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ABREVIATURAS

e AESAN: Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion.

e AFSSA: Agencia Francesa de Seguridad Sanitaria de los Alimentos.

e EFSA: Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria.

e ETA: Enfermedad de Transmision Alimentaria.

e FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations): Organizacion de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion.

e INE: Instituto Nacional de Estadistica.

e Potencial de crecimiento (8): Es la diferencia entre el numero de logio UFC/g al
final y al principio del experimento (Ziegler, Ruegg, Stephan, & Guldimann, 2018).

e RENAVE: Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica.

e RTE (Ready To Eat): Se refiere a productos listos para el consumo.

e UFC: Unidades Formadoras de Colonias.

e OMS: Organizacion Mundial de la Salud.



RESUMEN

El objetivo de este trabajo de revision bibliografica es la realizacion de una evaluacion
de riesgos para determinar el riesgo asociado al consumo de alimentos de IV gama
contaminados con Listeria monocytogenes en Espafa. Para llevarla a cabo se ha
seguido el procedimiento definido por el Codex Alimentarius de, identificacion del
peligro, caracterizacion del peligro, determinacion de la exposicidon y caracterizacion
del riesgo. Ademas, para el apartado de determinacién de la exposicion se han
consultado diferentes organismos tales como la INE, la EFSA, la FAO o el Ministerio
de Agricultura, Alimentacién y Medio ambiente, con el fin de recopilar datos
actualizados sobre la poblacién espafiola, frecuencia de consumo, presencia en los
alimentos y los principales factores que afectan a su crecimiento, permitiendo al final
clasificar a estos productos cualitativamente segun la probabilidad de desarrollar la

listeriosis tras su consumo.

Palabras clave: Listeria monocytogenes, Alimentos de IV gama, Evaluacién de

riesgos, Listeriosis.

ABSTRACT

The aim of this literature review is to conduct a risk assessment to determine the risk
associated with the consumption of Listeria monocytogenes contaminated fresh-cut
products in Spain. The procedure defined by the Codex Alimentarius for hazard
identification, hazard characterization, exposure assessment and risk characterization
has been followed. In addition, for the exposure determination section, different bodies
such as the INE, the EFSA, the FAO or the Ministry of Agriculture, Food and
Environment have been consulted in order to compile updated data on the Spanish
population, frequency of consumption, presence in food and the main factors that affect
its growth, allowing at the end to classify these products qualitatively according to the

probability of developing listeriosis after consumption.

Key words: Listeria monocytogenes, Fresh-cut products, Risk assessment,

Listeriosis.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por las alteraciones en la inocuidad de los alimentos,
también conocidas como enfermedades de transmision alimentaria (ETAS), siguen
siendo uno de los mayores problemas de la salud publica, y del comercio, a nivel
mundial. No obstante, a lo largo de los afios se ha ido produciendo un progreso en su
prevencion y reduccion gracias a la mejora de los sistemas de seguridad alimentaria.
En paises desarrollados, mas de un tercio de la poblacion se ve afectada por
enfermedades de transmision alimentaria cada afio y, es probable que este problema
esté mas extendido en paises en desarrollo (FAO & WHO, 2006), debido a la falta de
controles exhaustivos en los productos. De ahi, la creciente necesidad por parte de
los gobiernos, industrias alimentarias y consumidores de tener unos criterios estrictos
gue garanticen la calidad de estos alimentos.

Las ETAs pueden ser provocadas por agentes quimicos, fisicos y/o bioldgicos,
siendo estos ultimos el tema de estudio de este trabajo. Son numerosos los agentes
biologicos descritos (virus, bacterias, priones y parasitos) que pueden causar
enfermedades de transmision alimentaria debido a la contaminacion de los alimentos
durante los procesos de produccion o almacenamiento, ya sea a causa del uso de
agua contaminada, aplicacion de tratamientos térmicos no eficaces o uso de maquinas
contaminadas. Entre estos microorganismos patdgenos se puede destacar a
Campylobacter spp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Virus
de la hepatitis A o Norovirus. Los sintomas clinicos mas tipicos, provocados por la
ingesta de estos agentes, son los problemas gastrointestinales como diarrea,
nauseas, vomitos y dolor estomacal, aunque en casos mas graves pueden provocar
afectaciones neuroldgicas, abortos o incluso la muerte. Por esta razon, es de gran
importancia evaluar los peligros que puedan ser introducidos a través de los alimentos
para, de esta forma, tomar medidas en el comercio alimentario que disminuyan los
riesgos de enfermedad en la poblacién.

Existe por tanto un interés, que queda reflejado en la normativa vigente en la Union
Europea y en la implementacion de ésta a los Estados miembros, que recoge la
exigencia de que los alimentos destinados a consumo humano estén libres de
gérmenes patdgenos. Esto explicaria las distintas iniciativas que tanto la Comision
Europea como la Organizacion Mundial del Comercio, bajo las recomendaciones del
Codex Alimentarius, vienen desarrollando para iniciar vias de evaluacion del peligro

real de diferentes gérmenes patdgenos.



En concreto, este trabajo se va a centrar en la evaluacion del riesgo de la
transmision de Listeria monocytogenes, a través de alimentos de IV gama puesto que
son de los menos investigados frente a otros productos listos para el consumo como

carnes, lacteos y pescados, que han sido ampliamente estudiados.

1.1 ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL

La primera vez que se aislé L. monocytogenes de individuos infectados fue en
1929 y, desde entonces se notificaron diversos casos de listeriosis asociados a
trabajadores que estaban en contacto con animales enfermos (Farber & Peterkin,
1991). No fue hasta 1980, debido a la aparicién de varios brotes en Europa y Norte
América, cuando se confirmaron los alimentos como principal via de transmision de
Listeria a los humanos. De hecho, se creia que la posible causa de ese brote fueran
las hortalizas frescas (FAO & WHO, 2004; Farber & Peterkin, 1991). Desde ese
momento, L. monocytogenes, agente etioldgico de la listeriosis, supone una gran
preocupacion en el ambito de la industria alimentaria.

En 1963, la Organizacion Mundial de la Salud y la Organizacién de la Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura crearon la Comision del Codex
Alimentarius (CCA) cuyo fin era desarrollar un programa conjunto FAO/OMS que
creara una serie de normas, directrices y cédigos internacionales, recogidos en el
Codex Alimentarius, que garantizaran la distribucion de alimentos inocuos y de calidad
a todas las partes del mundo. Fue a finales del siglo XX, cuando la CCA, con el fin de
reforzar los sistemas de seguridad alimentaria y, con ello, garantizar la salud publica
empez6 a implementar en la industria alimentaria una herramienta llamada analisis de
riesgos, que ya habia sido aplicada internacionalmente en otros ambitos de trabajo,
tales como el medio ambiente o el tecnol6gico. Su aplicacion en este terreno permite
estimar la importancia que tiene para la salud publica la presencia de un determinado
patdgeno en uno o varios productos, definir un nivel de proteccion adecuado contra
este y, establecer directrices que garanticen la seguridad de los alimentos asociados
a la transmision del peligro (Bover i Cid & Garriga i Turén, 2014).

Segun el Codex Alimentariux, el proceso de analisis de riesgos estd compuesto
por 3 etapas (Figura 1):

a) La evaluacion de riesgos trata de aportar asesoramiento cientifico, a las

autoridades alimentarias y productores de alimentos, sobre los efectos



adversos que pueden padecer los consumidores como consecuencia de su
exposicién a un peligro de origen alimentario.

b) La gestion de riesgos es la etapa en la que las autoridades alimentarias y
productores de alimentos toman decisiones, como la aplicacion de controles
apropiados y/o medidas reglamentarias, con el fin de reducir la contaminacion
por este peligro y/o la magnitud de las consecuencias.

c) La comunicacion de riesgos es la etapa en la que hay un intercambio de
informacion y opiniones sobre el riesgo entre los evaluadores de riesgo, los

encargados de la gestion y otros interesados.

Evaluacién deriesgos Gestion de riesgos

(Basado en laciencia) (Basado en decisiones

politica)

Comunicacion de
riesgos

(Intercambio interactivo
de informaciény
opiniones sobre los
riesgos)

Figura 1. Componentes del andlisis de riesgos. Adaptacion de AESAN, s.f.

Las normas del Codex se basan en datos cientificos proporcionados por
evaluaciones de riesgo y, estas pueden cambiar conforme avance el conocimiento
sobre los diferentes peligros presentes en los alimentos. El Codex Alimentarius y, por
tanto, también las evaluaciones de riesgos son reconocidas por la Organizacion
Mundial del Comercio (OMC) como medio para evaluar la inocuidad de los alimentos
y resolver cuestiones comerciales. Ademas, mediante el acuerdo sobre la aplicacion
de medidas sanitarias y fitosanitarias (MSF), todos los miembros de la OMC se
comprometen a realizar evaluaciones de riesgo con el fin de disminuir los riesgos en
la salud. Esto ha hecho que las normas del Codex sean unas normas internacionales
para facilitar el comercio internacional de alimentos y, también para ayudar a los

gobiernos a establecer politicas nacionales (La OMS y el Codex Alimentarius, s.f.).



Actualmente, la lista de normas de seguridad alimentaria que tienen como fin
garantizar la inocuidad de los alimentos es bastante extensa, sin embargo, siguen
siendo numerosos los casos y brotes de listeriosis que aparecen tanto a nivel
internacional como nacional. A nivel internacional, entre los afios 2017-2018 en
Sudafrica y otros paises africanos, se registré el brote mas severo de listeriosis a nivel
mundial ya que afecté a mas de 1.000 personas y provoco la muerte de mas de 200
(Desai, Anyoha, Madoff, & Lassmann, 2019). Tras diversas investigaciones usando el
método de secuenciacién gendmica, el brote se asocio al consumo de carne lista para
el consumo (RTE). A nivel europeo, en 2018 se confirmaron 2.549 casos, siendo
Espafa el segundo pais con mas casos después de Alemania (EFSA, 2019). En
Espafa, entre los afios 2015 - 2018, se notificaron a la Red Nacional de Vigilancia
Epidemiol6gica (RENAVE) 1.369 casos de listeriosis y 8 brotes, aunque estos
afectaron a un namero reducido de personas Yy, correspondian a la misma familia
(ISCIII, 2019). Posteriormente, en 2019, se notificd el mayor brote de listeriosis a nivel
nacional en Andalucia asociado al consumo de carne mechada, que afecto a mas de
200 personas y, provoco 7 abortos y 3 muertes (Lepe, 2020).

Es por el alto numero de casos y la severidad de la listeriosis, que L.
monocytogenes supone una gran preocupacion en el ambito de la industria alimentaria
ya que, debido a su importante ubicuidad y resistencia, contamina una elevada
cantidad de alimentos, pero principalmente, productos que son listos para el consumo
(RTE) como frutas, verduras, productos lacteos, carnicos y de la pesca. Estos
alimentos RTE favorecen el crecimiento de Listeria puesto que, al ser una bacteria
resistente a las bajas temperaturas, puede crecer durante los periodos de tiempo que
estén los alimentos almacenados en los frigorificos y, ademas, a esto se le suma que
normalmente se consumen sin un tratamiento térmico previo. Por esta razén, es muy
importante que las industrias alimentarias conozcan los factores que favorecen el
crecimiento de L. monocytogenes en estos productos durante el proceso de
produccion, transporte y almacenamiento, para tomar medidas que impidan o
reduzcan su crecimiento durante estas fases.

Antes, la mayoria de los casos se asociaban principalmente a alimentos como la
leche y lacteos no pasteurizados, embutidos, patés, salchichas y pescados ahumados
(Cartwright, et al., 2013), por ello casi todos los articulos y evaluaciones que se
publicaban se relacionaban con su consumo (Johnson, Doyle, & Cassens, 1990;

Notermans, Dufrenne, Teunis, & Chackraborty, 1998). Esto es debido a que estos
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alimentos presentan unas caracteristicas fisicoquimicas mas favorecedoras para el
crecimiento de la bacteria comparadas con las que tienen otros como las verduras o
las frutas. Sin embargo, desde que en los Ultimos afios se han confirmado también
como medios de transmision los helados, las ensaladas, las frutas como el melon
(McCollum, et al., 2013) y hortalizas como las coles, el nUmero de investigaciones en
torno a estos alimentos ha ido aumentando (Desai, Anyoha, Madoff, & Lassmann,
2019).

Este trabajo se va a centrar en uno de los tres componentes del analisis de riesgo,
la evaluacién de riesgos. Como se ha mencionado antes, en esta etapa se hace una
evaluacion cientifica de los efectos adversos que pueden sufrir las personas que
consumen estos alimentos, ante la exposicion a un patdégeno de transmision
alimentaria y, que servira posteriormente para la toma de decisiones (Evaluacion de
riesgos, s.f.). La evaluacion de riesgos a su vez consta de 4 fases: identificacion del
peligro, caracterizacion del peligro, determinacion de la exposicién y caracterizacion
del riesgo.

Las importantes transformaciones que se han venido produciendo a nivel
socioecondmico, han tenido su reflejo en el ambito de consumo alimentario,
generando nuevos habitos alimenticios. Entre ellos, a partir de finales de la década de
1980, se produjo un incremento importante del consumo de productos preparados y
listos para su consumo. Y, en los Ultimos afios se ha visto cémo se ha ido
incrementando la demanda de los alimentos de IV gama, al verse como saludables y
necesarios para seguir una dieta equilibrada. Si bien, como ya se ha comentado, la
mayoria de las evaluaciones de riesgo sobre Listeria monocytogenes se han hecho
en alimentos RTE carnicos y lacteos, a pesar de que también puede aparecer en
alimentos de IV gama, la siguiente evaluacion de riesgo se ha limitado a este Ultimo
tipo de alimentos, ya que se trata de un mercado relativamente nuevo y de rapido
crecimiento, que ha hecho que aumente el riesgo de aparicion de listeriosis. Los
alimentos de IV gama son frutas y hortalizas frescas procesadas y listas para el
consumo que no pasan por un proceso eficaz de eliminacién de patégenos y, que
ademas se consumen sin un tratamiento térmico previo, es por ello que se han
detectado varios brotes de listeriosis asociados a estos alimentos, por ejemplo, en
2011, hubo un brote de listeriosis en Estados Unidos asociado al melon (McCollum,
et al., 2013) y, entre 2015-2016 hubo un brote relacionado con el consumo de
ensaladas (Self, et al., 2019).



2. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo es llevar a cabo una evaluacion de riesgos
de Listeria monocytogenes en alimentos de IV gama a partir de una revision
bibliografica analizando algunos de los estudios cientificos publicados hasta ahora.
Para alcanzar dicho objetivo general se han planteado los siguientes objetivos
especificos:

- ldentificar factores que aumentan la probabilidad de desarrollar listeriosis.

- Determinar la presencia de Listeria en los alimentos de IV gama.

- Determinar los diferentes factores que afectan al crecimiento de L.

monocytogenes en estos alimentos de IV gama.
- Clasificar a los alimentos de IV gama segun la probabilidad de que provoquen

listeriosis.

3. METODOLOGIA

El siguiente trabajo se ha llevado a cabo realizando una busqueda bibliogréfica,
sobre la presencia de L. monocytogenes en alimentos de IV gama, en las principales
bases de datos tales como Pubmed, Science direct y Scopus. Junto a éstas, se han
consultado paginas de diferentes organizaciones, internacionales y nacionales,
relacionadas con la salud y la seguridad alimentaria como son la Organizacion Mundial
de la Salud, EFSA, AESAN y FAO.

Respecto a la estrategia seguida, por una parte, con el fin de acotar la busqueda
de articulos en las diferentes bases de datos se introdujeron palabras claves tales

” o« ” o« L1

como “Listeriosis”, “Listeria monocytogenes”, “Fresh cut products”, “Factors that affect
the growth of Listeria”, “Prevalence”, “Shelf life” and “Challenge tests”. Por otra parte,
en las paginas de los diversos Organismos y Organizaciones, se han consultado
informes y estudios realizados por personas expertas en la materia. También se hizo
una recogida de datos oficiales con el fin de conseguir informacién acerca de:

- La frecuencia de consumo de los alimentos de IV gama: para ello, se consulto
el informe publicado por el ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
ambiente del afio 2018.

- Poblacion espafiola: Se consultd la base de datos del Instituto Nacional de
Estadistica sobre la poblacion de Espafia en 2018 dividida en franjas de

edades.
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- Presencia de L. monocytogenes en alimentos de IV gama: se consultaron los
informes publicados por la EFSA entre los afios 2016-2018. Para la recogida
de datos, se seleccionaron los alimentos que concernian a esta evaluacion de
riesgo, es decir, las ensaladas RTE, las frutas RTE y las hortalizas RTE.

Por ultimo, para la realizacién del trabajo, puesto que se trata de la elaboracién de
una evaluacion de riesgos, se ha seguido su procedimiento, es decir, se ha dividido el
apartado de resultados y discusion en 4 partes: Identificacién del peligro,
caracterizacion del peligro, determinacién de la exposicién y caracterizacion del

riesgo.
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4. EVALUACION DE RIESGOS

4.1 IDENTIFICACION DEL PELIGRO

En este apartado se va a caracterizar a Listeria, agente etiolégico de la listeriosis
Y, que posteriormente se relacionara con el consumo de alimentos de IV gama.

En la actualidad, se conocen 19 especies del género Listeria (Leclercq, et al.,
2019), de las cuales sélo L. monocytogenes y L. ivanovii han sido identificadas como
patdgenas de seres humanos y de animales, aunque se han descrito pocos casos de
listeriosis en los primeros causada por L. ivanovii. Dentro de L. monocytogenes se han
diferenciado 13 serotipos, dependiendo de los antigenos celulares y flagelares, de los
cuales los serotipos 4b, 1/2a y 1/2b son los principales causantes de la enfermedad
(Lorber, 2007).

Las distintas especies de Listeria se caracterizan por ser bacilos Gram-positivos,
anaerobio facultativas, no formadoras de esporas y varian en tamafio, pero estan
entorno a los 0,4-0,5 um de diametro y 1-2 um de largo. Son catalasa positivos y
presentan B-hemolisis cuando crecen en agar sangre (Farber & Peterkin, 1991).
Gracias a la presencia de flagelos peritricos presentan una movilidad tipica, llamada
tumbling motility, entre los 20-25°C, pero no a los 35° (FAO & WHO, 2004). Se trata
de una bacteria psicotrofa con un rango de crecimiento entre 0° - 45°C, teniendo una
temperatura 6ptima de crecimiento en torno a los 30°-37°C. Tolera los ambientes
salinos y puede crecer en pH de 4,4-9.4. En la siguiente tabla 1, se resumen los

principales factores que afectan al crecimiento de Listeria.

Puede crecer
Puede sobrevivir,
VALORES VALORES VALORES pero no crecer
MINIMOS | OPTIMOS | MAXIMOS
Tem;()f(r:;\tura 0°C 30-372C 45°C -182C
Actividad de 0,9-0,93 0,99 >0.99 <0,9
agua (aw)
pH 4,4 7 9,4 33-4.2
Concentracién <05 0.7 12-16 >20
de sal (%) ’ ' )

Tabla 1: Factores que afectan a la supervivencia de Listeria. Adaptacién de Ifigo & Jiménez, 2012.

12



Sus caracteristicas de resistencia a diversas condiciones, como ambientes
anaerobios, la acidez, las bajas temperaturas o la alta salinidad, justifican que pueda
sobrevivir mas a condiciones adversas que otras bacterias no formadoras de esporas
y, por tanto, que esté ampliamente distribuida por suelos, plantas, forraje, materia
fecal, aguas residuales e, incluso en plantas de procesamiento de alimentos. Este es
un hecho relevante puesto que pueden crear biopeliculas en las superficies de trabajo
lo que les confiere una mayor resistencia a las radiaciones ultravioleta, acidos,
desecacion, salinidad y, por tanto, a ser eliminada (Hanning, Johnson, & Rickie, 2008).
Esto ha motivado al estudio en profundidad, mediante modelos matematicos, del
efecto de diferentes tratamientos antilisterianos y de varios parametros ambientales

sobre la supervivencia de esta bacteria.

4.2 CARACTERIZACION DEL PELIGRO

En este apartado se abordara, por una parte, la enfermedad causada por el
patogeno, que va a depender de las condiciones fisiologicas e inmunologicas de la
persona y, de la naturaleza del patégeno. Y, por otra, se van a estimar los efectos
adversos para la salud en funcién de la cantidad de L. monocytogenes ingerida, es

decir, se va a realizar una evaluacion dosis-respuesta.

4.2.1 LISTERIOSIS

La bacteria Listeria monocytogenes es un patdogeno oportunista que causa la
listeriosis, enfermedad con una baja tasa de incidencia, 1,06 casos/100.000 habitantes
en 2018, pero con una alta mortalidad, que puede ir desde el 10% hasta 50% (Bover
i Cid & Garriga i Turdn, 2014). En Espafa, segun el informe epidemiolégico de
listeriosis emitido por el centro nacional de epidemiologia, en 2018 se notificaron 432
casos de listeriosis a la RENAVE (ISCIII, 2019).

Como se puede observar en la figura 2, la listeriosis afecta principalmente a los
grupos de riesgo que son los neonatos, las mujeres embarazadas (representadas en
la gréfica por el aumento de casos en mujeres entre las edades de 25-44 afios), las
personas mayores y personas con el sistema inmune debilitado, sobre todo con una
disminucion de los linfocitos T, ya sea por una terapia inmunosupresora 0 por
enfermedades que lo debiliten como SIDA o cancer. En el resto de la poblacion es
poco frecuente o pasa desapercibida ya que, los sintomas son mas leves, por lo que

la grafica representa principalmente los casos de listeriosis mas graves.
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Figura 2: Numero de casos de listeriosis en el periodo 2015-2018 por edad y sexo. (ISCIIl, 2019)

Las infecciones por L. monocytogenes ocurren principalmente tras la ingestion de
alimentos contaminados y, provoca dos tipos de listeriosis: invasiva o0 no invasiva.
Para que un individuo desarrolle la enfermedad o muestre sintomas, una parte de las
bacterias ingeridas deben de sobrevivir a las condiciones adversas del estbmago y
llegar al intestino, donde atraviesan la barrera gastrointestinal, y producen infecciones
sistémicas (Vazquez-Boland, et al., 2001).

La listeriosis no invasiva es la manifestacion mas comun que se da entre los
individuos sanos tras la ingestion de altas dosis de la bacteria. En este caso los
periodos de incubacion son cortos, siendo de 11 horas - 7 dias, y aparecen sintomas
de gastroenteritis como, diarrea, fiebre y mialgias y, debido a que los sintomas son
mas leves, no se suelen reportar estos casos al sistema de salud (FAO & WHO, 2004).
En cambio, la listeriosis invasiva se da principalmente en personas de riesgo y
presenta una alta mortalidad (20-30%) en este grupo. Tiene periodos de incubacion
de 11-70 dias con una media de 31 dias (Lorber, 2007) y, suele mostrarse con
sintomas clinicos mas severos, como encefalitis, meningitis, abortos y septicemia en
neonatos. Esto se debe, a que la bacteria se disemina por el torrente sanguineo,
llegando de esta forma al sistema nervioso o a la barrera placentaria (Vazquez-
Boland, et al., 2001).

En la figura 3 se ha representado el nimero de casos de listeriosis declarados a
la RENAVE desde el 2015 hasta el 2018. Se ha escogido este periodo de tiempo

14



porque fue en 2015 cuando en Espafia fue declarada una enfermedad de declaracion
obligatoria de caracter semanal, es decir, empez6 a formar parte de una lista de
enfermedades que son transmisibles y de gran importancia para la salud mundial.
Antes de su implantacion, los casos se declaraban voluntariamente al Sistema de
Informacion Microbioldgica (SIM), por lo tanto, los datos obtenidos de afios anteriores

son menos representativos.

N2 Total de casos/aiio

500

450
400 382 =

432

350 - - -

300 - —
250 - 299

256
200

150
100
50

N2 de casos

2015 2016 2017 2018

Afio
N2 Total de casos

Figura 3: Numero de casos de listeriosis declarados a la RENAVE en el periodo de 2015-2018.
Elaboracion propia.

Como se puede ver en la figura 3, el nimero de casos de listeriosis ha ido
aumentando con los afios. Este hecho puede estar relacionado con la implementacion
como enfermedad de declaracion obligatoria o bien, se podria deber a un cambio en
las rutinas de alimentacion, es decir, que la gente se esté decantando mas por

alimentos listos para el consumo.

4.2.2 EVALUACION DOSIS-RESPUESTA
La evaluacion de dosis-respuesta trata de relacionar la dosis ingerida con la

probabilidad y severidad de aparicion de la enfermedad.

1 «BOE» num. 65, de 17 de marzo de 2015, paginas 24012-24015. Orden SS1/445/2015, de 9 de marzo,
por la que se modifican los anexos I, Il y Il del Real Decreto 2210/1995, de 28 de diciembre, por el que
se crea la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolédgica, relativos a la lista de enfermedades de

declaracion obligatoria, modalidades de declaracion y enfermedades endémicas de ambito regional.
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La dosis infectiva minima de Listeria monocytogenes para que se produzca la
enfermedad es un tema de discusion entre la comunidad cientifica, ya que esta
depende de varios factores, entre los que cabe destacar, cepa y patogenicidad
bacteriana y, susceptibilidad del huésped.

Por otra parte, es dificil calcular la dosis infectiva minima ya que los periodos de
incubacion, en casos graves, son largos por lo que es dificil encontrar restos del
alimento consumido y, en caso de que se encuentre el alimento, hay que tener en
cuenta que ha habido un crecimiento bacteriano y que no todos los alimentos estan
contaminados por igual.

Segun Vazquez-Boland, et al. (2001), hay casos esporadicos de listeriosis que se
han relacionado con cantidades de 10° UFC/g, pero en personas con
inmunodeficiencia esta cantidad puede ser inferior. De hecho, se han detectado casos
de listeriosis asociados con dosis tan bajas como 10%-10* UFC/g. En este sentido, la
AFSSA (2008) propone que la dosis infectiva para que se produzca la enfermedad
varia entre los 10° y los 107 UFC/g, algo que dependera principalmente del sistema
inmunitario de la persona y la virulencia de la cepa.

Otro aspecto a destacar, es que continuamente se consumen alimentos que
contienen pequefias concentraciones de Listeria y no se producen infecciones, esto
se debe a que la mayoria de individuos sanos presentan linfocitos T contra la bacteria,
generados principalmente a partir de contactos anteriores con algunas especies del
género Listeria u otras bacterias Gram positivas que comparten antigenos (Vazquez-
Boland, et al., 2001; Farber & Peterkin, 1991).

En la actualidad, a partir de datos epidemiolégicos y datos experimentales en
ratones y otros animales de laboratorio, se han creado diferentes modelos
exponenciales que intentan relacionar los diferentes factores, con la probabilidad de
aparicion de la enfermedad, pero aun no se sabe cual es el modelo mas cercano a la
realidad (McLauchlin, Mitchell, Smerdon, & Jewell, 2004). Por ejemplo, en la
evaluacion de riesgo presentada por la FAO/WHO en 2004 se utilizé el siguiente
modelo dosis-respuesta (Figura 4) para describir la probabilidad de desarrollar

listeriosis invasiva dependiendo del tipo de poblacion que consuma el alimento:
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Log (Dosis)

1.00E+00
1.00E-02

1.00E-04
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—&— Poblacidn de menos riesgo

1.00E-08 —M— Poblacion de mas riesgo
1.00E-10

1.00E-12

Probabilidad de desarrollar listeriosis

1.00E-14

Figura 4: Modelo dosis-respuesta dependiendo del tipo de poblacion que esté expuesta. Adaptacion
de Lake, Hudson, Cressey, & Gilbert, 2005.

La formula que describe el modelo es:

R= variable que define la relacion dosis/respuesta.
Depende de la poblacion, ya que refleja su
P (Probabilidad de enfermedad) = 1-exp'R*N susceptibilidad.

N= Numero de bacterias consumidas.

Como se muestra en el modelo de dosis-respuesta y como muchos cientificos
afirman, la Unica dosis segura de L. monocytogenes es cero, incluso para personas
saludables (Lake, Hudson, Cressey, & Gilbert, 2005). Aunque, la probabilidad de
desarrollar listeriosis invasiva debido a la ingesta de bajas dosis, como se puede
apreciar, es muy baja. Ademas, al hacer una distincion entre los tipos de poblacion,
se puede ver que las probabilidades de desarrollar listeriosis invasiva siempre son
mayores en personas de riesgo que en personas sanas Yy, que a mayor dosis de

Listeria mayor es la probabilidad de desarrollar la enfermedad.

4.3 DETERMINACION DE LA EXPOSICION

La listeriosis es una enfermedad de transmision alimentaria en el 99% de los casos
(Oliver, Wiedmann, & Boor, 2007). Sin embargo, también se puede transmitir de la
madre al feto, a través de la placenta o a través del canal del parto, o de animales
infectados a ganaderos y/o veterinarios, aunque esto ocurre en menor proporcion.

En el apartado de determinacion de la exposicion se evalla cuan probable es que
una persona ingiera L. monocytogenes a través de los alimentos, asi como el numero
de patogenos que se ingieren. Para realizar esta evaluacion se necesitan datos sobre:

- La poblacion expuesta al riesgo.
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- Lafrecuencia de consumo de los alimentos de IV gama.

- Los datos de presencia y concentracion de Listeria monocytogenes en las
frutas y hortalizas frescas, tras el procesamiento y almacenamiento y, a la hora
de consumirlas (Rocourt, BenEmbarek, Toyofuku, & Schlundt, 2003). De esta
forma se puede ver el efecto que tienen los tratamientos aplicados durante y
tras el procesamiento, y determinar cudl es la probabilidad de exposicion.

Segun Bover i Cid & Garriga i Turdn (2014), algunos factores que pueden favorecer

la aparicién de casos y brotes de listeriosis tienen que ver con el hecho de que:

- EIl alimento es un producto perecedero que se debe de conservar en
refrigeracion.

- El alimento tiene una vida util relativamente alta, superior a 5 dias.

- Las caracteristicas del producto permiten el crecimiento de Listeria en niveles
elevados durante la vida util de este.

- El alimento es un producto listo para el consumo.

- El producto puede ser consumido por la poblacién de riesgo.

4.3.1 TAMANO DE LA POBLACION Y CARACTERISTICAS

La determinacion de la poblacion expuesta es un factor muy importante ya que,
como se ha explicado en el apartado de identificacion del peligro, hay una parte de la
poblacion que es mas propensa al desarrollo de listeriosis.

En esta parte del trabajo y para hacer esta determinacion, basandonos en el
estudio llevado a cabo por Garcia-Béjar Bermejo (2014), se han recogido datos del
Instituto Nacional de Estadistica sobre la poblacion del 2018 y, se ha distinguido entre
poblacién no susceptible y susceptible, en esta ultima se ha incluido a la poblacion de
mas de 65 afios, infantiles (menores de 4 afios) y mujeres embarazadas (15 - 49
afnos). Y el resto, es la poblacion no susceptible.

Como se muestra en la figura 5, al menos el 24% de la poblacién es de riesgo ya
gue, el 5% son nifios o nifias de entre 0-4 afios y el 19% son personas con mas de 65
afos. A este porcentaje se le sumaria el nUmero de mujeres embarazadas, que
haciendo una aproximacién con los nacimientos que se produjeron en 2018, esto es
372.777, viene a representar un 0,8% mediante aproximacion en el rango 15 a 49
afos. Ademas, también se deberia de sumar el nimero de personas que estan

inmunodeprimidas que es desconocido.
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POBLACION EXPUESTA

m(0-4 afios m™5-14 afos m™15-49 afios 45-64 aflos ®65- +100 afios

Figura 5: Grafica con de la poblacion espafiola divida en franjas de edades. Datos obtenidos del
Instituto nacional de Estadistica. Elaboracién propia.

4.3.2 FRECUENCIA DE CONSUMO

Para determinar la frecuencia de consumo de frutas y hortalizas de IV gama en la
poblacién espafola en 2018, se han cogido los datos publicados en el informe del
consumo alimentario elaborado por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion.

La figura 6 muestra como si bien entre diciembre de 2016 y diciembre de 2017 el
consumo (volumen) de alimentos de IV gama se mantiene mas o menos constante,
se produce un importante incremento en enero de 2018, ya que casi se duplica, con
una tendencia al alza en los meses siguientes para empezar a disminuir de nuevo a
partir de los meses de octubre y noviembre de 2019.
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Figura 6: Evolucién del consumo de hortalizas y frutas de IV gama entre 2016-2018. Obtenida de:
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién, 2018.
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Con respecto al consumo de estos alimentos (Figura 7), los porcentajes mas altos
se observan en la poblacién de mas de 65 afios, siendo la poblacion de menos de 35
afos las que presentan los valores mas bajos. Por otra parte, los grupos de edad
comprendidos entre los 25-49 y los 50-64, reflejan que su consumo esta mas o menos
acorde con su tamafio en la poblacién. Esto se traduce en que ademas de que son
las personas mayores de 65 afios las mas susceptibles en contraer la listeriosis, son

a su vez las mas expuestas dado su alto consumo de alimentos de IV gama.
40
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Figura 7: Frecuencia de consumo de hortalizas y frutas procesadas por poblacion espafiola.
Elaboracién propia.

4.3.3 PRESENCIA Y CONCENTRACION EN ALIMENTOS

Durante el proceso de produccion de alimentos listos para el consumo y, en
concreto, de alimentos de IV gama, hay determinadas etapas que estan asociadas
con el riesgo de contaminacion y/o crecimiento de L. monocytogenes, sefialadas en
la figura 8. Uno de los pasos mas importantes es el de la aplicacion de tratamientos
gue reduzcan los niveles de Listeria presentes en el producto, aunque esta accion no
asegure una total inocuidad (Gil Mufioz, Allende , Beltran Riquelme, & Selma, 2005).

Esto se debe a que en caso de que queden pequefias concentraciones de Listeria en

20



los productos y las propiedades intrinsecas y extrinsecas de éstos lo permitan, en los

periodos de almacenamiento y transporte aumentara su concentracion. Es por ello

necesario que los productores tengan informacién sobre las condiciones que permiten

el crecimiento de las bacterias en los alimentos para que lo tengan en cuenta y, de

esta forma, se tomen medidas que aseguren la inocuidad de los alimentos.

Materias primas

(Frutas y verduras)

Tratamientos de inactivacion

Exposicion a posibles
recontaminaciones o no letalidad
completa

Crecimiento

Figura 8: Etapas en el proceso de produccién de alimentos de IV gama con impacto en la
concentracion de L. monocytogenes en el producto. Elaboracion propia

Algunos métodos para inactivar el crecimiento de L. monocytogenes en alimentos

de IV gama son:

- Temperatura: L. monocytogenes no es termorresistente, por lo que aplicando

un tratamiento térmico durante el tiempo adecuado reducira considerablemente

el nimero de microorganismos (Tabla 2) (Carrasco Jiménez, 2007).

Temperatura (°C)

Tiempo

60
65
70
75
80
85

45 min
10 min
2 min
30s
5s

ls

Tabla 2: Combinaciones de temperatura-tiempo para conseguir una reduccion de 10 UFC (Carrasco
Jiménez, 2007).
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- pH: Larapidez de inactivacion depende del acidulante, siendo mas eficaces los
acidos organicos como acido acético o lactico. Ademas, si se combina el pH'y
un tratamiento con temperatura, la inactivacion sera mas rapida (Lake, Hudson,
Cressey, & Gilbert, 2005).

- Radiacién: L. monocytogenes es especialmente sensible a los rayos UV. Si se
aplica una dosis de 1-3 Gy, dependiendo del tipo de hortaliza o fruta, se
consigue una reduccion considerable de hongos, levaduras y bacterias (Lake,
Hudson, Cressey, & Gilbert, 2005).

- Atmosfera rica en COz: Listeria puede crecer en concentraciones relativamente
altas de CO:2 (=30%) aunque, si se combina con temperaturas bajas, se retarda
el crecimiento de la bacteria. Para conseguir una inhibicion total de su
crecimiento se requiere de un 100% de CO: (Bover i Cid & Garriga i Turon,
2014).

Como los métodos de letalidad anteriores no garantizan la total inactividad de la
bacteria, entre las medidas de gestion para minimizar el riesgo de listeriosis en los
consumidores esta la aplicacion de unos criterios de seguridad microbiologicos,
basados en evaluaciones de riesgo, que establecen unos limites legales con respecto
a la prevalencia de L. monocytogenes en el producto. Estos criterios, recogidos en el
Reglamento (CE) no 2073/2005, se establecen en funcion de la susceptibilidad de la
poblacién a la que esté destinado el producto y la posibilidad de que el alimento
favorezca o no el crecimiento de Listeria:

1- Si el alimento esta destinado a poblaciones de riesgo, tales como lactantes
y para usos meédicos, se aplica el criterio de “tolerancia cero” en el que se
exige la ausencia de bacteria en 25 g de producto y en un total de 10
muestras.

2- Si el producto no esta destinado a la poblacion de riesgo, el nivel de L.
monocytogenes no puede superar las 100 UFC/g durante la vida util del
producto y, para ello, se analizan 5 muestras por lote del producto. Y, en
caso de que no se pueda demostrar este requisito, se aplica el criterio de
ausencia de Listeria en 25 g de producto tras el andlisis de 5 muestras,
antes de que el alimento haya dejado el control de la empresa alimentaria
que lo ha producido.

Al ser productos minimamente procesados, la unica forma de cumplir con estos

requisitos es: conociendo las caracteristicas fisicoquimicas del producto (aw,
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concentracion de sal y pH) para saber cdmo se va a comportar el patégeno, aplicando
durante el procesamiento de manera eficaz los tratamientos antimicrobianos v,
sefialando la temperatura de almacenamiento y la vida util del producto (Lianou & N.
Sofos, 2007).

La vida util de un alimento es el periodo de tiempo en el que, en condiciones
definidas de conservacion, el producto mantiene las propiedades sensoriales,
fisicoquimicas y un perfil microbiol6égico adecuado (Manzo, et al., 2015). En el caso
de los alimentos de IV gama, el tiempo de vida Gtil es muy bajo (7-10 dias) aunque se
conserven en el frigorifico y, ademas, va a depender de sus caracteristicas
organolépticas y de la actividad metabdlica de los microorganismos que contaminen

el alimento (Manzo, et al., 2015).

4.3.3.1 FACTORES QUE AFECTAN AL CRECIMIENTO DE LISTERIA

Generalmente, cuando una bacteria se encuentra en un medio o, en este caso,
en un alimento con condiciones favorables para su desarrollo, se produce el
crecimiento bacteriano. Este se manifiesta con un aumento en la concentracion o
recuento de bacterias, expresado en logio UFC/g. Si, en caso contrario, no se produce
una multiplicacion de bacteriana debido a que no se adapta al medio, los factores que
inhiben su crecimiento se les conoce como bacteriostaticos, o en este caso,
listeriostéaticos. Y si, por otra parte, se produce la inactivacion de la bacteria, es decir,
hay una disminucion de la poblacion significa que hay factores listericidas en el medio
(Bover i Cid & Garriga i Turdn, 2014).

La determinacion de la capacidad de los alimentos para favorecer el crecimiento
de Listeria en condiciones de almacenamiento previsibles es importante para que las
empresas alimentarias puedan demostrar el cumplimiento de los criterios establecidos
por el Reglamento Europeo, ademas de para poder asignar una vida util adecuada al
producto. La capacidad de crecimiento de Listeria en diferentes alimentos se puede
estimar mediante la consulta de literatura cientifica en bases de datos, como
Microhibro o ComBase, en las cuales se exponen modelos matematicos predictivos
sobre el crecimiento de la bacteria en diferentes productos, a partir de datos
experimentales que describen su comportamiento en diferentes matrices (Baranyi &
Tamplin, 2004). Sin embargo, en casos en los que los modelos predictivos no sean
concluyentes, se requiere de la realizacién de pruebas de inoculacion, challenge tests

o pruebas de desafio (Alvarez-Ordénez, Leong, Hickey, Beaufort, & Jordan, 2015).
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Segun el AESAN, estos tests consisten en la inoculacion de una concentracion
definida de una mezcla de cepas de la bacteria en el producto a testar y, tras la
exposicion del producto a condiciones de temperatura favorables y desfavorables
simulando las que se pueden tener durante el almacenamiento o el trasporte, se mide
el crecimiento de la bacteria en las diferentes condiciones y en diferentes intervalos.
Mediante estos estudios se puede evaluar si un alimento permite o no el crecimiento
de la bacteria, es decir, su potencial de crecimiento (8) en un alimento y, la velocidad
méaxima de crecimiento (umax) (AESAN, 2011).

El estudio del potencial de crecimiento se calcula como la diferencia entre el
numero de logio UFC/g al final y al principio del experimento y permite clasificar a los
alimentos como capaces de permitir el desarrollo de Listeria, en el caso de que el
potencial de crecimiento sea mayor de 0,5 logio UFC/g, 0 no capaces de permitir el
crecimiento si su potencial es menor o igual a 0,5 logi0 UFC/g, por lo que lo que se
puede usar como indicador de peligro (AESAN, 2011).

A continuacion, se van a analizar una serie de articulos en los que se han realizado
pruebas de inoculacién de L. monocytogenes en diferentes alimentos de IV gama,
verduras y frutas, para ver como afectan al crecimiento bacteriano distintos factores
intrinsecos, como la microbiota, pH o compuestos listericidas, y extrinsecos, como la

temperatura o la composicion de gases del envasado.

ESTUDIOS DE INOCULACION EN FRUTAS

Con el fin de ver como afectan el pH y las temperaturas de almacenamiento a la
capacidad de crecimiento de L. monocytogenes en diferentes productos fruticolas,
mostrados en la tabla 3, se ha cogido como referencia el estudio de inoculacién llevado
a cabo por Ziegler, Ruegg, Stephan, y Guldimann (2018). En este estudio se hizo una
combinacion con las temperaturas de almacenamiento para intentar representar en
primer lugar las condiciones de temperatura en fabricas (4°C) y, en segundo lugar
condiciones abusivas de almacenamiento que simulan las temperaturas de los

frigorificos en las casas (8°C y 12°C).
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Producto RTE Ingredientes pH

Dados de Pifa (50,1%), Mango
Mezcla de frutas 1 (17,6%), Pomelo (17,6%), Kiwi 3,4
(11,8%) y Granada (2,9%)

Dados de Pifia (36,6%), Mel6n
Mezcla de frutas 2 (26,7%), Manzana (26,6%) y 4,2
Uvas (10%)

Dados de Kiwi (20%), Melon

Mezcla de frutas 3 3,9
(50%) y Pifia (30%)

Mango Dados de mango 100% 3,6

Melén Melén 100% 5,6

Coco Dados de coco 100% 6,4

Tabla 3: Productos RTE que se usaron en el estudio. Adaptacion de Ziegler, Riiegg, Stephan, &

Guldimann, 2018.

Basandose en los resultados obtenidos sobre las concentraciones de la bacteria y

los potenciales de crecimiento (Figura 9 y tabla 4) se puede destacar que:

El pH tiene un impacto significativo en el crecimiento de L. monocytogenes ya
gue, productos con un pH menor a 4,2, como el mango y las mezclas de frutas
1y 3, inhiben practicamente el crecimiento de Listeria, es decir, tienen un efecto
listeriostatico. Sin embargo, los productos con un pH igual o superior a 4,2,
como el melén, el coco y la mezcla de frutas 2, favorecen el crecimiento de la
bacteria. Ademas, también se puede ver que conforme mas cerca del pH
optimo estén, pH 7, mayor es el potencial de crecimiento de la bacteria.

La temperatura, en este caso, no tiene un impacto significativo en el crecimiento
de la bacteria, ya que las concentraciones que se obtuvieron en ambas
condiciones eran similares. Pero, cuando se compara el nimero viable (UFC/qg)
en los productos que si permiten el crecimiento, se puede ver que hay un ligero
crecimiento que es mayor en productos almacenados a 12°C. Sin embargo, en
otro estudio, Feng, et al., (2015), en el que se usan otras frutas y el mango, la
temperatura se muestra como un factor importante para el crecimiento de L.
monocytogenes. Puede ser que, en el estudio llevado a cabo por Ziegler,
Ruegg, Stephan, & Guldimann (2018), no se vea un impacto significativo dado
gue se usan temperaturas abusivas muy similares. En cambio, en el otro

estudio se ponen temperaturas de 5°C, 13°C y 25°C.
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e EIl tiempo de almacenamiento también se muestra como un factor con un
impacto significativo en el crecimiento de la bacteria en el caso de los alimentos
gue permiten el crecimiento de esta, por lo que se deberia de tener en cuenta
a la hora de poner un tiempo de vida util al producto.

e Y, finalmente, los productos como mezcla de frutas 2, melén y coco se deberian
de clasificar como alimentos que favorecen el crecimiento de Listeria ya que, el
potencial de crecimiento supera los 0,5 UFC/g en algun punto de su vida util en

ambas condiciones de almacenamiento.

4°C +12°C 4°C + 8°C

NOTIW

0200

Media Log UFC/g

ESVINYS 30 VIDZAW 2 Swin¥d 30 VIDZIW | SYANYL 30 YIDZAW

Tiempo (Dias)

Figura 9: Crecimiento de Listeria monocytogenes en los diferentes productos RTE. Adaptacién de
Ziegler, Riegg, Stephan, & Guldimann, 2018. La concentracion inicial es de 10* UFC/g.
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Potencial de crecimiento ()

Condiciones Condiciones

Producto RTE pH
4°C +12°C 4°C+8°C

Coco 6,4 4.3 3,3

Tabla 4: Potencial de crecimiento de L. monocytogenes en los diferentes productos RTE. Elaboracion
propia.

ESTUDIO DE INOCULACION EN VERDURAS

Para este apartado se ha cogido como referencia el articulo llevado a cabo por
Ziegler, Kent, Stephan, & Guldimann (2019) en el que también se calcula el potencial
de crecimiento de la bacteria, pero en este caso se mide en 11 tipos de verduras listas
para el consumo, sefialadas en la tabla 5. En este estudio se pusieron temperaturas
de almacenamiento de 5°C y 8°C, la primera para mostrar lo que sucederia cuando se
conservan los productos a las temperaturas recomendadas y, en el segundo caso

cuando se conservan a temperaturas abusivas.

PRODUCTO RTE

Lechuga

Ensalada de candnigos

Zanahoria rallada

Zanahoria a la Juliana

Ensalada mixta 1

Ensalada mixta 2

Perejil

Réabano

Remolacha

Rdcula

Apio

Repollo

Tabla 5: Productos RTE utilizados para el estudio de Ziegler, Kent, Stephan, & Guldimann, 2019.

Tras la obtencion de los resultados, se puede ver una clara distincion entre productos
gue permiten el crecimiento de L. monocytogenes (Figura 10) y, aquellos que ademas
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de no permitir su crecimiento, disminuyen la concentracion (Figura 11). Algunos
aspectos a destacar son que:

e Latemperatura y el tiempo si tienen un impacto significativo en el crecimiento
de L. monocytogenes ya que, los productos que se conservan a 5°C tienen un
crecimiento de Listeria menor y mas lento comparado con el crecimiento
observado en productos conservados a 8°C.

e A 8°C todos los productos han superado los 0,5 UFC/g al cuarto dia de
almacenamiento, mientras que si se conservan a 4°C sélo la lechuga los supera
(Tabla 6). Esto quiere decir que el potencial de crecimiento de la bacteria es
mayor conforme aumenta la temperatura de almacenamiento.

e El perejil se puede clasificar como un producto que favorece mucho el
crecimiento de L. monocytogenes ya que, a 5° y 8°C tras el cuarto dia de

almacenamiento siguen aumentando las concentraciones.
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Figura 10: L. monocytogenes en productos que permiten su crecimiento. Adaptacion de Ziegler, Kent,
Stephan, & Guldimann, 2019. Inoculacién inicial de 10° UFC/g. (El * sefiala cuando hay un
crecimiento estadisticamente significativo).
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Almacenamiento a 5°C Almacenamiento a 8°C
1-4 dias 1-8 dias 1-4 dias 1-8 dias

Productos RTE

| |
____

|
|

Tabla 6: Efecto de la temperatura y tiempo de almacenamiento sobre el crecimiento potencial de L.
monocytogenes en los diferentes alimentos. Elaboracion propia.
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Figura 11: L. monocytogenes en productos RTE que no permiten su desarrollo. Adaptacion Ziegler,
Kent, Stephan, & Guldimann, 2019. Inoculacién inicial de 10° UFC/g.

En esta ultima grafica se puede ver que la zanahoria, el apio y la ensalada de
canonigos no solo inhiben el crecimiento de Listeria, sino que ademas tienen un efecto
listericida, siendo mas notable en la zanahoria y en el apio. El efecto inhibidor de las
zanahorias sobre Listeria ya habia sido descrito en otros estudios y, aunque no se
tienen evidencias de su actividad listericida, se cree que el compuesto puede ser la 6-
metoximelina dado que se encuentra en el tejido de la zanahoria y por su gran

espectro bactericida (Sant'Ana, Barbosa, Destro, Landgraf, & Franco, 2012; Noriega,
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et al., 2010). Con respecto a la actividad listericida del apio, se debe a su alto
contenido en nitrito, de hecho, el apio en polvo se usa en la curacion de la carne debido
a su alto poder antimicrobiano (Golden, McDonnell, Sheehan, Sindelar, & Glass, 2014,
Ziegler, Kent, Stephan, & Guldimann, 2019). Sin embargo, no se ha descrito el porqué
de este efecto en la ensalada de canoénigos.

Por otro lado, Tucci, et al., (2019) hicieron un modelo predictivo de la velocidad de
crecimiento de L. monocytogenes en la lechuga a diferentes temperaturas. Los
resultados que obtuvieron, mostrados en la figura 12, permiten afirmar que la
temperatura es un factor que ralentiza el crecimiento de Listeria, o que permite alargar
la vida util de los productos. Por tanto, a parte de indicar la temperatura recomendada
de almacenamiento también se debe de afiadir la vida util del producto, que
dependiendo de las caracteristicas del producto, suele ir de 7 a 14 dias. El modelo
predictivo muestra ademas, que la temperatura a la que hay un crecimiento mas lento
y menor es 4°C, mientras que a medida que se va aumentando la temperatura también
lo hace la rapidez del crecimiento y las concentraciones de bacteria. Por ello, se puede
deducir que los productos almacenados a temperaturas abusivas alcanzaran en

menos tiempo la dosis infectiva necesaria para desarrollar listeriosis.
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Figura 12: Prediccion del crecimiento de Listeria monocytogenes en lechuga iceberg a 4°C, 8°C,
10°C, 12°C y 14°C. Adaptado de Tucci, et al., 2019.

Mas aun, también se ha visto que la temperatura afecta a la expresion de factores
de virulencia en L. monocytogenes, tales como la hemolisina (hlyA), las internalinas

(inlA 'y inIB), la actA o las fosfatidilcolina fosfolipasas (pIcA y plcB). Segun un estudio
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llevado a cabo por Marras, et al., (2019), la expresion de genes de virulencia en
ensaladas de IV gama es directamente proporcional a la temperatura de
almacenamiento, es decir, cuando se conservan a temperaturas bajas su expresion

es menor (Figura 13).
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Figura 13: Expresién de genes de virulencia en funcién de la temperatura de almacenamiento.
Adaptacion de Marras, et al., 2019.

Como se puede ver en esta ultima figura, a 4°C la expresion de los genes de
virulencia es practicamente inexistente, excepto en el caso del gen actA que si
aumenta, pero de forma minima. A 8°C, también se puede observar que algunos
factores de expresion como la hemolisina o la fosfatidilcolina fosfolipasa A tienen
niveles de expresion bajos. Mientras que el resto, conforme se va aumentado la
temperatura de conservacion también aumenta la expresion de los factores de
virulencia, llegando a tener una expresion total a 37°C.

Teniendo en cuenta estos datos, se puede afirmar que uno de los factores mas
importantes para inhibir y/o enlentecer el crecimiento de L. monocytogenes o disminuir
su virulencia, es la conservacion de los alimentos a la temperatura recomendada por
el AESAN y otras instituciones, es decir, a una temperatura menor a 5°C. Sin embargo,
en diferentes estudios se ha demostrado que la temperatura de los frigorificos en las
casas suele ser superior a 5°C, es decir, muestran temperaturas compatibles con el
crecimiento de Listeria entre otros microorganismos. Por ejemplo, Carrasco, Pérez-

Rodriguez, Valero, Garcia-Gimeno, & Zurera, (2007) hicieron un estudio de la
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temperatura media de los frigorificos en Cordoba y esta se encontraba en los 6,68°C
con una desviacion de 2,94, e incluso se observo que habia algunos en los que estos
superaban los 10°C, aunque en un porcentaje menor. En otro estudio llevado a cabo
en Catalufia por Jofré, Latorre-Moratalla, Garriga, & Bover-Cid, (2019) se observé que
la temperatura media era de 5,4°C con una desviacion de 2,3, pero el 41% de los
frigorificos tenian temperaturas superiores a 6°C. Por lo que se puede ver gque,
ademas de constituir un riesgo, se siguen manteniendo los habitos desde el 2007 al
20109.

A parte de la temperatura y el pH, otros 2 factores que influyen en el crecimiento
de L. monocytogenes son la microbiota presente en la superficie del producto y el
envasado en atmosferas modificadas. La microbiota de las hortalizas actua inhibiendo
el crecimiento de Listeria, sin embargo, cuando se envasan los alimentos en
atmosferas modificadas (MAP) se inhibe el crecimiento de las bacterias de la
microbiota, pero no el de Listeria puesto que es una bacteria anaerobia facultativa. El
envasado en MAP se realiza con el fin de inhibir el crecimiento de esta microbiota que
es la causante del deterioro de los productos. No obstante, esto tiene un doble efecto
negativo puesto que, por una parte, no hay un efecto inhibidor de esta MAP sobre
Listeria, pudiéndose desarrollar libremente y, por otra, es que el aspecto del producto
no indica que esté deteriorado por lo que, si no se cumple con la vida util del producto,
la probabilidad de desarrollar la enfermedad aumenta (Cai, Worobo, & Snyder, 2019;
Carrasco Jiménez, 2007). Ademas, en los estudios de inoculacién anteriores también
se hicieron en productos que estaban envasados en MAP, por lo que se ha podido

comprobar que este envasado no ha impedido el desarrollo de Listeria.

4.3.3.2 PRESENCIA EN ALIMENTOS

Los datos de presencia de L. monocytogenes en alimentos de IV gama han sido
obtenidos a partir de los informes publicados por la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) entre los afios 2016-2018. En la tabla 7, se observan los datos
procedentes de muestras de productos horticolas, fruticolas y ensaladas de IV gama
tomadas en toda Europay, en la tabla 8 se muestran los datos de presencia de Listeria
en productos espafioles. También se intentdé hacer una busqueda de datos de
presencia a partir de estudios cientificos llevados a cabo en Espafia en estos
productos. Sin embargo, actualmente son escasos las investigaciones que abordan

este tema en alimentos de IV gama de origen espafiol.
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2016 2017 2018

Producto N.° % N.° % N.° %

muestras | positivos | muestras | positivos | muestras | positivos

Hortalizas y frutas listas

1.772 0,5% 1.773 0,6% 1.257 1,8%
para el consumo

Ensaladas listas para el
1.042 2% 902 4,2% 2.583 1,5%

consumo

Tabla 7: Presencia de Listeria monocytogenes en hortalizas y frutas de IV gama y en ensaladas RTE
de toda Europa entre los afios 2016-2018 segun los datos de EFSA 2017a, 2018a, 2019. Elaboracion
propia.

Los diferentes estudios de la EFSA en los productos de toda Europa mostraron
gue, en 2016, el 0,5% de las muestras de hortalizas y frutas RTE vy, el 2% de las
ensaladas RTE analizadas dieron positivo en cuanto a la presencia de Listeria. En
2017, ésta aumentd en ambos productos dando como resultado 0,6% en frutas y
hortalizas RTE y 4,2% en ensaladas RTE. Y, por ultimo, en 2018, la presencia en
frutas y hortalizas RTE aumenté hasta el 1,8%, mientras que en ensaladas RTE
disminuyo hasta el 1,5%.

Por otra parte, en los diferentes estudios llevados a cabo en alimentos de IV gama
espafioles (Tabla 8), también se obtuvieron valores bajos, o que sugiere que la

presencia de L. monocytogenes en estos alimentos es reducida.

Presencia en 25 g
Afo Producto
N.° de muestras % muestras positivas
Frutas y verduras RTE 434 0,46%
2018
Ensaladas RTE 497 7,85%
Frutas y verduras RTE 345 1,16%
2017
Ensaladas RTE 711 0,14%
Ensaladas RTE 591 0,5%
2016 Frutasy En25¢ 221 0%
verduras RTE En100g 108 1,85%

Tabla 8: Presencia de L. monocytogenes en alimentos de IV gama espafioles entre los afios 2016-
2018 segun los datos de EFSA, 2016, 2017b, 2018b. Elaboracion propia.

Los datos obtenidos de la EFSA sobre la presencia de L. monocytogenes en
alimentos de IV gama entre los afios 2016-2018 mostraron que, en 2016, en frutas y

verduras RTE era de 1,85% (n= 2) en muestras de 100 g y de 0% en muestras de 25
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g, siendo los productos que dieron positivo verduras RTE. En ensaladas se obtuvo
una presencia del 0,5% (n= 3), en dos muestras habia una concentracibn menor de
100 UFC/g y una contenia mas de 100 UFC/g. En 2017, en las muestras recogidas de
frutas y hortalizas la presencia de la bacteria en estos alimentos fue de 1,16% (n= 4),
en tres soOlo se detectd la presencia de Listeria y en una se observd que la
concentracion era menor a 100 UFC/g. Los datos referentes a ensaladas
disminuyeron a 0,14% (n= 1) con respecto al afio anterior. Y finalmente, en 2018, en
productos de fruticolas y horticolas RTE la presencia de L. monocytogenes era de
0,46% (n=2), siendo los productos que dieron positivo verduras con mas de 100 UFC/g
y menos de 100 UFC/g cada uno. En ensaladas RTE, aument6 con respecto al afio
anterior a 7,85% (n= 39), detectandose en 36 muestras que la concentracion era
menor a 100 UFC/g y, en el resto sélo se detect6 su presencia.

Ademas, a partir de los datos recogidos de ese informe, también se ha podido
determinar que la mayoria de las muestras que dieron positivo (82 %), se obtuvieron

de productos que se encontraban en las plantas de procesamiento.

4.4 CARACTERIZACION DEL RIESGO

Este ultimo paso de la evaluacion de riesgos consiste en una combinacién de la
informacion obtenida de los otros apartados, es decir, se hace una estimacion de la
probabilidad de ocurrencia y severidad de la listeriosis basandose en la
caracterizacion del peligro y la determinacion de la exposicion.

Con la informacién recogida a lo largo de la evaluacion de riesgos se ha llegado a

la conclusibn de que, en primer lugar, puede haber una transmisiéon de L.
monocytogenes a través de los alimentos de IV gama, pero, en segundo lugar, la
probabilidad de desarrollar la listeriosis es baja.

Estos argumentos obedecen, en el primer caso a que:

e Segun los informes realizados por la EFSA tras la recoleccion de muestras de
diferentes alimentos de IV gama, hay evidencias de que L. monocytogenes esta
presente en los productos tras el procesamiento. Sin embargo, se ha podido
ver que el porcentaje de muestras contaminadas es, mayoritariamente, bajo
(<2%).

e L. monocytogenes puede sobrevivir y crecer en muchos de estos alimentos de
IV gama si las condiciones de almacenamiento no son las adecuadas, tal es el

caso de frutas como el melén o el coco u, hortalizas como la lechuga o
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remolacha, que en caso de ser almacenados a temperaturas abusivas permiten
el crecimiento de Listeria.

Y en el segundo es debido a que:

e En Espafia, no se han descrito hasta el momento casos ni brotes asociados al
consumo de alimentos de IV gama.

e El nimero de casos de listeriosis asociados a la consumicion de estos
alimentos de IV gama a nivel internacional son bajos.

e Segun la evaluacion de riesgos realizada por la FDA, los alimentos de IV gama
estan clasificados como productos de bajo riesgo en funcion del riesgo relativo
de contraer listeriosis por el consumo de cada racion, al contrario que otros
alimentos como los productos céarnicos o lacteos. Ademas, estimaron que el
namero de casos que aparecerian debido a su consumo era menor de 1
caso/afno (FDA, 2003).

Aun asi, se necesitarian mas datos para hacer una evaluacién de riesgos mas precisa

con respecto a la presencia de Listeria monocytogenes en alimentos de IV gama.
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5. CONCLUSIONES

Tras la evaluacion de los diferentes alimentos de IV gama, se ha podido ver que
la probabilidad de que Listeria esté presente en éstos o que, incluso se supere el limite
microbiolégico, de 100 UFC/g, establecido por el Reglamento (CE) no 2073/2005, es
muy baja. Por tanto, se pueden clasificar como alimentos con un bajo potencial de
transmision de Listeria dado que la posibilidad de desarrollar listeriosis en caso de
consumir este tipo de productos es baja. Este hecho queda respaldado también por el
informe realizado por la FDA.

Por otro lado, a lo largo de la evaluacién de riesgos, se ha podido ver que uno de
los factores que aumenta la probabilidad de desarrollar listeriosis es la de pertenecer
a uno de los grupos de riesgo junto con el consumo abundante de este tipo de
alimentos. Con respecto a estos alimentos, se observa que son principalmente
consumidos por una parte de la poblacién de riesgo, es decir, los mayores de 65 afios
y, que incluso con concentraciones bajas de L. monocytogenes pueden desarrollar
listeriosis invasiva. Por ello una propuesta para ser tenida en cuenta, podria ser la de
su inclusion entre los alimentos a los que se le exige la aplicacién del criterio de
“tolerancia cero”, es decir, ausencia de la bacteria en 25 g de producto antes de que
salga de la fabrica.

Con respecto a los factores que favorecen el crecimiento de la bacteria en estos
alimentos, se ha podido ver que el control de la temperatura de almacenamiento es
uno de los elementos mas importantes a tener en cuenta para evitar que haya un
crecimiento exponencial de la bacteria y que con ello, aumente la probabilidad de
ingerir dosis altas. En este sentido, analizando mas detenidamente los resultados
obtenidos a partir de los estudios en los que se modificé la temperatura de
almacenamiento, se ha podido determinar que los alimentos almacenados a
temperaturas mayores de 5°C tendran mas riesgo asociado, incluso si se consume a
lo largo de su vida util, que aquellos productos que hayan sido almacenados a 4°C.
Esto se debe a que a esta temperatura el crecimiento de L. monocytogenes es mucho
mas lento, por tanto, en caso de que esté presente la bacteria en el producto, se
ingeririan dosis cuya probabilidad de que provocasen listeriosis en el consumidor seria
baja.

A parte de la temperatura, se ha podido observar que el envasado de los
productos en atmdsferas modificadas aumenta el riesgo de desarrollar listeriosis. Esto

se debe a que, como se menciond antes, al verse inhibido el crecimiento de la flora
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microbiana que impide el sobrecrecimiento de Listeria, en caso de que la bacteria esté
presente en el producto, las caracteristicas organolépticas de este se lo permitan y se
conserven a temperaturas abusivas, L. monocytogenes crecera durante el periodo de
almacenamiento pudiendo llegar a alcanzar la dosis infectiva. Asimismo, si a esto se
le suma que, no hay un deterioro del producto puesto que no hay crecimiento de la
microbiota, si se consumiese fuera del periodo de vida util, el riesgo de desarrollar
listeriosis en mucho mayor, ya que Listeria ha tenido tiempo suficiente como para
alcanzar dosis peligrosas.

En resumen, hay que respetar las recomendaciones que se dan en el etiquetado
con respecto a las condiciones de conservacion y la fecha de caducidad para que en
caso de que la bacteria estuviese presente, no se multiplique hasta alcanzar niveles
peligrosos para la salud.

Por ultimo, cabe destacar que la busqueda de informacion, con el fin de realizar
la evaluacion de riesgo de L. monocytogenes en alimentos de IV gama, pone de
manifiesto que queda mucho por investigar en este campo, pues siguen existiendo
vacios que impiden la realizacién de evaluaciones de riesgo mas precisas. Esto se
deja ver, por ejemplo, en la falta de estudios que determinen las concentraciones
exactas de Listeria en los alimentos en los que se detectd su presencia. Al igual que
faltan datos mas precisos sobre quienes consumen estos alimentos, ya que no se
hace referencia expresa a otra de las poblaciones de riesgo, como son las
embarazadas. Finalmente, también seria interesante que aumentaran los estudios de
inoculacion en diferentes productos tanto fruticolas como horticolas. Esto abre sin
duda la posibilidad de desarrollar esta linea de investigacion a estos campos con el
fin de evitar riesgos para la salud publica, principalmente, en las poblaciones de riesgo,

derivados del consumo de estos alimentos.
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