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MICROBIOLOGÍA ALIMENTARIA



Referencias del Servicio de Microbiología 
Alimentaria I

• Salmonella en alimentos

• Listeria monocytogenes en alimentos

• Campylobacter en alimentos

• Escherichia coli en alimentos, incluida E.coli verotoxigénica (STEC)

• Estafilococos coagulasa positivos en alimentos

• Virus transmitidos por alimentos



Listeriosis
L.monocytogenes: Criterio de seguridad 
recogido en el Reglamento 2073/2005

Directiva 2003/99/CE sobre la vigilancia 
de las zoonosis y los agentes zoonóticos 
Sistema de control y recogida información de zoonosis 
de la UE

• ANEXO I: Listado A (Zoonosis y agentes zoonóticos 
que deben ser objeto de vigilancia)



Informe EFSA/ECDC zoonosis 2022 
(Publicado 12/12/2023): 

“The European Union ONE Health 
2022 Zoonoses Report”

https://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/pub/8442 

https://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/pub/8442


• Listeriosis fue la quinta zoonosis por casos notificados

• La  enfermedad zoonótica más severa junto con la infección por virus del Nilo





• Tasa de letalidad alta (18,1 %), superior a 2021 (13,7 %) y 2020 (13,0 %).
• La mayoría en personas mayores de 64 años (59,8 % muertes en el grupo de 65 - 84 años y el 24,3 

% en el grupo > 84 años)

• Aumento del nº casos respecto a 2021 (+15,8 % por brotes en algunos países) pero la 
tendencia general de la listeriosis se considera estable, ningún aumento o disminución 
significativa entre 2018 y 2022.



Datos de España (Informe EFSA/ECDC 2022)



Muestras Control Oficial UE

312.849 muestras analizadas

Mayor % de resultados positivos que en distribución. 

Mayor % de resultados positivos en: 

- Pescado (2,6 %)
- Productos derivados de pescado (2,5 %)

- Productos de origen cárnico distintos a embutidos fermentados (2,5 %)

% Resultados positivos raro (0,1 %) a muy bajo (0,1 % - 1,0 %) en 9 de las 
10 categorías de alimentos listos para consumo 

Mayor % de resultados positivos en pescado (2,3 %)

Producción

Distribución



PROPORCIÓN DE RESULTADOS POSITIVOS EN PRODUCCIÓN Y DISTRIBUCIÓN

Para todas las categorías de 
alimentos listos para el consumo, el 
% de muestras en distribución que 
excedieron el límite de 100 ufc/g fue 
de raro a muy bajo (0 % a 0,30 %)



Paneles virtuales

https://www.efsa.europa.eu/en/microstrategy/FBO-dashboard 

https://www.efsa.europa.eu/en/microstrategy/FBO-dashboard


Listeria monocytogenes story map (arcgis.com)

▪ ¿Qué es Listeria?
▪ Causas
▪ ¿Cómo se produce la infección?
▪ ¿Cómo prevenirlo?
▪ Prevalencia en 2022
▪ Controles que se realizan en la UE y el 

papel de EFSA

https://storymaps.arcgis.com/stories/629e6627e6c64111bfd5b9257473c74a


LABORATORIO DE REFERENCIA DE LA UE

• ANSES (Agencia Francesa de Seguridad Alimentaria, Medio 
Ambiente y Seguridad en el Trabajo) designado LR-UE para 
L.monocytogenes en mayo de 2006.

• Objetivo: proporcionar métodos de alta calidad y garantizar la competencia de los LNRs 
para L.monocytogenes mediante orientación y proyectos de evaluación y mejora de los 
métodos de análisis (Reglamento 2017/625, Art. 94: Responsabilidades y tareas LR-UEs).



Actualización actividades del LR-UE/LNRs

1) Revisión del documento guía del LR-UE para muestreo en áreas de procesado

2) Guía para la implementación de la Norma ISO 19036 para estimación de la 
incertidumbre de medida asociada al recuento de bacterias

➢Publicación de valores de incertidumbre de la matriz

➢Publicación del documento “Questions and answers”

3) Mejora de la etapa de pre-enriquecimiento para la detección de 
L.monocytogenes (ISO 11290-1)

4) Mejora de la sensibilidad del recuento de L.monocytogenes a niveles bajos de 
contaminación (ISO 11290-2)



1) Revisión del documento guía del LR-UE para 
muestreo en áreas de procesado

Objetivos: 
• Adaptar la información a las nuevas versiones 

publicadas de las ISO 11290 (partes 1 y 2) e ISO 
18593.

• Proporcionar nuevas herramientas de ayuda.

Tutorials for the implementation of sampling techniques | EURL 
(anses.fr)

Realizado por un Grupo de Trabajo con LNRs voluntarios, Autoridades Competentes 
y Centros Técnicos.

Importancia por la contaminación de alimentos 
listos para el consumo en áreas de procesado

https://sitesv2.anses.fr/en/minisite/listeria-monocytogenes/tutorials-implementation-sampling-techniques
https://sitesv2.anses.fr/en/minisite/listeria-monocytogenes/tutorials-implementation-sampling-techniques


Documento guía publicado el 3 de octubre de 2023 
y enviado a los LNRs el 17 de octubre de 2023.

El CNA envió el documento a la red de Laboratorios 
de Control Oficial en la Comunicación Nº 711.  



2) Guía para la implementación de la Norma ISO 19036 
(estimación incertidumbre de medida en recuentos) 

• Elaborada por los LR-UEs de Campylobacter, Estafilococos coagulasa 
positivos y  L.monocytogenes.

• Publicada en Junio de 2022.

• Objetivo: ayudar a los laboratorios en la implementación de la 
Norma ISO 19036.

• Proporciona criterios para evaluar valores aceptables de MU, en 
especial para laboratorios que realizan Control Oficial.



Principales componentes de la incertidumbre:

• Incertidumbre técnica (utec)

• Incertidumbre de la matriz (umatriz)

• Incertidumbre de la distribución (uPoisson)

• Incertidumbre de la confirmación (uconf) (para métodos de recuento de 
colonias con confirmación)



PUBLICACIÓN DE VALORES DE INCERTIDUMBRE DE LA MATRIZ

umatriz : incertidumbre que resulta del grado en el que la porción de ensayo no es 
verdaderamente representativa de la muestra de laboratorio.

▪ Valor fijo: para muestras homogéneas o bien mezcladas.
▪ Valor calculado experimentalmente: análisis de múltiples porciones de ensayo 

en condiciones de repetibilidad.
▪ Valor conocido: incertidumbre de la matriz calculada previamente.

                                      



• 12 LNRs participaron en el estudio. 

• Se obtuvieron datos de incertidumbre de la matriz (umatriz) para 31 matrices 
de 20 tipos de alimentos y 11 categorías diferentes.

• Los datos obtenidos pueden ser usados por cualquier laboratorio.

• Base de datos publicadas en las páginas web de los tres LR-UEs 
(L.monocytogenes, Campylobacter y Estafilococos coagulasa positivo).

• Junio 2023: Propuesta del Comité ISO/TC 34/SC 9 para crear una base de 
datos común incluyendo los datos obtenidos en este estudio.

ESTUDIO COLABORATIVO PARA OBTENER VALORES DE 
INCERTIDUMBRE DE LA MATRIZ



Matrix uncertainty EURL database (anses.fr)

https://survey.anses.fr/SurveyServer/s/food_safety/eurls-campy_cps_lm-MaU_database/eurls-campy_cps_lm-database.htm






PUBLICACIÓN DEL DOCUMENTO “QUESTIONS AND ANSWERS”

• Documento elaborado por los tres LR-UEs y 
publicado en Marzo 2024. 

• Lista de preguntas y respuestas recogidas por 
los LR-UEs con el objeto de ayudar en la 
implementación de la Norma ISO 19036.

• Enviado por el CNA a los LCOs el 12 de abril 
de 2024 con la Comunicación Nº 730.



3) Mejora de la etapa de pre-enriquecimiento para la 
detección de L.monocytogenes (ISO 11290-1)

• ISO/TC 34/SC 9 WG 32 (L.monocytogenes y Listeria spp.). 

• Grupo de trabajo del LR-UE/LNRs para trabajar en una posible mejora del 
paso de pre-enriquecimiento de la ISO 11290-1.

• Selección de diferentes caldos alternativos para una posible sustitución 
del caldo de enriquecimiento primario actual (Half-Fraser).

• Dos aspectos importantes a tener en cuenta:

➢ Armonización de los métodos de referencia.

➢ Importancia de la presencia de otras especies de Listeria como 
indicadoras de la presencia de L.monocytogenes.



DIFERENTES CALDOS ALTERNATIVOS SELECCIONADOS:

 1) Caldos procedentes de métodos de referencia: 
• BLEB (Método FDA BAM) 
• UVM1 (Método MFLP-01)

 2) Caldos comerciales propuestos por proveedores: 
• LESS + (Neogen) 
• LSB (Bio-Rad)
• 24LEB (ThermoFisher)

 3) Modificaciones del caldo Half-Fraser: 
• Dupont (2010) y Bannenberg et al. (2021)



• Pre-estudio con muestras natural y artificialmente contaminadas.

• Participantes podían realizar el análisis con alguno de los caldos 
alternativos, no era obligatorio participar con todos los caldos.

• Método ISO en paralelo.

• Análisis hasta febrero 2024.

• Determinación del LOD relativo con los datos obtenidos.

• Estudio interlaboratorio de validación en 2025.



• Importancia de la mejora de las técnicas de recuento de 
L.monocytogenes.

• Esencial para proporcionar datos fiables: epidemiología, evaluación 
del riesgo, análisis de rutina o programas de vigilancia en plantas de 
procesado. 

• Alimentos habitualmente contaminados a niveles bajos.

•  Gran desafío determinar estos niveles: Límite cuantificación ISO 
11290-2 es 10 ufc/g.

3) Mejora de la sensibilidad del recuento de L.monocytogenes 
a niveles bajos de contaminación (ISO 11290-2)



Proyecto LR-UE/LNRs para 
mejorar de la sensibilidad del 
recuento de L.monocytogenes 

Dos métodos a estudiar 
basados en el método ISO

French Sectorial Standard NF 
V 45-009

Método LNR de Noruega

Comparación con el método 
ISO 11290-2

8 Laboratorios Nacionales de 
Referencia participantes
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Métodos a estudio

1) FRENCH SECTORIAL STANDARD NF V45-009:

✓ Desarrollado por el sector de pescados 
ahumados de Francia.

✓ Basado en la ISO 11290-2.
✓ 10 ml de la dilución 1/10 mediante siembra 

en profundidad en placas de  140 mm de 
ALOA.

✓ LOQ: 1 ufc/g.



2) MÉTODO DEL LNR DE NORUEGA:

✓ Desarrollado por el LNR de Noruega y  
usado en proyectos de investigación.

✓ Basado en la ISO 11290-2.

✓ 2 ml de una dilución 1/2 mediante 
siembra por extensión en 2 placas de  
140 mm o 6 placas de 90 mm de ALOA.

✓ LOQ: 1 ufc/g.



3) MÉTODO ISO 11290-2:

✓ Comparación de los dos métodos a estudio 
con la ISO. 

✓ 1 ml de la dilución 1/10 mediante siembra por 
extensión en 1 placa de  140 mm o 3 placas de 
90 mm de ALOA.

✓ LOQ: 10 ufc/g.

Dos análisis por duplicado de cada método 



PARTICIPACIÓN DEL CNA
• 10 muestras de 10 matrices diferentes

• ISO 11290-1 para verificar la ausencia de L.monocytogenes previamente

• Muestras contaminadas artificialmente

• Cepas aisladas en las mismas matrices

• Dos analistas (5 muestras/analista)

• Análisis realizados entre agosto y noviembre de 2023



Matrices

Albóndigas

Horchata

Brócoli congelado

Longaniza

Sandía

Ensaladilla rusa

Pimientos 
congelados

Helado

Salchichón

Queso



Cepas usadas para la contaminación artificial 
• Cepas de L.monocytogenes aisladas en las mismas matrices analizadas en 

el estudio (2016 - 2019)

• Serotipos:

➢ 3 cepas de L.monocytogenes 1/2a (horchata, sandía y albóndigas)

➢ 4 cepas de L.monocytogenes 1/2c (longaniza, ensaladilla, salchichón y helado)

➢ 1 cepa de L.monocytogenes 4b/4e (queso)

➢ 2 cepas de serotipo desconocido (brócoli y pimientos congelados)



50 g muestra 50 ml APT

Dilución 1:2

Inóculo L.monocytogenes Homogeneización en stomacher 

o con la mano

Dilución 1:10

10 ml dilución 1:2 

+ 40 ml APT 

Protocolo



Niveles de contaminación

Rango del protocolo 
1 - 100 ufc/g
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Tabla resumen



• Buena recuperación con los métodos del LNR de Noruega (mejor recuperación en 5 muestras) y
método ISO (mejor recuperación en 4 muestras)

Problemas:

➢ Método ISO:

▪ Se obtuvo un resultado de Número Estimado en 6/10 muestras (menor volumen
inoculado, menor número de colonias en la placa, menor precisión)

▪ Menor repetibilidad entre análisis en algunas muestras.

➢ Método LNR Noruega:

▪ Problemas para preparar la dilución ½ con productos grasos (longaniza, ensaladilla,
salchichón, queso…). El producto absorbió casi todo el diluyente.

➢ Método French Sectorial Standard V45C-009:

▪ Dificultad para contar colonias cuando había alrededor de 100 colonias/placa
(colonias en diferentes capas del agar).

▪ Peor recuperación.

Conclusiones del CNA



• 71 muestras analizadas entre los LNRs participantes y el LR-UE

• Artificial o naturalmente contaminadas

RESULTADOS PRELIMINARES DEL ESTUDIO

Porporción de categorías de alimentos (n=71)

Porductos

cárnicos

Productos

compuestos

Productos del

mar

Productos

lácteos

Vegetales

Tipo de contaminación

Contaminación natural Contaminación artificial



PROBLEMAS MÉTODO V45C-009

• El LR-UE informó de resultados no legibles en todas las categorías de 
alimentos debido al halo no visible y la flora acompañante invasiva.

• Adaptado a su alcance (pescados ahumados) pero no se puede 
aplicar como método horizontal.

• Siembra en profundidad: requiere un material especial (baños de 
agua) y la adición manual de suplementos selectivos peligrosos.

• Método más complejo que las técnicas de siembra por extensión.



• Linealidad: software Systat. 

✓ Regresión lineal correcta de los métodos Noruego y V45C-009 
comparados con el método ISO, pero mejor para el método 
Noruego.

• Diagramas de Bland-Altman: resultados correctos para ambos 
métodos alternativos, pero mejores para el método Noruego.

• Repetibilidad: conforme a la ISO 5725-2 usando software Prolab.

✓ Resultados correctos y buen rendimiento incluso a niveles muy 
bajos

Análisis de los datos



• Resultados del método Noruego similares a los de la Norma ISO.

• Método French Sectorial Standard NF V45C-009 peores resultados tanto en practicabilidad, 
linealidad y resultados Bland Altman          

Eliminación del método V45C-009 del estudio

• Evaluación del método Noruego y presentación de los resultados al ISO TC/34 SC/9 WG 32 
para consulta antes de continuar con más ensayos.

• Si el WG 32 lo aprueba se realizará un estudio de perfil de precisión basado en la ISO 
16140-2            

Si resultados satisfactorios, posibilidad de incluirlo en el protocolo ISO para mejorar la 
sensibilidad del recuento para casos de números bajos 

Conclusiones del LR-UE y siguientes pasos



Gran colaboración de nuestra red de LCOs con  el envío de muestras 
naturalmente contaminadas con L.monocytogenes al LR-UE

29 MUESTRAS ENVIADAS

MUY IMPORTANTES PARA LA REALIZACIÓN DE LOS ESTUDIOS DE 
MEJORA DE LA ETAPA DE ENRIQUECIMIENTO (ISO 11290-1) Y DE 
MEJORA DE LA SENSIBILIDAD DEL RECUENTO (ISO 11290-2) 

AGRADECIMIENTO A LOS LCOs



MUCHAS 
GRACIAS
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