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4 y 5 JUNIO 2024

INMUNOLOGÍA Y BIOQUÍMICA

ACTUALIZACIÓN DE ACTIVIDADES DE 
REFERENCIA 



DETERMINACIÓN 
DE 

ENTEROTOXINAS 
ESTAFILOCÓCICAS

a) Participación en los ensayos interlaboratorios comparados organizados por el EURL

Anses_LSAl_23_07_EURL_SE_2024: Detection of staphylococcal enterotoxins type SEA to SEE in food matrices
according to the Standard EN ISO 19020.



AÑO ORGANIZADOR
LABORATORIOS 
PARTICIPANTES

MATRIZ

2011 CNA GSC 12 Queso fresco 

2012 CNA GSC 15 Crema Queso Semicurado 

2013 CNA GSC 12 Queso curado

2014 CNA GSC 10 Queso semicurado

2015 CNA GSC 13 Queso marcaspone

2016 CNA GSC 12 Queso semicurado

2017 CNA GSC 12 Natillas

2018 CNA GSC 13 Helado de nata

2019 CNA GSC 15 Salsa Bechamel

2020 CNA QUALINOVA 16 Pollo cocido

2021 CNA GSC 16 Atún conserva

2022 CNA GSC 13 Queso curado

2023 CNA GSC 13 Queso curado

2024 CNA GSC ¿? ¿Qué será?

c) Organización de ejercicios de intercomparación



• 1un laboratorio reportó un falso negativo

• 2un laboratorio reportó un falso positivo y 3 laboratorios
reportaron falso negativo (dos de ellos por problemas con el kit del 
RIDAS)

Resultados de los ejercicios, 2019 - 2023



Paso Condiciones

Descongelación 3 ± 2 oC o 5 ± 3 oC / ≤ 24h

Difusión Tª ambiente, 30 – 60 min máximo

pH 3,5 - 4

Centrifugación
Confirmar pH 3 – 4,5, 

Si ≤ 3, volver a coger otra muestra

pH 7,4 – 7,6

Centrifugación
Confirmar pH 

Si > 9, volver a coger otra muestra

Concentración / Diálisis 3 ± 2oC o 5 ± 3oC

Recuperación 5 – 5,5 g

Lectura
VIDAS inmediato

RIDAS 48 h, si > 48h a -18 oC
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PARASITOLOGÍA Y TÉCNICAS ESPECIALES

ACTUALIZACIÓN DE ACTIVIDADES DE 
REFERENCIA



a) Participación en los ensayos interlaboratorios comparados organizados por el EURL

PT-01: Artificial digestion to detect Trichinella larvae in meat samples according to the Regulation EU

2020/1478 and Annex III Regulation EU 2015/1375

PT-03: Identification of Trichinella larvae at the species level by a molecular method

PT-04: Detection of Anisakidae L3 larvae in fish fillets

h) Tipificación especies de triquina (Regulation EU 2015/1375)



Cuatro (4) convocatorias de ejercicios de intercomparación llevadas a cabo en el año

2021 2022 2023 2024

Ronda 1 22 – 26 de febrero 7 – 11 de marzo 6 – 10 de marzo 4 – 13 de marzo

Ronda 2 24 – 28 de mayo 23 – 27 de mayo 22 – 26 de mayo 20 -29 de mayo

Ronda 3 4 – 8 de octubre 3 – 7 de octubre 25- 29 de septiembre 23 de sept 2 de oct.

Ronda 4 15 – 19 de noviembre 14 – 18 de noviembre 13 – 17 de noviembre 11 – 20 de noviembre

c) Ensayos de intercomparación para laboratorios satélites 
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Resultados de los ejercicios, 2021-2023
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• REGLAMENTO DE EJECUCIÓN (UE) 2015/1375 DE LA
COMISIÓN de 10 de agosto de 2015 por el que se establecen
normas específicas para los controles oficiales de la presencia
de triquinas en la carne
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IMPLEMENTACIÓN DE LA 
SECUENCIACIÓN MASIVA



APOYO EN LA INVESTIGACIÓN 

DE BROTES DE TRANSMISIÓN ALIMENTARIA

ESTUDIO DE RESISTENCIAS ANTIMICROBIANAS 

DECISIÓN EJECUCIÓN COMISIÓN 2020/1729/UE



• Directiva 2003/99/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 17 de noviembre de 2003, sobre la vigilancia de las 

zoonosis y los agentes zoonóticos

• Real Decreto 1940/2004, de 27 de septiembre, sobre la vigilancia de las zoonosis y los agentes zoonóticos. 

• Capítulo III. Art. 7. Resistencia a los antimicrobianos. …datos comparables sobre la aparición de resistencia a los 

antimicrobianos en agentes zoonóticos…

• Anexo II. Requisitos en materia de vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos con arreglo al artículo 7.

• Capítulo IV. Brotes de zoonosis. Art. 9. Investigación epidemiológica de los brotes de enfermedades transmitidas 

por los alimentos

• Anexo V. Capítulo I. Lista de laboratorios nacionales de referencia. c) Centro Nacional de Alimentación de la 

Agencia Española de Seguridad Alimentaria y Nutrición, para las zoonosis transmitidas por alimentos. 

• Anexo V. Capítulo II. Competencias y funciones de los laboratorios nacionales de referencia. d) Proporcionar 

asistencia técnica y científica a los laboratorios oficiales de las comunidades autónomas, en particular para 

la confirmación, tipificación y apoyo diagnóstico de los agentes zoonóticos. 



• DECISIÓN DE EJECUCIÓN (UE) 2013/652 DE LA COMISIÓN de 12 de noviembre de 2013, sobre la vigilancia y la 

notificación de la resistencia de las bacterias zoonóticas y comensales a los antibióticos

• DECISIÓN DE EJECUCIÓN (UE) 2020/1729 DE LA COMISIÓN de 17 de noviembre de 2020 relativa a la vigilancia y la 

notificación de la resistencia a los antimicrobianos de las bacterias zoonóticas y comensales y por la que se deroga la 

Decisión de Ejecución 2013/652/UE de la Comisión. 

• Anexo. Parte A. Punto 6. Método alternativo. 





Garantizar que los datos WGS notificados a la EFSA se obtengan de forma armonizada y comparable:

Muy importante

Asegurando el control de calidad de la secuencia
Usando los mismos criterios de control de calidad
Análisis armonizado del gen AMR
Utilizando los mismos métodos y configuraciones para el análisis
Informar datos adecuados





• La norma UNE-EN ISO 23418, 
especifica los requisitos mínimos 
para generar y analizar datos de 
secuenciación del genoma 
completo (WGS) de bacterias 
obtenidas de la cadena 
alimentaria.



ESTUDIO DE RESISTENCIAS ANTIMICROBIANAS

 DECISIÓN EJECUCIÓN COMISIÓN 2020/1729/UE

Desarrollo y 
difusión de las 
resistencias

Tendencias 
temporales en 
la ocurrencia y 
distribución de 
las resistencias

Identificación de 
comportamientos 
de resistencia 
emergentes o 
específicos

Proporcionar DATOS 

fiables y suficientes para 
llevar a cabo una 
evaluación del riesgo 
para evaluar la 
aprobación de 
intervenciones diana 





ISO 20776-1:2019 Parte 1: “Método de referencia para ensayo de la

actividad in vitro de agentes antimicrobianos frente a bacterias
aeróbicas de crecimiento rápido implicadas en enfermedades

infecciosas”.
Resultado de imagen de EPPENDORF DIBUJO

Protocolo para la secuenciación masiva del genoma
y análisis bioinformático de aislados bacterianos 
para la vigilancia europea de la resistencia a los 
antimicrobianos

EURL AR DTU FOOD

http://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwj---mbxuHjAhWHyIUKHSYEBN0QjRx6BAgBEAU&url=http://www.clker.com/clipart-eppendorf-gel-dey-mix.html&psig=AOvVaw0GaQpOlrwSUmNtnZ99vlj_&ust=1564744653991685




El EURL-AR recomienda utilizar ResFinder última versión

Para armonizar los datos de RAM notificados por diferentes laboratorios, es importante utilizar los 
ajustes definidos

EURL-AR recomienda ejecutar el análisis ResFinder en los archivos de ensamblaje de contigs (.fasta) 
usando configuraciones específicas

ResFinder se puede ejecutar como una herramienta web (CGE) o como instalación local (disponible en 
BitBucket)



• Trimming

• Formato del archivo

• fastq a fasta

• Contaminaciones

• KmerFinder para la determinación de la especie y checkear los parámetros de Calidad de la 
secuencia

• Assembly

• SPAdes última versión



Protocolo genérico: no hay un 
método que sirva para todos

Depende del laboratorio
Equipo
Rendimiento
Requisitos previos

Enlaces a protocolos

Actualizado continuamente



ESBL

AmpC CMY-2

CP – 

OXA -181

NMD-5

OXA-48



LABISOLCODE Reason zoonosis AMP AZI AMI GEN TGC TAZ FOT COL NAL TET TMP SMX CHL MERO CIP FOX ETP IMI MERO TAZ FEP

200202 AmpC E. coli

> 32 16 ≤ 4 ≤ 0.5 ≤ 0.25 2 > 4 ≤ 1 > 64 ≤ 2
≤ 

0.25 ≤ 8 ≤ 8 ≤ 0.03 0.25 8 ≤ 0.015 ≤ 0.12 ≤ 0.03 1 16 0.12/4

blaCTX-M-14

blaC

TX-

M-14

blaCTX

-M-14 gyrA (p.S83L)

gyrA 

(p.S83

L)

blaC

TX-

M-

14

blaCT

X-M-

14

200302 ESBL E. coli > 32 4 ≤ 4 ≤ 0.5 ≤ 0.25 > 8 > 4 ≤ 1 > 64 > 32 > 16 > 512 64 ≤ 0.03 0.25 8 ≤ 0.015 0.25 ≤ 0.03 32 1 0.12/4

blaTEM-1D, 

blaSHV-12 

blaS

HV-

12 

blaSH

V-12 gyrA (p.S83L)

tet(

A) dfrA1 sul3 cmlA1

gyrA 

(p.S83

L)

blaS

HV-

12 

blaSH

V-12 

200339 ESBL E. coli

> 32 4 8 ≤ 0.5 ≤ 0.25 1 > 4 ≤ 1 64 ≤ 2
≤ 

0.25 ≤ 8 ≤ 8 ≤ 0.03 0.25 4 ≤ 0.015 ≤ 0.12 ≤ 0.03 1 8 ≤ 0.06/4

blaCTX-M-1

blaC

TX-

M-1

blaCTX

-M-1 gyrA (p.S83L)

gyrA 

(p.S83

L)

blaC

TX-

M-1

blaCT

X-M-1

200462 ESBL AZM-R E. coli > 32 > 64 ≤ 4 ≤ 0.5 ≤ 0.25 0.5 > 4 ≤ 1 > 64 > 32 > 16 > 512 64 ≤ 0.03 > 8 4 ≤ 0.015 ≤ 0.12 ≤ 0.03 0.5 2 ≤ 0.06/4

blaTEM-1A, 

blaCTX-M-14

mef( 

C)-

mph(

G)

blaCTX

-M-14 gyrA (p.S83L), gyrA (p.D87N)

tet(

B)

dfrA1

2 sul3 cmlA1

gyrA 

(p.S83

L)

blaCT

X-M-

14

201009 AmpC E. coli

> 32 4 ≤ 4 > 16 ≤ 0.25 8 > 4 ≤ 1 > 64 ≤ 2
≤ 

0.25 ≤ 8 ≤ 8 ≤ 0.03 > 8 64 0.06 ≤ 0.12 ≤ 0.03 8 0.25

blaCMY-2 aac(3)-Iid

blaC

MY-2

blaCM

Y-2 gyrA (p.S83L), gyrA (p.D87N)

gyrA 

(p.S83

L)

blaC

MY-

2

blaC

MY-

2

(blaC

MY-2) blaCMY



APOYO EN LA INVESTIGACIÓN 

DE BROTES DE TRANSMISIÓN ALIMENTARIA

ESTUDIO DE RESISTENCIAS ANTIMICROBIANAS 

DECISIÓN EJECUCIÓN COMISIÓN 2020/1729/UE



Garantizar que los datos WGS notificados a la EFSA se obtengan de forma armonizada y comparable:

Muy importante

Asegurando el control de calidad de la secuencia
Usando los mismos criterios de control de calidad
Análisis armonizado
Utilizando los mismos métodos y configuraciones para el análisis
Informar datos adecuados





.





Fuente: EFSA, sept 2023. EFSA AND ECDC ONE HEALTH WGS SYSTEM. Science Meet Policy.

Contribuciones de los EM /evolución del sistema



Fuente: EFSA, sept 2023. EFSA AND ECDC ONE HEALTH WGS SYSTEM. Science Meet Policy.

63%

Contribuciones país / especie



MUCHAS 

GRACIAS
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