO

Probabilidad de
entrada del
patogeno en la

VENTA DIRECTA

cadena
alimentaria

Frobucto B8

PRODUCTO ELABORADO SIN
TTO. TERMICO

PRODUCTO ELABORADO

VENTA NO CON TTO. TERMICO
DIRECTA

ammp TN

*  MINISTERIO QTﬂL
O@-—C DE AGRICULTURA, PESCA N
= Y ALIMENTACION IO 124




IMPORTANCIA

MINISTERIO ce'ﬂL
DE AGRICULTURA, PESCA 2

Y ALIMENTACION oL




IMPORTANCIA

1. PREVENCION

2. Estar PREPARADQOS para enfrentarnos a una crisis

Informacion constante y actualizada sobre el estado y la
calidad higiénica sanitaria de nuestros productos
agrl'colas

CEPAS
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RECALL

RUSA

OCEANO
ATLANTICO
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INICIAL — CONTRADICTORIO - DIRIMENTE

300 g
‘5 100g
Dirimente
g o
Dirimente

Dirimente
Dirimente

100 g

Dirimente >
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ONDRADICTORIO - DIRIMENTE

Dirimente >

Dirimente >
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ENVIO AL LABORATORIO

INTRODUCIR EN BOLSA ESTERIL CON
AUTOCIERRE

= 7 "~

IDENTIFICAR MUESTRA

| INTRODUCIR BOLSA EN NEVERA (boca hacia
arriba y con refrigerantes). CONTINUAR CON
SIGUIENTE MUESTRA (cambio de guantes)

ANOTAR EN ACTA CUALQUIER INCIDENCIA

ENVIAR AL LABORATORIO (Incluyendo el
ACTA sin datos del productor) (<24h)
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ENVIO AL LABORATORIO

NEVERAS

REFRIGERACION
(2-8 2C)

OJO EN VERANO
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CADENA DE FRIO

"
’—QQQ

*§l>.° MINISTERIO
)-1> DE AGRICULTURA, PESCA
= Y ALIMENTACION

168




MUESTREO-PRODUCTO VEGETAL

y/

KOS 4
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MUESTREO-BROTES

+48 horas del inicio
ECVT y Salmonella | ‘ de la germinacion

(En germinacion)
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MUESTREO-BROTES

Producto

Listeria m. ,
terminado
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MUESTREO-AGUA

BIOCIDAS

] Material vegetal [[] Mo contiene biocidas
[] Agua de riego = {

Para analisis microbioldgico

detallado [ Suelo [[] Contiene biocidas: ...,
] Otra: [[] No neutralizados
O Meutralizados
COM e

MAPAMA - ANEXO Il MODELO ACTATOMA DE MUESTRAS
PNT EXPLOTACIONES 2018

Neutralizacion

=) Tiosulfato sodico
Cl
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MUESTREO-AGUA

éComo tiene que llegar el ACTA?

] Material vegetal XND contiene biocidas
Para analisis microbioldgico Xr’-".gua de riego > {
detallado ] Suelo [[] Contiene biocidas: ...
[] Otra: [[] No neutralizados
O Neutralizados

[] Material vegetal [[] Mo contiene biocidas
Para analisis microbioldgico XAQUE de riego >
0 suel c — Cloro
detallado uelo ontiene biocidas: ...
[] Otra: [[] No neutralizados
Meutralizados
. tiosulfato de sodio X




MUESTREO-AGUA

éComo tiene que llegar el ACTA?

[] Material vegetal [C] No contiene biocidas
Para analisis microbioldgico x#.gua de riego >
detallado ] Suelo X{Zunﬁene biocidas: ...
[] Otra: XNO neutralizados
O Neutralizados
COM: oo
[] Material vegetal [[] Mo contiene biocidas
Para analisis microbioldgico XAQUE de riego >
detallado [] Suelo [[] Contiene biocidas: ... ..o
[] Otra: [[] No neutralizados
O Neutralizados
COM e

-~
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RECEPCION EN LABORATORIO

Revision de la integridad de la neveray de la
temperatura de refrigeracion

Se ooy | o N W W

Apertura y revision de relacion del ACTA con
Precintos

Registro de muestras y datos del ACTA
(NUNCA DEL PRODUCTOR)

Apertura de muestras

Procesado de las muestras

|
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INFORME-DATOS

Centro T
Calle Mo
Tel.: +34 982 815 887

TNTOTIVIT 1=

|

Solicitante

Empresa:

Fecha Recepcion:

Cédigo de la Muestra:
Descripcion de la Muestra: Fecha Inicio Analisis: Sel |O E N AC y n l:l m e ro
et de acreditacién

Otros Datos:

Ensayo Procedimiento Resultado Limite legislacion
Deleccidny reclienta de Excherichia coll EN/ISO 16649-2:2001 <10 ufc/g
B-glucuronidasa positivo Vs .
igacion de Listeria Procedimit interno AUSENCIA en 25 N u mero I nte rnO
mediante inmunofluorescencia (ELFA) CETAL-PNT-E/001 g :
de informe

Observaciones:

*Informacién aportada por el cliente

Datos del clientd (Nombre, contacto, etc.)

Cadigo interno del laboratprio/Cédigo original .
Matriz, punto de recole¢cion CETAL = Inmediatamente

ACTA, PRECINTO, BIOCIDAS Fecha fin del ultimo analisis

Fdo.>Alexandra Herrera Estévez
-

escrito de la Direccién delCETAL

Este documento es propiedod exclusiva del CETAL Quedo prohibida su én totel o porcial sir
Los resultados de este informe sdlo afectan a las muestras sometidas a ensayo

Péginalde 1
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/ CETAL- PG510/01.F01
Revision n2 02

a
- QTnL INFORME DE ENSAYO E SAVO‘SJ AR

N° 1268/LE2408

Centro Tecnoldgico Agroalimentario de Lugo
Calle Montirén 154, 27002 Lugo
INFORME Ne: 2207

Tel.: +34 982 815 887

(

Solicitante

Contacto: Carles Chico Clua

Empresa: CCAA CATALUNA.DEP.D’AGRICULTURA,RAMADERIA,PESCA |
cchico@gencat.cat

Avda. Rovira Roure, 191
25198 Lleida (Lleida)

Cédigo de la Muestra: 18/00609 Cod. Externo: EAI/LL/33/49/18/11 Fecha Recepcion: 19/09/2018

CONTROL OFICIAL, Melocotén (Paraguayo). *Producto Fecha Inicio Analisis:  19/09/2018
recolectado, en camara, listo para consumo

Descripcion de la Muestra:

Fecha Fin Analisis: 21/09/2018

Otros Datos: ACTA: EAI/LL/33/49/18/1, PRECINTO: 000623

Ensayo Procedimiento Resultado Limite legislacion
Deteccion v recuent? _de Escherichia coli EN/ISO 16649-2:2001 <10 ufc/g
B-glucuronidasa positivo
Investigacion de Listeria monocytogenes Procedimiento interno
diante i fl encia (ELFA) CETAL-PNT-E/001 AUSENCUven: 252

Observaciones:

*Informacién aportada por el cliente

Lugo a 21 de septiembre.de 2018

*

\NENTARIG
&

- X

Fdo.»Alexandra Herrera Estévez o
3

Este documento es propiedad exclusivo delCETAL Queda prohibida su reproduccion total o parciol sin el consentimiento por escrito de la Direccién delCETAL e |
(=]
% g |
)

Los resultados de este informe solo afectan a las muestras sometidas a ensayo

<&
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INFORME-ENSAYOS

Centro T
Calle Mo

Tel.: 434 982 815 887 TNFORIVIT V= T

Empresa:

Cédigo de la Muestra: Fecha
Fecha

Descripcion de la Muestra:

Otros Datos: Fecha

ultado

[ iony de ichia coli
B-glucuronidasa positivo

<10 ufc/g

de Listeria
mediante inmunofluorescencia (ELFA)

AUSENCIA en 25 ¢

Observaciones:

*Informacién aportada por el cliente

7 W,-‘ able fle Unidad
NGB

Fdo.>Alexandra Herrera Estévez

Este documento es propiedod exclusiva del CETAL Queda prohibida su reproduccion total o porcial sin el consentimiento por escrito de io Direccidn delCETAL
Los resultados de este informe solo afectan a las muestras sometidas a ensayo

Pagina 1de 1

*  MINISTERIO
” DE AGRICULTURA, PESCA
Y ALIMENTACION

WOLOCICH
P N

<&




Equivalencia de procedimientos
| Perdmeto  Norma dereferencia

ECVT/STEC BE)  CEN/ISO TS 13136

Salmonella spp. @&  EN/ISO 6579

Listeria monocytogenes # EN/ISO 11290

E. coli B-glucoronidasa positiva # ISO 16649

-

INFORME DE VALIDACION
«Los resultados de ésta validacion concluyen que el método alternativo aporta garantias equivalentes al
método de referencia» I
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4 INFORME-VALIDACION DE LOS

Centro T
Calle Mo}

- RESULTADOS

Fecha Recepcion:

Cédigo de la Muestra:
Descripcion de la Muestra: Fecha Inicio Analisis:

Otros Datos: Fecha Fin Analisis:

Ensayo Procedimiento Resultado Limite legislacion
Deteccién v recuent? dz Escherichia coli EN/ISO 16649-2:2001 <10ufc/g
B-glucuronidasa positivo
6n de Listeria Procedimi interno
1A
mediante inmunofiuorescencia (ELFA) CETAL-PNT-E/001 AUSENCIA S0

Observaciones:

*Informacién aportada por el cliente

Firma y Fecha de emision del
informe

Letra pequeiia

Lugo a 21 de septiemb},de 2018
— able fle Unidad

Fdo. Ale;zand_!a Herrera Estévez

Este documento es propiedod exclusiva del CETAL Quedo prohibido su reproduccidn total o porcial sin el consentimiento por escrito de ia Direccién delCETAL
Los resultados de este informe sdlo afectan a las muestras sometidas a ensayo

Péginalde 1
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INFORME-RESULTADOS

Centro T
Calle Mo
Tel.: 434 982 815 887 TPFORWIETST T
Solicitante
Empresa:
Cédigo de la Muestra: Fecha Recepcion:
Descripcion de la Muestra: Fecha Inicio Analisis:
Otros Datos: Fecha Fin Analisis:
Ensayo Resultado Limite legislacion
[ iény de ichia coli Y
B-glucuronidasa positi EN/ISO 16649-2:2001 <10 ufc/g
igacion de Listeria Procedimi interno
mediante inmunofluorescencia (ELFA) CETAL-PNT-E/001 AUSENGIAenZ>g
Observaciones:

*Informacién aportada por el cliente

; “Res pgasable fle Unidad
W

Fdo.>Alexandra Herrera Estévez

Este documento es propiedod exclusiva del CETAL Queda prohibida su reproduccion total o porcial sin el consentimiento por escrito de io Direccidn delCETAL
Los resultados de este informe solo afectan a las muestras somelidas a ensayo

Pégina1de 1

< DE AGRICULTURA, PESCA
é Y ALIMENTACION




PARAMETROS

Escherichia coli

B-glucoronidasa » RECUENTO » Porcidn de muestra (25 g /100 ml)
positivo
(E. coli no patogénico)

Salmonella spp. » PRESENCIA/AUSENCIA » Porcién de muestra (25 g/100 ml)

STEC » PRESENCIA/AUSENCIA » Porcion de muestra (25 g/100 ml)

L. monocytogenes » RECUENTO » Porcién de muestra (25 g/100 ml)
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Escherichia coli “no patogénico”

MICROORGANISMO INDICADOR
Su presencia en un alimento indica |la posible presencia simultanea
de microorganismos patogenos ecologicamente relacionados.

Presencia: posible presencia de patdégenos de procedencia entérica
(entre ellos, Salmonella) en el agua y los alimentos.
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Escherichia coli B-glucoronidasa positivo (E. coli no patogénico)

AUSENCIA DE B o
CRECIMIENTO < XX ufc/ g (XX en funcién de la dilucidn)

CRECIMIENTO XX ufc / g (XX en funcién de la dilucidn)

NUNCA
CERO ufc/g

|~
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¢ POR QUE?

Ausencia de
crecimiento

<10 ufc de E.
coli/gr de
alimento

-

B

- o b
VAN .,‘3‘-.%
21K
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¢ POR QUE?

Ausencia de
crecimiento

# <1 ufc de E.

coli/100 ml
] de agua

Sin diluir

|~
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PREGUNTA...

Ce,
{/)
%
5
&
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ADEMAS...

m Muestras+ para el aislamiento de ECVT con recuentos >100 E. coli/g

m Muestras+ para el aislamiento de ECVT con recuentos <100 E. coli/g

Carne de vacuno Carne de cerdo Pechugas de pollo  Productos agricolas  Productos lacteos Carnes de
importacion

A. HERRERA 2015: “La mayoria de las muestras carnicas y productos vegetales
portadoras de ECVT presentaron recuentos aceptables (<100 ufc/g), de acuerdo con la
legislacion (Reglamento CE N2 2073/2005, y posteriores modificaciones)”

- ﬁ MINISTERIO
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POR LO TANTO...

“Recuentos bajos de E. coli por gramo no aseguran
la AUSENCIA de cepas patogenas. La mayoria de las
muestras carnicas y productos vegetales portadoras
de algun patotipo de E. coli diarreagénico
presentaron recuentos aceptables (<100 ufc/g), de
acuerdo con la legislacion (Reglamento CE N2
2073/2005, y posteriores modificaciones)”

A. Herrera, 2015

INISTERIO
E AGRICULTURA, PESCA
ALIMENTACION




RECUENTOS
Expresion de resultados (ISO)

» Entre 1-3 colonias Microorganismo presente a un
nivel inferior a 4/d

Presente a un nivel inferior a 40 ufc/g » 101

Presente a un nivel inferior a 400 ufc/g» 10-2

INISTERIO e'ﬂl
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RECUENTOS
Expresion de resultados (ISO)

» Entre 4-9 colonias » NE= Numero estimado

Numero estimado 60 ufc/g » 101

Numero estimado 600 ufc/g » 10-2

s 4_ ~_. o '//-\ X
“gn o ® MINISTERIO QT"L
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RECUENTOS
Expresion de resultados (ISO)

» >9 colonias » N2 de colonias * factor de dilucidon

1,5E+02 (150 ufc/g) » 101

1,5E+03 (1500 ufc/g) » 102

“gi *  MINISTERIO QTﬂL
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L. monocytogenes

AUSENCIA DE

< XX/ g (XX en funcion de la dilucién)

CRECIMIENTO

CONFIRMACION

CRECIMIENTO

XX/ g (XX en funcién de la dilucion)

IMPORTANTE LA CONCENTRACION
(>100 ufc/g)

Salmonella spp.

Ausencia del patdogeno en la porcidn de muestra analizada

NEGATIVO

POSITIVO

Ve N Presencia del patégeno en la porcidn de muestra analizada

= * MINISTERIO
) DE AGRICULTURA, PESCA
Y ALIMENTACION




STEC

NEGATIVO (a las toxinas)

POSITIVO (a las toxinas)

Ausencia del patdégeno en la porcion de muestra analizada

Presencia del patdgeno en la porcion de muestra analizada

VT1y/o VT2

eae

Serogrupos 0157, 026, 0111, 0103y 0145

No se ha conseguido
aislar la cepa

PRESENCIA PRESUNTIVA [de STEC en la porcion analizada

PRESENCIA|PRESUNTIVA|de STEC|potenciaImente patogeno
humanos en 25 g 0 25 ml la porcidn analizada

PRESENCIA PRESUNTIVA |de STECJaltamente patégeno para
humanos en la porcion analizada

para

* * MINISTERIO
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STEC

POSITIVO (a las toxinas) Presencia del patdgeno en la porcion de muestra analizada

VNEEPNAORERERR O MEHN  Ausencia del patogeno en la porcidn de muestra analizada

VT1y/o VT2 eae Serogrupos 0157, 026, 0111, 0103y 0145

PRESENCIA ([de STEC en la porcidon analizada

Si se ha conseguido PRESENCIA (i:le STEC potencialmente[patdgeno para humanos en la
aislar la cepa i porcion analizada

PRESENCIA de STEC|altamente patdgeno para humanos la porcion
analizada

TFL=2.0 MINISTERIO g
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Ante la duda....

Laboratorio de Control Oficial

Laboratorio Nacional de Referencia-LSA-CETAL
+34 982815887 - Ext. 111
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Alexandra Herrera
aherrera@cetal.es
+34 982815887 - Ext. 111
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