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El botulismo transmitido por alimentos es provocado tras la ingestion de una neurotoxina (BoNT)
producida fundamentalmente por Clostridium botulinum. Esta bacteria presenta seis Grupos feno-
tipicos, siendo los Grupos | y Il los relacionados con la enfermedad en humanos. Las BoNT se
clasifican en siete tipos principales con diferente potencial antigénico, siendo los tipos A, B, E'y
F, los responsables del botulismo en humanos. Estas son producidas por C. botulinum | (mesofilo,
temperatura de produccion de toxinas entre 30y 37 °C) y Il (psicrotrofo y capaz de desarrollar la to-

xina hasta a 3-4 °C). La formulacion del alimento (pH, actividad de agua (a, ), concentracion de NaCl,
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adicion de conservadores) es clave para evaluar el riesgo de botulismo, y el tratamiento térmico
(esterilizacion) es la principal medida de control. Por ello, tradicionalmente, el riesgo de botulismo
se ha asociado con deficiencias en el tratamiento térmico de alimentos en conserva.

También son particularmente vulnerables los alimentos de V gama (cocinados, envasados, so-
metidos a un ligero tratamiento de pasteurizacion y listos para ser consumidos tras un proceso
final de calentado previo al consumo) cuando, ademas, estan refrigerados y envasados al vacio
o en atmosferas modificadas (REPFED, Refrigerated Processed Foods of Extended Durability), ya
que dependiendo de su composicion, pueden permitir el crecimiento de C. botulinum Grupo Il a
temperaturas superiores a 3,3 °C, con el consecuente desarrollo de la toxina botulinica que nova a
ser inactivada durante el calentamiento previo al consumo del alimento.

Para mitigar los riesgos de botulismo en este tipo de alimentos es fundamental el seguimiento
de unas buenas practicas higiénicas a lo largo del proceso de elaboracion. Del mismo modo es
importante que su formulacion sea tal que impida el desarrollo del patdgeno (pH, a , concentracion
de NaCl o algun tipo de agente antimicrobiano). Asimismo, es crucial un control estricto de la tem-
peratura de almacenamiento del alimento (por debajo de 4 °C, idealmente por debajo de 3,3 °C) y
que el consumidor se adhiera a las instrucciones de conservacion y consumo proporcionadas por
el productor.

Palabras clave
Botulismo, Clostridium botulinum, toxina botulinica, alimentos de V gama refrigerados.

Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (AESAN) on the risk assessment of botulism resulting from
the consumption of vacuum-packed or modified atmosphere-packed foods

Foodborne botulism is caused by the ingestion of a neurotoxin (BoNT) primarily produced by Clos-
tridium botulinum. This bacterium is classified into six phenotypic groups, with groups | and Il being
associated with human disease. BoNT are divided into seven main types with different antigenic
potentials, of which types A, B, E, and F are responsible for botulism in humans. These toxins are
produced by C. botulinum group | (mesophilic, with toxin production temperatures between 30 and
37 °C) and group Il (psychrotrophic, capable of producing toxins at temperatures as low as 3-4 °C).
The formulation of food products (pH, water activity (a ), NaCl concentration, addition of preser-
vatives) is critical for assessing botulism risk, and thermal processing (sterilization) remains the
primary control measure. For this reason, the risk of botulism has traditionally been associated with
deficiencies in the thermal treatment of canned foods.

Additionally, V-range foods (cooked, packaged, lightly pasteurized, and ready-to-eat products that
require reheating before consumption), especially those that are refrigerated and vacuum-packed
or stored in modified atmospheres (known as Refrigerated Processed Foods of Extended Durability,
REPFED), are particularly vulnerable. Depending on their composition, these products may permit



the growth of C. botulinum group |l at temperatures above 3.3 °C, with subsequent toxin production
that cannot be inactivated during reheating before consumption.

To mitigate risks in this type of food, adherence to good hygienic practices throughout the pro-
duction process is essential. Similarly, the formulation of the product should be designed to prevent
pathogen growth (e.g., through pH control, a reduction, NaCl concentration, or the use of anti-
microbial agents). Strict control of storage temperatures (below 4 °C, ideally below 3.3 °C) is also
crucial, as is ensuring that consumers follow the storage and consumption instructions provided by
the manufacturer.

Botulism, Clostridium botulinum, botulinum toxin, refrigerated V-range foods.

Cita sugerida

Comité Cientifico AESAN. (Grupo de Trabajo) Rodrigo, M.D., Capita, R.M., Mayo, B., Sanchez, G.y
Valero, A. Informe del Comité Cientifico de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nu-
tricion (AESAN) sobre la evaluacion del riesgo de botulismo derivado del consumo de alimentos
envasados al vacio o en atmosfera modificada. Revista del Comité Cientifico de la AESAN, 2024, 40,
pp: 33-69.
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El botulismo es una enfermedad de origen alimentario grave, pero infrecuente, que se produce tras
la ingestion de una neurotoxina (BoNT) desarrollada tras la germinacion y multiplicacion de espo-
ras fundamentalmente de Clostridium botulinumy algunas otras especies de Clostridium, como C.
argentinense, C. baratii o C. butyricum.

C. botulinum es un bacilo Gram positivo, anaerobio estricto y esporulado. Las esporas de este mi-
croorganismo estan ampliamente distribuidas en el suelo y en los sedimentos acuaticos, pudiendo
contaminar distintos tipos de alimentos. En funcién de sus propiedades seroldgicas hay descritas
siete BoNT principales producidas por C. botulinum (A, B, C, D, E, Fy G). Los tipos A, B, Ey F son,
principalmente, los que se asocian con el botulismo en seres humanos. Las cepas de C. botulinum
también se clasifican en cuatro Grupos (I-IV) en funcion de sus diferentes propiedades bioquimicas,
especialmente en relacion a su capacidad proteolitica. Las cepas de C. botulinum que producen
el botulismo en humanos pertenecen al Grupo | (cepas proteoliticas y mesofilas que producen las
toxinas A, B y F) y al Grupo Il (cepas no proteoliticas y psicrotrofas que producen las toxinas B, F
y E). Por ello, para evaluar el riesgo de botulismo derivado del consumo de alimentos, es de gran
importancia considerar no solo los aspectos relacionados con C. botulinum, si no también conocer
las condiciones que derivan en el desarrollo de la toxina.

Durante los meses de junio y julio de 2023, se detectd en Espafia un incremento de casos de
botulismo, que sugerian la asociacion entre el consumo platos preparados envasados al vacio o en
atmésfera modificada y el desarrollo de la enfermedad. Dicha asociacion no fue confirmada micro-
bioldgicamente al no detectarse la presencia de C. botulinum, ni de toxina botulinica, en el analisis
microbioldgico realizado en los platos preparados de los lotes potencialmente vinculados al brote.
Sin embargo, considerando la gravedad de la patologia, asi como el hecho de que no seguir las
instrucciones de conservaciony utilizacién indicadas en el etiquetado de ciertos alimentos o platos
preparados, envasados al vacio o en atmésferas modificadas, puede suponer un riesgo grave, se
requiere evaluar el riesgo de botulismo y su relacién con el consumo de estos alimentos. Por tanto,
se solicita al Comité Cientifico de la Agencia de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) un
informe en el que se evalle:

1. El crecimiento de C. botulinum en diferentes matrices alimentarias, teniendo en cuenta los
factores que influyen en el mismo: contenido de oxigeno, pH, actividad de agua (aw), conser-
vadores, temperatura y tiempo de conservacion, asi como posibles indicaciones de trata-
miento o cocinado en el etiquetado.

2. Elriesgo de botulismo relacionado con el consumo de alimentos que se envasan al vacio o
en atmdsferas modificadas, sometidos o no a tratamientos de pasteurizacion post-envasa-
do, y conservados a temperaturas de refrigeracion.

2. Antecedentes

2.1 Clostridium botulinum: aspectos taxonémicos
El género Clostridium es un miembro de la familia Clostridiaceae, en el orden Clostridiales, cla-
se Clostridia y filo Bacillota (anteriormente Firmicutes) (Finegold et al., 2002). Este género consta



de, aproximadamente, unas 200 especies Gram-positivas, formadoras de esporas, entre las que se
incluyen notables especies patdgenas como Clostridium difficile (reclasificada de forma reciente
como Clostridiodes difficile), C. botulinum, C. tetaniy C. perfringens. La clasificacion original se
basaba en la caracterizacion fenotipica de los aislados como anaerobios estrictos, Gram-positivos
y formadores de endosporas. La informacién genémica mas reciente, sin embargo, demuestra que
muchas de las especies clasificadas dentro del género Clostridium estan lejanamente emparenta-
das segUn los principios taxondmicos mas actuales (Lawson y Raney, 2016).

C. botulinum es una bacteria anaerobia estricta, Gram-positiva, esporulada, con forma de bacilo
(mide, aproximadamente, 3-8 ym de largo por 0,4-1,2 ym de ancho) (Corsalini et al., 2021) y cuyas
células se presentan individualmente o agrupadas (en parejas o cadenas cortas). C. botulinum se
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, pudiendo estar presente en tierra, polvo, agua
y sedimentos marinos y de aguas dulces (Long y Tauscher, 2006) (Espelund y Klaveness, 2014). Las
esporas pueden persistir en suelos y sedimentos durante décadas, ya que presentan una eleva-
da resistencia a diferentes factores ambientales, como desecacion, agentes quimicos, radiacion
o altas concentraciones de oxigeno (Liu, 2024). Ademas, el microorganismo esta ocasionalmente
presente en el contenido intestinal de animales asintomaticos (peces, aves y mamiferos) (Espelund
y Klaveness, 2014).

En base a la combinacion de analisis moleculares y perfiles metahélicos, se han establecido seis
Grupos fenotipicos dentro de la especie C. botulinum (I-V1) (Liu, 2024), siendo las cepas de los Gru-
pos | (proteoliticas) y Il (no proteoliticas) las mas cominmente asociadas con casos de botulismo
humano (Artin et al., 2008).

Las cepas del Grupo | tienen actividad proteolitica. Puesto que son mesofilas y su temperatura
minima de crecimiento es de 10 °C, tienen una importancia limitada en los alimentos refrigera-
dos, salvo que se produzca una rotura de la cadena de frio (Parker et al., 2015). Estas cepas estan
principalmente asociadas a casos de botulismo humano por alimentos enlatados, dada la elevada
termorresistencia de sus esporas, necesitdndose tratamientos de, al menos, 121 °C durante 3 mi-
nutos para inactivarlas (Carter y Peck, 2015) (Rawson et al., 2023). Las cepas del Grupo Il son, ge-
neralmente, psicrotrofas (crecen a temperaturas menores de 7 °C), produciendo esporas de menor
termorresistencia que las de los Grupos | y IIl. Son cepas no proteoliticas, que pueden crecery pro-
ducir toxinas a temperaturas de refrigeracion, incluso algunas lo hacen a temperaturas inferiores
a4°C, por lo que tienen gran importancia en los alimentos refrigerados o que han sido sometidos a
un tratamiento térmico suave (principalmente pescados y mariscos) y envasados en anaerobiosis.

Por su parte, las cepas del Grupo lll son mesdfilas o ligeramente termdfilas y productoras de
esporas de termorresistencia moderada (Portinha et al., 2022). Las cepas del Grupo IV son proteoli-
ticas y no glucoliticas, las del Grupo V son cepas no proteoliticas capaces de fermentar la glucosa
y, finalmente, las del Grupo VI son cepas parcialmente proteoliticas que no fermentan la glucosa
(Liu, 2024). En las Tablas 1,2, 4,5, 6 y 7 se muestran las principales caracteristicas de cada uno de

los Grupos de C. botulinum segln diferentes autores consultados.
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Tabla 1. Caracteristicas de los diferentes Grupos fenotipicos de Clostridium botulinum
Propiedad Grupos fenotipicos de Clostridium botulinum

[{

i Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV Grupo V Grupo VI

Tipos de A, B, F AB,
toxina BF FA B4, E, F6 C,CD,DC G F7 E4/5
Protedlisis + - +- + - +-
Fermentacion N N ) ) N
de la glucosa
Grupo de
gen_e_s gue orfX+, orfX+, ha + ha + orfX + orfX +
codificanla ha + ha +
toxina
Grupo Humanos Humanos Animales n.d. Humanos Humanos
afectado
Tipos C. . Renombrado | Renombrado | Renombrado

L C. haemolyticum . .
proximos sporogenes C o C. C. barati C. butyricum

S ; . novyitipo A ; . .

no toxigénicos | serotipo B argentinense | serotipo F serotipo E

2No disponible. Fuente: (Liu, 2024).

Las diferencias entre cepas de distintos Grupos fenotipicos de C. botulinum tiene una base ge-
nética, como se ha confirmado recientemente mediante estudios de genémica comparada (Smith
et al., 2020). La localizacion de los genes que codifican las distintas toxinas es también diferente.
Dependiendo de la cepa, los genes de los Grupos | y Il estan codificados en el cromosoma o en
plasmidos, mientras que los genes de las cepas del Grupo Ill estan localizados en un bacteriéfa-
go y, las del Grupo IV, en plasmidos (Moore y Lacey, 2019). Ademas, los genomas de las distintas
cepas varian ampliamente en tamafio (entre 2,4 y 4,5 Mb), lo que indica grandes diferencias en su
potencial genético.

2.2 Toxina botulinica

C. botulinum produce la toxina botulinica (BoNT). Esta es, probablemente, la toxina con mayor acti-
vidad bioldgica conocida; ademas, es el agente causal del botulismo (Rawson et al., 2023). Otras 15
especies de clostridios, incluyendo C. baratii, C. argentinensey C. butyricum son capaces también
de producir BoNT (Poulain y Popoff, 2019). Las BoNT son metaloproteasas que escinden especifi-
camente las proteinas solubles de las terminaciones postsinapticas, impidiendo la liberacion del
neurotransmisor y blogueando la transmision de la sefial neuronal a los masculos efectores (Ros-
setto et al., 2021). Sin embargo, las BoNT no son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica
y, por tanto, solo afectan a los nervios motores. Las BoNT comparten una estructura similar y se
sintetizan como una protoxina de 150 kD (Meurens et al., 2023). La protoxina original se escinde en
dos cadenas polipeptidicas asimétricas: una cadena pesada (100 kD) y una ligera (50 kD). Estas dos
cadenas constituyen la toxina activa y estan unidas de forma covalente por puentes disulfuro. En
las cepas proteoliticas, la proteasa celular es responsable de la activacioén, mientras que, en las

cepas no proteoliticas, la toxina se activa por la accién degradativa de otros microorganismos pro-



teoliticos presentes en el medio (Popoffy Briiggemann, 2022). Todas ellas tienen un modo de accién
similar: la cadena pesada de la toxina activada se une a las células neuronales periféricas y permite
la endocitosis de la cadena ligera (Rawson et al., 2023). En el interior de las células, la cadena ligera
se une a las proteinas responsables de la exocitosis de acetilcolina, de forma que esta no se libera
y se pierde la actividad nerviosa utilizada para controlar los misculos.

Las BoNT se clasifican en siete tipos con distinto potencial antigénico (A, B, C, D, E, Fy G) (Peck
et al., 2017). Las toxinas A, B, E'y F son las responsables principales del botulismo en humanos (el
65 % debidos a la toxina tipo A, el 25 % a la toxina tipo E y el 7 % a la toxina tipo B). Son producidas
por los genotipos de C. botulimum 1 (A, By F) y 1l (B, Fy E). Debido a las diferencias en temperaturas
de crecimiento de los distintos genotipos (Tablas 2, 4, 5, 6 y 7), la temperatura dptima de formacion
de las BoNT A, producida por C. botulinum | (mesofilo) oscila entre 30y 37 °C, pero las BoNT B, Ey F,
que pueden ser producidas por C. botulinum 11 (psicrotrofo), se pueden desarrollar a temperaturas
tan bajas como 3-4 °C. Por ello, es posible que, en el caso de alimentos de baja acidez, no esteriliza-

dos, almacenados en condiciones de anaerobiosis y en refrigeracion se pueda desarrollar la BoNT.

Tabla 2. Caracteristicas de las cepas de Clostridium spp. productoras de neurotoxinas (BoNT)
Grupo Grupo Il Grupo lll Grupo IV GrupoV | Grupo VI
Caracteristicas | n('ﬁ'”"m (C. botulinum no (. (c . |(c bara-
proteolitico) proteolitico) botulinum) | argentinense) | butyricum) tii)
A
B (cepas E
Tipos de proteoliti- B (cepas no o
neurotoxinas o G E F
X cas) proteoliticas)

producidos

F F

H
Protedlisis + - - + - -
Temperatura
Optima de 35-40°C 18-25°C 40°C 37°C 30-37°C | 30-45°C
crecimiento

Humanos Humanos (gene- Brotes no
Casos de (gene- ralmente alimentos | Animales informados:
botulismo ralmente | refrigerados o some- | (C-aves; aislamiento's Humanos | Humanos
asociados alimentos tidos a tratamiento | D-vacuno) )
. ambientales
enlatados) térmico suave)

Fuente: (Rawson et al., 2023)

Las BoNT se producen tras las fases de esporulacion y germinacion (Shen et al., 2019). Existen
evidencias de que, en el caso de las toxinas producidas por cepas no proteoliticas, se necesita un
tiempo de, al menos, 10 dias a 8 °C para que se desarrollen (Peck et al., 2006). /n vitro, los niveles
mas altos de neurotoxinas se producen al final de la fase exponencial de crecimiento y en las pri-
meras fases de desarrollo estacionario (Popoff y Briiggemann, 2022). Los diferentes tipos de BoNT
tienen diferente estabilidad al calor y a otras condiciones ambientales (Tablas 4 y 7). En general,
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las BoNT se desnaturalizan tras 10 minutos a 100 °C o 30 minutos a 80 °C y se mantienen estables
durante mas de 3 ciclos de congelacion y descongelacion (Munir et al., 2023). Como caracteristica
comun, todas ellas son muy estables en ambientes de extrema acidez.

2.3 Botulismo

El botulismo es una enfermedad paralizante, poco frecuente, pero grave, que llega a ser mortal sino
se diagnostica rapidamente y se trata con la antitoxina botulinica (ANSES, 2019), siendo necesario,
en algunos casos, un tratamiento de apoyo, especialmente ventilacion mecénica.

Dependiendo de las caracteristicas del hospedador y de la ruta de infeccion, existen cinco ti-
pos principales de botulismo: botulismo transmitido por alimentos, botulismo por heridas, botulismo
infantil, botulismo iatrogénico y toxemia intestinal en adultos (CDC, 2024), de los que el botulismo
transmitido por alimentos es el mas com(n. Como se ha comentado anteriormente, la causa de
este ultimo es la ingestion de alimentos contaminados con BoNT. En un estudio elaborado por el
RIVM (Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieu), se estimé que valores por encima de 0,06 ng/
kg peso corporal podrian ocasionar efectos adversos para la salud, mientras que valores de entre
0,004 y 0,008 ng/kg peso corporal se podrian considerar seguros (RIVM, 2000). El botulismo humano
se caracteriza por una debilidad bilateral de los midsculos descendentes, los sintomas general-
mente comienzan en los nervios craneales y se presentan como vision borrosa o doble, sequedad
de boca y dificultad para hablar (Johnson et al., 2008). La sintomatologia temprana cléasica del bo-
tulismo se puede recordar utilizando la mneménica de las “cuatro D": disartria, diplopia, disfonia
y disfagia (Rawson et al., 2023). Los sintomas del botulismo duran de unos pocos dias a 8 meses,
aunque la recuperacion total pude durar afios.

2.4 Prevalencia de C. botulinum en alimentos

C. botulinum es un microorganismo que se puede encontrar en determinados alimentos, tanto de
origen vegetal como animal. Rhodehamel et al. (1992), Dodds (1993) y Chai et al. (2013) mencionan
presencia en espinacas, patatas, maiz, cascaras de cebolla, setas, ajos, coles, miel y carnes tanto
frescas como procesadas. C. botulinum también es comin en ciertos pescados y productos pes-
queros, como la trucha de piscifactoria (Hielm et al., 1998). La incidencia en las carnes es baja (Tom-
pkin, 1980) (Hauschild, 1989), aunque se ha detectado en carne de cerdo (Abrahamsson y Riemann,
1971) (Roberts y Smart, 1976).

Sin embargo, no existen muchos datos sobre la prevalencia en alimentos de V gama, refrigerados
y envasados al vacio o en atmdsferas modificadas. Pernu et al. (2020) pusieron de manifiesto una
alta prevalencia (32 %) de C. botulinum Grupo Il en salchichas de origen vegetal (74 muestras de
7 productores diferentes en el mercado aleman y finlandés), con un tratamiento térmico suave y
envasadas al vacio.

En el caso de la prevalencia en materias primas destinadas a ser utilizadas en alimentos REPFED
(Refrigerated Processed Foods of Extended Durability), esta es frecuentemente baja (datos dados
como nimero mas probable/kg): 2-3/kg (102 muestras); carne, 2-4/kg (143 muestras); productos lac-
teos, 2-5/kg (26 muestras); espesantes, 2-4/kg (143 muestras); aromas y salsas, 0,3-0,6/kg (25 muestras);
especias y hierbas, <0,6/kg (65 muestras), solo detectandose BoNT tipos Ay B (Carlin et al., 2004).



3. Alertas y brotes asociados a C. botulinum en alimentos envasados al

vacio o en atmosferas modificadas

En Europa se notifican cada afio alrededor de 100 casos confirmados de botulismo por los sistemas
nacionales de vigilancia (ECDC, 2023). Este nimero se ha mantenido estable desde 2017 hasta 2021,
con un promedio de 85 casos anuales (ECDC, 2023). En 2022, se notificaron 7 brotes de transmision
alimentaria en la Union Europea, afectando en promedio a un total de 20 personas, principalmente
en Italia (32), Rumania (11), Francia y Espafia. En los Estados Unidos, se producen un promedio de
110 casos de botulismo al afio, y el 25 % de ellos son casos confirmados de transmitido por alimen-
tos (CDC, 2024). Los brotes recientes declarados en Europa se han relacionado con conservas de
verduras caseras (ltalia), conservas de carne de cerdo y productos de jaman (Polonia y Rumania),
conservas de pescado y productos derivados de pescado, y en alimentos enlatados y productos
caseros (Francia) (ECDC, 2024).

Desde el afio 2020, la Red de Alerta Alimentaria Europea (RASFF, Rapid Alert System for Food and
Feed) ha notificado 7 alertas relacionadas con la presencia o sospecha de la BoNT en alimentos,
principalmente en platos preparados (Espafia en 2023 e Italia en 2024), setas en salmuera (Rusia en
2024), conservas (Francia en 2023), pescado y derivados (Turquia en 2022), y queso crema (Reino
Unido en 2020).

Tabla 3. Brotes recientes de botulismo alimentario relacionados con cepas no proteoliticas
Aiio Pais Producto Toxina Casos Causa brote Referencia
(muertes)
2001 Australia Pollo recalentado E 1 Fallo control | Mackle et al.
temperatura (2001)
2001 Estados Unidos C?Ia y patas de castor E 3 Fallo control CDC (2001)
ermentado-casero temperatura
2001 Canada Huevas de saimon E 4 n.d. Anon (2002)
fermentadas caseras
2002 | Estados Unidos Piel y grasa de beluga E 12 nd. McLaughlin et
casera al. (2004)
2003 Alemania Pescado salado casero E 3 Fallo control | - Eriksen et al.
temperatura (2004)
Salmon ahumando Consumido
2004 Alemania comercial envasado E 1 Dressler (2005)
. caducado
al vacio
Alemaniay ECDC/EFSA
2016 Espafia Pescado seco y salado E 5 n.d. (2016)
. Sardinas en conserva Meurice et al.
2023 Francia caseras B 15(1) n.d. (2023)

an.d.: no disponible.

Los brotes recientes de botulismo transmitido por alimentos asociados con C. botulinum proteoliti-
co estan, fundamentalmente, relacionados con conservas alimentarias procesadas o conservadas
de manera inadecuada. En el caso de los brotes de botulismo transmitidos por C. botulinum no
proteolitico, estos han estado, fundamentalmente, asociados a alimentos refrigerados en los que
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previamente a su consumo no se ha respetado la vida Gtil comercial o su temperatura de almace-

namiento (Tabla 3).

4. Factores que influyen en la supervivencia de C. botulinum en alimentos

4.1 Efecto del contenido en oxigeno

Las principales caracteristicas del microorganismo, asi como las condiciones necesarias para su
crecimiento y produccion de toxinas, se incluyen en las Tablas 1, 2, 4, 5y 6, basadas en los datos
ofrecidos por diferentes autores consultados. C. botulinum es una bacteria anaerobia (en ausencia
de oxigeno puede germinar y producir la toxina botulinica, por ejemplo, en conservas vegetales).
Sin embargo, la presencia de altos niveles de oxigeno, por si sola, no es una barrera suficiente para
impedir el crecimiento o produccion de toxinas (Camerini et al., 2019). Por un lado, se ha comproba-
do que el microorganismo puede tolerar trazas de oxigeno dada su produccion de superéxido dis-
mutasa (Liu, 2024). Adicionalmente, es posible que en el seno del alimento se den microambientes
en los que la bacteria esté protegida del efecto del oxigeno y, por lo tanto, del estrés oxidativo (AC-
MSF, 2024). En este sentido, en condiciones de laboratorio, se ha detectado crecimiento y produc-
cion de toxinas de C. botulinum proteolitico en productos de panaderia de alta humedad (actividad
de agua (a )= 0,990) envasados en atmésfera modificada (15 % oxigeno) a 25 °C (Daifas et al., 1999)
y en champifiones envasados en una pelicula plastica semipermeable (Whiting y Naftulin, 1992). Del
mismo modo, Cai et al. (1997) y Erickson et al. (2015) describieron también la produccién de BoNT

tipo E en bagre y salmén, respectivamente, envasados en materiales permeables al oxigeno.

4.2 Efecto del pH

Por lo que respecta al pH, las cepas de C. botulinum pueden crecer con valores de pH de 4,6 o
superiores, por lo que suponen un riesgo en alimentos de baja acidez (Peck, 2009). Si bien algunos
brotes de botulismo se han atribuido a alimentos con pH inferior a 4,6, se ha comprobado que dichos
productos estaban también contaminados con mohos, que habian incrementado el pH del alimento,

permitiendo a C. botulinum crecer y producir toxinas (Peck, 2009).

Tabla 4. Condiciones necesarias para la supervivencia, el crecimiento y la produccion de toxinas de
Clostridium botulinumy otros clostridios neurotoxigénicos en condiciones de laboratorio
¢. botulinum | & Botulinum| C. botulinum | & b o0 i . )
Grupo Il Grupo lll C. butyricum|  C. baratii
Grupo | Grupo IV
. No No P Grupo V Grupo VI
Proteolitico - - Proteolitico
proteolitico | proteolitico
Tipos de
neurotoxinas A B, F B,E F C,D G E F
producidos
Clostridios no
productores de Ninauno en c
neurotoxinas C. sporogenes g C. novyii . C. butyricum|  C. baratii
ese momento argentinense
estrechamente
relacionados




Tabla 4. Condiciones necesarias para la supervivencia, el crecimiento y la produccion de toxinas de
Clostridium botulinumy otros clostridios neurotoxigénicos en condiciones de laboratorio

C. botulinum| C. botulinum

C. botulinum C. botulinum

Grupo Il Grupo lll C. butyricum|  C. baratii
Grupl’) I No No Grupo’I_V Grupo V Grupo VI
Proteolitico - o Proteolitico
proteolitico | proteolitico
Crecimiento Min¢ |Opt: [Max=|Min| Opt [Max{Min| Opt |Max|Min|Opt|Méax|Min|Opt|Méax|Min| Opt | Max
0 35- 18- 30-
Temperatura (°C) | 10 48 25 45|15 (37-40|n.d.%|n.d.| 37 [n.d.| 12 3-37|n.d.| 10 n.d.
40 25 45
pH 46 |nd.[ 9 | 5| 7|9 |51 %’13 9 (46| 7 |nd.[48] 7 (nd.[37] 7 | nd.
Actividad de g 1 |, 4 1 n.d. 0,97 n.d. |n.d.0.97) nd. | nd. |0,94|n.d|nd.nd.n.d|nd.|nd|nd. | nd.
agua (a )
% de NaCl que
inhibe 10 5 5 10 n.d. 85

el crecimiento

Produccion de toxinas

Temperatura 10 3 15 nd. 12 10
minima (°C)
Actividad de 0,94 0,97 0,97 0,94 n.d. n.d.

agua (a ) minima

sMin.: minimo. ®Opt.: 6ptimo. °Max.: maximo. n.d.: no disponible. Fuente: (ANSES, 2019).

4.3 Efecto de la actividad de agua (a )

Elvalor minimo de a , que permite el crecimiento y la produccion de toxinas de las cepas de C. botu-
linum se muestra en las Tablas 4, 5,6 y 7. La a minima para el crecimiento es de 0,94 en el caso de
las cepas proteoliticas y de 0,97 para las no proteoliticas, si bien el valor puede verse afectado por
el tipo de sustrato (menor con glicerol que con NaCl) o alimento.

Tabla 5. Condiciones marginales para el crecimiento de Clostridium botulinum

Condiciones Cepas proteoliticas Cepas no proteoliticas
Valor minimo de actividad de agua (a,) 0,935 0,970

Valor minimo de pH 4,6 50

Valor maximo de pH 9,0 9,0
Concentracion méaxima de NaCl 10 % 5%
Temperatura minima 10-12°C 33°C
Temperatura méaxima 50°C 45°C

Fuente: (Chaidoutis et al., 2022).

4.4 Efecto de los conservadores alimentarios

Para controlar el riesgo de botulismo, podria ser de interés recurrir al empleo de ciertos aditivos
alimentarios cuyo uso, ademas de efectivo, debe encontrarse permitido por la legislacién de aplica-
cion, y estara condicionado, entre otros motivos, por el tipo de alimento de que se trate. Por ejem-
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plo, en el caso de algunos productos carnicos, como el jamén, la utilizacién de nitratos y nitritos ha
demostrado ser una estrategia eficaz. Sin embargo, y a pesar de las ventajas de estos compuestos,
su empleo plantea algunos inconvenientes, como el hecho de que pueden reaccionar con aminas
secundarias, resultando en la formacidon de N-nitrosaminas, sustancias con potencial actividad
carcinogénica (Chaidoutis et al., 2022) (Munir et al., 2023). Por ello, el empleo y la concentracion de
uso maxima para estos aditivos esta limitado en la legislacion.

Ademas de los nitratos y nitritos existen otros aditivos que, como se ha sefialado anteriormente,
dependiendo del alimento en cuestion, podrian utilizarse como conservadores, entendiendo como
tales aquellas sustancias que prolongan la vida Gtil de los alimentos, protegiéndolos del deterioro
causado por microorganismos o que protegen del crecimiento de microorganismos patégenos.

Los aditivos alimentarios autorizados y sus condiciones de uso en la elaboracién de los alimentos
se establecen en el Reglamento (CE) N° 1333/2008 sobre aditivos alimentarios (UE, 2008). Mas con-
cretamente, las condiciones de uso se identifican en la parte E del anexo Il dicho reglamento, que
se organiza en categorias alimentarias, de tal manera, que para conocer los aditivos cuyo empleo
se permite en un alimento en particular, es imprescindible conocer la categoria alimentaria en la
que dicho alimento se clasifica.

4.5 Efecto de la temperatura

La temperatura de crecimiento optima de C. botulinum Grupo | es de 35-40 °C (Liu, 2024). En el
caso de las cepas de este Grupo, la temperatura minima de crecimiento es de 10 °C (12 °C, seg(in
algunos autores) (Tablas 2, 4,5, 6y 7). Las cepas del Grupo Il presentan una temperatura dptima de
crecimiento de 26-28 °C, y la particularidad de que pueden crecer y producir toxina a 3 °C (incluso
a temperaturas inferiores, Tabla 7). Por ello, estas cepas constituyen el principal riesgo en relacion
con C. botulismo en alimentos refrigerados almacenados en condiciones anaerobias.

Tabla 6. Caracteristicas de los Grupos | y Il de Clostridium botulinum

Caracteristica

C. botulinum tipo |
(C. botulinum
proteolitico)

C. botulinum tipo Il
(C. botulinum no
proteolitico)

Neurotoxinas formadas A, B, F H? B,E F
Protedlisis® + -
Temperatura minima de crecimiento 12°C 3°C
Temperatura optima de crecimiento 37°C 30°C
Valor minimo de pH para el crecimiento 4,6 50
Concentracion de NaCl que previene el crecimiento 10 % 5%
Actl\{ld_ad de agua (a, ) minima (con NaCl) para el 094 0,97
crecimiento
Actlv_ldf'ad de agua (a,) minima (con glicerol) para el 093 094
crecimiento
Termorresistencia de las esporas® D,,,= 0,21 minutos D,,,= 2,4/231 minutos*
Clostridium no neurotoxigénico equivalente Clostridium

sporogenes

2Se puede formar mas de un tipo de toxina; tipo de neurotoxina H no verificada en el momento de la edicion
de la Tabla. "La protedlisis denota la capacidad para degradar proteinas nativas (por ejemplo, clara de huevo



coagulada, carne cocida, caseina). Tanto C. botulinum Grupo | como C. botulinum Grupo Il pueden degradar la
gelatina. “Tiempo de reduccion decimal (valor D, es decir, el tiempo para lograr una reduccion decimal en espo-
ras viables) a una temperatura determinada especificada en tampan fosfato (pH 7,0). ?Valor D sin/con lisozima
durante la recuperacion. Fuente: (Carter y Peck, 2015).

Tabla 7. Condiciones para el crecimiento, supervivencia y produccion de toxinas en cepas de Clostridium
botulinum de interés en seguridad alimentaria

Caracteristica Condiciones ambientales Cepas del Grupo | Cepas del Grupo Il
Temperatura 6ptima (°C) 35-40 18-25
Rango de temperaturas (°C) 10-48 1,5-45
Valor de pH 6ptimo 7,0 7,0
Crecimiento ' .Rango de valores de ?H 4,6-9,0 5,0-9,0
de las células Actividad de agua (a,) minima con 0,94 0,97
vegetativas NaCl
Actividad de agua (a,) minima con 093 0.94
glicerol
% de NaCl que previene el 510 55
crecimiento
D,,=0,04-0,72 D,,=0,23-2,63
Resistencia de Calor .
las esporas Z~10°C
Congelacion Si Si
Desnaturalizacion tras 10 minutos a 100 °C 0 30
Calor . o
N minutos a 80 °C
Estab||_|dad de - Estable incluso tras 3 descongelaciones y
las toxinas Congelacion .
congelaciones
pH Mas estable en condiciones fuertemente acidas®

2En general, las toxinas son més estables en alimentos acidos, como salsa de tomate a pH 4,2, que en alimentos
de baja acidez, como maiz enlatado a pH 6,2. Fuente: (Munir et al., 2023).

5. Valoracion del riesgo de C. botulinum relacionado con el consumo de

alimentos envasados al vacio o en atmosferas modificadas sometidos o no

a tratamientos de pasteurizacion post-envasado

El botulismo transmitido por alimentos se produce tras la ingestion de una cierta cantidad de BoNT
generada una vez que las esporas de C. botulinum germinan y comienzan a multiplicarse en el ali-
mento. Debido a la gravedad de la enfermedad, en la practica, no se contempla un nivel aceptable
de toxina de C. botulinum en los alimentos. Y, aunque la produccion de toxina esta asociada con
la proliferacion de C. botulinum, es dificil determinar con precision la concentracion final en el ali-
mento por lo que, generalmente, la gestion del riesgo se basa en establecer margenes de seguridad
en base a la probabilidad de supervivencia, germinacion y crecimiento de esporas de C. botulinum.
En este sentido, la formulacion del alimento, asi como las condiciones de distribucion y almacena-
miento, son factores clave para disminuir el riesgo de C. botulinum.

De forma general, los productos catalogados como V gama se comercializan tras la aplicacion
de un tratamiento térmico y suelen precisar de un calentamiento previo al consumo. Algunos de
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estos platos preparados se pueden conservar a temperatura ambiente, por lo que se asocian a una
vida Gtil mas prolongada vy, por tanto, y en funcion de las diferentes medidas de control aplicadas,
podrian ser mas susceptibles de presentar crecimiento de C. botulinum (Membré et al., 2015). En
condiciones de refrigeracion, la generacion de toxina esta causada solamente por cepas no pro-
teoliticas, pudiendo constituir también un problema de seguridad alimentaria (Peck et al., 2006). A
pesar de que la toxina botulinica tiene una termorresistencia moderada (80 °C, 30 minutos) en com-
paracion con la espora, un calentamiento previo al consumo, con frecuencia resulta insuficiente
para la inactivacion de la toxina, con el consiguiente riesgo de intoxicacion alimentaria en caso de
ingestion de una cantidad suficientemente elevada. Esto hace que los tratamientos térmicos a nivel
doméstico no constituyan una medida efectiva para la mitigacion del riesgo asociado al botulismo.

Hauschild y Simonsen (1986) estimaron el margen de seguridad en niveles de probabilidad de
germinacion y crecimiento de esporas de C. botulinum proteolitico en productos céarnicos curados
de entre <107 y 10%. En su estudio, los citados autores se basaron en la utilizacion de datos proce-
dentes de industrias con respecto al nimero de unidades contaminadas por lote a lo largo de los
afos, junto con la informacion epidemiolégica de los casos de botulismo por alimentos. Esta infor-
macion puede proporcionar una evaluacion significativa de los riesgos reales de esos productos en
el pasadoy, en caso de que no se hayan reportado casos de botulismo, se podria demostrar que los
controles utilizados fueron validos y llevaron a un producto seguro. Asi mismo, Pflug (1987) estim¢
una probabilidad de 10° en aquellos alimentos conservados a temperatura ambiente que pueden
favorecer el crecimiento y produccion de toxina por parte de C. botulinum.

Peck et al. (2006) utilizaron el mismo enfoque para C. botulinum no proteolitico en alimentos re-
frigerados, incluyendo carne fresca envasada en atmdsfera modificada y al vacio, con una vida atil
méxima de 10 dias a <8 °C y sin otros controles especificos adicionales (pH, a , NaCl, etc.), aparte
de la temperatura de almacenamiento y la vida (til. En el citado estudio, se establecié que entre
1986 y 2005 se habian comercializado un total de 8,3 x 10° unidades en esas condiciones (vida atil
maxima de 10 dias a <8 °C) sin haberse reportado casos de botulismo, por lo que se deduce que la
probabilidad de aparicién de una unidad con presencia de toxina era igual o inferior a 1,58 x 10"°
para alimentos refrigerados con una vida Gtil maxima de 10 dias a <8 °C. Estas condiciones han
servido de base para el establecimiento de la vida Gtil bajo el principio de “70-day rule”, ya que la
formacion de toxina por parte de cepas no proteoliticas de C. botulinum se origina en un tiempo de,
al menos, 10 dias y a una temperatura <8 °C (ACMSF, 2006). Este hecho fue posteriormente demos-
trado por Peck et al. (2020) en carne fresca envasada y almacenada a una temperatura de entre 3y
8 °C. Sus resultados mostraron que la cantidad de toxina estuvo por debajo del limite de deteccién
en aquellas muestras almacenadas durante mas de 25 dias.

Segun la informacién disponible en los estudios de evaluacion de riesgos, la proporcion de uni-
dades contaminadas de un lote es normalmente muy baja, lo que hace disminuir considerablemente
el riesgo asociado a la produccién de toxina por parte de C. botulinum. Por tanto, considerando un
seguimiento de buenas practicas de higiene, junto con el control de calidad de las materias primas,
y unas condiciones adecuadas de conservacion (tiempo y temperatura), el riesgo deberia ser bajo
o muy hajo. Sin embargo, es necesario considerar la probabilidad de supervivencia de C. botulinum



en funcion de factores ambientales asociados a la formulacién del producto y condiciones de con-
servacion.

Dada la existencia de mdltiples factores asociados a la produccion de toxina por parte de C. bo-
tulinum, hasta la fecha son escasos los estudios que abordan una evaluacion de riesgos completa
para este patégeno, siendo la mayoria de ellos relacionados con cepas no proteoliticas.

Uno de los primeros enfoques fue establecido por Barker et al. (2002), quienes desarrollaron
modelos para la estimacion del crecimiento de C. botulinum en funcién de diversos factores tales
como temperatura, pH, NaCl, fase de latencia, concentracion de inéculo y tiempo de almacena-
miento. Este enfoque se ejemplificd posteriormente en una evaluacion de exposicion de C. botu-
linum no proteolitico en un alimento pasteurizado a base de patata (80 °C, 1 minuto) (Barker et al.,
2005). En base a ello, se establecieron distintos margenes de seguridad. Se obtuvo una probabilidad
de presencia de toxina de 10° en envases almacenados durante 75 dias a 20 °C en presencia de
acido sérbico. En el caso de un almacenamiento a temperaturas de 8 y 12 °C, dicha probabilidad se
reduce a valores inferiores a 107

Por otro lado, Peck et al. (2008) realizaron una revision de los factores asociados al crecimiento
y produccion de toxina por parte de C. botulinum no proteolitico en alimentos refrigerados de vida
atil corta. Los autores concluyeron que el riesgo de botulismo esta relacionado con el control de
factores dificiles de cuantificar, y que presentan una alta variabilidad en funcién de la cepa, tipo
de alimento y condiciones de elaboracién, tales como estado higiénico de las materias primas, in-
activacion o dafo celular producido por el tratamiento térmico, o condiciones de almacenamiento.

Malakar et al. (2011) desarrollaron una evaluacion cuantitativa del riesgo de C. botulinum no
proteolitico en postres lacteos refrigerados. Entre otros factores, se considerd la variabilidad en la
destruccion de esporas debida al tratamiento térmico. Los resultados mostraron que la probabili-
dad de obtener unidades con presencia de esporas fue muy baja (9,4 x 10°y 8,0x 10%), considerando
valores D de 0,03 y 0,24 minutos a 95 °C, respectivamente. Para aquellas unidades contaminadas, el
tiempo de produccion de toxina dependié de la temperatura de almacenamiento, oscilando entre 8
y 26 dias a 4°C, y entre 3y 9 dias a 7 °C. El tiempo de reduccion decimal y la temperatura de almace-
namiento por parte del consumidor fueron los factores mas determinantes sobre el riesgo asociado
a C. botulinum no proteolitico en este tipo de productos.

Otros estudios relacionados con cepas proteoliticas de C. botulinum fueron desarrollados por
Membré et al. (2015), quienes realizaron una evaluacion cuantitativa del riesgo en paté en con-
serva estable a temperatura ambiente. El modelo se construyé utilizando un tratamiento térmico
suficientemente representativo para dicho producto (con un valor de letalidad o F establecido en
0,5 minutos, con o sin adicion de nitrito). Los resultados obtenidos mostraron que la probabilidad de
enfermedad por habitante por afio fue muy baja (8,0 x 10-°), corroborandose con el anélisis de los
datos epidemioldgicos. Por lo tanto, la préactica industrial de produccién de foie gras en conserva
se consider6 adecuada para controlar el riesgo de C. botulinum proteolitico, con tratamientos tér-
micos equivalentes a una temperatura de 105 °C.

Combinando la informacion obtenida de las evaluaciones de riesgos, junto con datos epidemio-
l6gicos, se pueden establecer los llamados Objetivos de Seguridad Alimentaria (FSO, Food Safety
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Objectives), definidos como “la frecuencia méaxima y la concentracién maxima de un peligro en un
alimento al momento del consumo, que provee o contribuye al nivel adecuado de proteccion (ALOP,
Appropriate Level Of Protection)” (ICMSF, 2002). En este sentido, Anderson et al. (2011) considera-
ron que, teniendo en cuenta un nivel de contaminacién medio de 10% esporas de C. botulinum por
unidad de producto, y un tratamiento de inactivacion que garantice la eliminacion de 12 log, el FSO
se puede establecer en -9,0 log/unidad de producto, es decir que, en un lote de 10° unidades, no
existe ninguna espora capaz de sobrevivir, germinar y crecer para producir toxina. Utilizando este
razonamiento, los autores establecieron una serie de métricas relacionadas con valores de FSO en
determinados alimentos tratados térmicamente (legumbres en conserva, fiambre de carne, salsa
pesto y queso de untar), en funcion de la intensidad del tratamiento térmico y formulacion (Tabla 8).
Para ello, aplicaron la inecuacion propuesta por ICMSF (2002), donde H, es el término que refleja
la contaminacion inicial de cada una de las unidades del lote (log N/unidad), ZR es el sumatorio
de las reducciones como consecuencia de los tratamientos de inactivacion (log N/N;), y Zl es el
sumatorio de los incrementos de la concentracion del patdgeno (log N/N;):

H,-ZR+ZI<FS Ecuacion 1

Mediante esta formula, se pueden proponer valores de FSO que se pueden traducir en la probabi-
lidad de aparicion de unidades en un lote que puedan estar relacionadas con casos de botulismo.

Tabla 8. Aplicacion de la inecuacion propuesta por ICMSF (2002) para la estimacion de Objetivos de Seguridad
Alimentaria (FSO) y medidas de control en alimentos tratados térmicamente con respecto a C. botulinum

Producto H, *R pi| FSO Medidas de control
Alubias en 1,2 72 00 | -60 F,*= 1,3 (minutos)
conserva

Alubias en 1,2 102 | 0,0 -9,0 F,= 1,9 (minutos)
conserva

Fiambre de carne -1,7 | 30 | -33 | -80 | F=0,6(minutos); pH="7,0; NaCl= 4,5 %; Nitrito= 150 ppm
Fiambre de carne -1,7 | 30 | -43 | -90 | F=0,6 (minutos); pH=6,5; NaCl=55 %; Nitrito= 150 ppm

Salsa pesto 23 00 | -70 | >-47 pH=4,6
Salsa pesto 2,3 00 | -20 | 03 pH=4,75
Queso de untar -16 | 00 | -44 | -60 pH=5,6; NaCl+Na,P0,= 4,5 %; humedad= 56 %
Queso de untar -16 | 00 | 44 | -60 pH=6,0; NaCl+Na,P0,= 5,0 %; humedad= 54 %

*F,= valor de letalidad (minutos) equivalente a un tratamiento de 121 °C. Fuente: (Anderson et al., 2011).

En cualquier caso, los valores obtenidos en las evaluaciones de riesgo de C. botulinum publicadas
hasta la fecha indican una probabilidad baja o muy baja de aparicion de unidades contaminadas, asu-
miendo que se siguen unas practicas industriales adecuadas a nivel de control de materias primas,
formulacion, tratamientos de inactivacion y condiciones de distribucion y almacenamiento. No obs-
tante, las caracteristicas de las cepas de C. botulinum que pueden proliferar en alimentos sometidos a
pasteurizacion y conservados en refrigeracion, asi como la variabilidad en los patrones de comporta-



miento de los consumidores, deben tenerse en cuenta de cara al establecimiento de medidas de pre-
vencion adecuadas frente al botulismo. El conocimiento de los factores que inducen la supervivencia,
germinacion, crecimiento y produccion de toxina por parte de C. botulinum en cada tipo de alimento
particular se antoja fundamental para poder desarrollar estrategias efectivas de mitigacion del riesgo.

6. Medidas de control

6.1 Tratamiento térmico
El tratamiento térmico es el método méas efectivo para la inactivacion de esporas de C. botulinum.
Sin embargo, la termotolerancia de estas esporas varia tanto entre Grupos como dentro de ellos.
En general, las esporas de C. botulinum se encuentran entre las mas termorresistentes de aquellas
producidas por microorganismos patdgenos. De hecho, en los productos comercialmente estériles,
el tratamiento se establece con el objetivo de conseguir 12 reducciones decimales (12D) de C.
botulimun (ANSES, 2021).

De forma general, la resistencia de las células vegetativas y las esporas de las cepas proteoliti-
cas (Grupo I) es mayor que las de las cepas no proteoliticas (Grupo Il) (ANSES, 2010). Tradicional-
mente, se ha establecido un tiempo de 0,21 minutos a 121,1 °C (Esty y Meyer, 1922) como el necesa-

rio para reducir la carga de C. botulinum en 1 ciclo logaritmico (D... .). Estudios mas recientes han
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confirmado el valor. Un metaanalisis realizado utilizando 23 articulos cientificos (394 valores D reco-

gidos) determind un valor medio D, . de 0,20 minutos, con una desviacion estandar de 0,11 minutos,
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y valores individuales de hasta 0,48 minutos (Diao et al., 2014). Adicionalmente, en base a este valor
se establece el concepto de “coccion botulinica minima”, que supone un tratamiento térmico en
el punto mas frio del alimento de 3 minutos a 121,1 °C, o cualquier combinacién de letalidad (F)
equivalente. Estas combinaciones tiempo-temperatura resultan en 12 reducciones logaritmicas de
C. botulinum (Grupo 1), siendo, actualmente, el baremo estandar establecido para la esterilizacion
de conservas de baja acidez (concepto de 12D). En el caso de C. botulinum Grupo Il, un tratamiento
térmico de 90 °C durante 10 minutos (6D) es suficiente (ACMSF, 1992) para conseguir la esteriliza-
cion comercial. Este tratamiento térmico es el recomendado para la conservacion de alimentos de
V gama refrigerados y envasados al vacio o en atmdsferas modificadas (REPFED) (ACMSF, 1992).

Las toxinas botulinicas, tienen una termoestabilidad menor, inactivindose tras tratamientos tér-
micos (temperaturas y tiempos) que varian segln los autores, siendo los valores recogidos en la
bibliografia de 85 °C durante 5 minutos (Chaidoutis et al., 2022) (Rawson et al., 2023), de 100 °C du-
rante 10 minutos o de 80 °C durante 30 minutos (Poulain y Papoff, 2019). Hay que sefialar que esta
variabilidad puede deberse a varios factores, como la composicién del medio o el tipo de cepa
(Munir et al., 2023).

6.2 Efecto de los conservadores alimentarios

Durante siglos, la conservacion de carne y pescado se ha basado en el uso de conservadores (nitri-
tos y nitratos de sodio, fundamentalmente). Sin embargo, debido a preocupaciones sobre la posible
formacion de compuestos carcindgenos como las N-nitrosaminas a partir de derivados de estos
compuestos, se han identificado alternativas a partir de sorbato de potasio, ciertos polifosfatos
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(Nelson et al., 1983) y lactato de sodio (Meng y Genigeorgis, 1993) (Houtsma et al., 1994). Notermans
et al. (1985) demostraron que una combinacion de acido ascorbico y acido citrico podria inhibir la
formacion de toxinas en patatas cocidas envasadas al vacio, mejorando la inocuidad incluso bajo
condiciones de abuso de temperatura. En conjunto, estos estudios destacan el potencial de diver-
sos aditivos para desarrollar efectos que contribuyen a controlar el crecimiento de C. botulinum
y la produccion de toxinas en diferentes alimentos. El empleo de aditivos alimentarios durante la
elaboracion de alimentos se encuentra estrictamente regulado en la Unién Europea mediante el ya
previamente mencionado Reglamento (CE) N° 1333/2008 (UE, 2008).

6.3 Otros tratamientos
En los dltimos 30 afios, se ha llevado a cabo un esfuerzo importante en investigacién sobre tecno-
logias alternativas al tratamiento térmico para la conservacién de alimentos. Tal es el caso de las
altas presiones hidrostaticas (HPP, High Pressure Processing), los pulsos eléctricos de alta inten-
sidad (PEF, Pulse Electric Field), la radiacion ionizante (IR, lonizing Radiation) o recientemente el
plasma frio (CP, Cold Plasma).

Enla actualidad, el grado de desarrollo de cada una de ellas es variable. En el caso de |as altas presio-
nes hidrostaticas, la tecnologia estd completamente implantada a nivel industrial como proceso para la
pasteurizacion de alimentos (eliminacion de las células vegetativas de microorganismos patégenos). Sin
embargo, la capacidad de esta tecnologia para inactivar esporas bacterianas con los desarrollos indus-
triales actuales, es limitada. Se requieren valores de presién por encima de los actualmente establecidos
por la industria o en combinacion con temperaturas de mas de 80 °C para poder encontrar reducciones
logaritmicas de esporas bacterianas considerables desde el punto de vista comercial (Munir et al., 2023).

En el caso de los pulsos eléctricos de alta intensidad, las investigaciones llevadas a cabo ponen
de manifiesto la poca efectividad de esta tecnologia para inactivar esporas microbianas (Soni et
al., 2020) (Qiu et al., 2022).

La radiacién ionizante si que ha mostrado efectividad para la inactivacion de las esporas bacte-
rianas, y sus efectos pueden observarse en forma de dafios estructurales, contenido citoplasma-
tico derramado, reduccion de la integridad de la membrana y fragmentacién del ADN genomico
(Fietser et al., 2012). Sin embargo, su aplicacion como tecnologia de conservacion es un tema con-
trovertido en la Unién Europea, debido a preocupaciones sobre su seguridad, los posibles efectos
en la calidad nutricional y sensorial de los alimentos, y el impacto en la salud humana. Su uso
esta autorizado en Espafia y en el resto de Estados miembros de la Unién Europea para hierbas
aromaticas, especias y condimentos vegetales (secos), si bien algunos paises de la Unidn Europea
permiten también la irradiacion de otros productos.

La aplicacion del plasma frio a la conservacion de alimentos esta actualmente en estudio. Los
resultados descritos hasta el momento ponen de manifiesto el potencial de esta tecnologia para la
inactivacion de esporas bacterianas (Liao et al., 2019) (Valdez-Narvéez et al., 2024), sin embargo,
no se han encontrado estudios centrados en la inactivacion de esporas de C. botulinum, por lo que
todavia no es posible establecer conclusiones especificas al respecto.



Conclusiones del Comité Cientifico

La gestion del riesgo de botulismo se basa en establecer margenes de seguridad en funcion de la
probabilidad de supervivencia, germinacion y crecimiento de las esporas de C. botulinum formado-
ras de BoNT.

En el caso de alimentos esterilizados (conservas), el tratamiento térmico aplicado es suficiente
para inactivar las esporas de C. botulinum. Por lo tanto, siempre que no haya fallos en el procesado
ni en el envasado, son alimentos seguros independientemente de su formulacion, temperatura y
tiempo de almacenamiento.

En el caso de alimentos con tratamientos térmicos mas suaves (cocinado y/o pasteurizacion tér-
mica), como los de V gama refrigerados, envasados al vacio, listos para su consumo o que requie-
ren solamente un ligero calentamiento previo, el riesgo de botulismo dependera en gran medida del
seguimiento de unas buenas practicas higiénicas a lo largo del proceso de elaboracion. Asimismo,
es de especial importancia el establecimiento de medidas de control que impidan el desarrollo de C.
botulinumtanto a nivel de la formulacion del alimento (pH, a, concentracion de NaCl o algin tipo de
agente antimicrobiano), como del control estricto del tiempo y la temperatura de almacenamiento
del alimento (por debajo de 4 °C, idealmente por debajo de 3,3 °C). Ademas, el consumidor debe
adherirse a las instrucciones de conservacion y consumo proporcionadas por el productor.
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