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Sapere aude!

|u

El punto de partida de este Revista es el “sapere aude!” del primer y ultimo gran ilustrado aleman
Immanuel Kant, el rebelde “atrévete a saber”, es una maxima que aboga por la cultura frente al obs-
curantismo.

El pasado afio se cumplieron 200 afios de la muerte de Kant pero todavia su famosa frase sigue
estando de plena vigencia, entendiéndola como la necesidad que tiene el hombre de saber para com-
prender o actuar, jincluso en temas de seguridad alimentaria!

“Atrévete a saber”, es atreverse a usar el propio juicio. Pero no menos provechosa y liberadora es
la advertencia de Hegel, que nos mostré como condicién de posibilidad del pensar, la osadia de equi-
vocarse, porque quiza “el temor a errar sea ya el error mismo”.

“Atrévete a saber”, o tengamos el valor de saber acerca de lo que nos rodea, nos puede servir de
premisa para conocer mas y mejor el complejo equilibrio de actuaciones que conforman la alimenta-
cién humana y més concretamente la seguridad alimentaria.

Las crisis alimentarias acaecidas en Europa en los tltimos afos nos demostraron que no sabiamos
tanto sobre una serie de riesgos potenciales o presentes en los alimentos. Cuanto mas avanzabamos
en las crisis, mas conscientes éramos de nuestras limitaciones y de la falta de respuestas basadas en
la ciencia.

Esa falta constatada de conocimiento sobre la etiologia de algunos peligros alimentarios emer-
gentes fue en si misma, una de las lecciones aprendidas en esas crisis alimentarias. Una vez mas el
viejo lema de la ilustracion fue determinante y sapere aude! invadi6 las mentes de muchos expertos
y cientificos europeos en temas de alimentacion.

De esa forma, se crearon Agencias o unidades especializadas exclusivamente en seguridad alimen-
taria, empezando por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y continuando por agencias
nacionales, con una especial incidencia en el conocimiento cientifico alimentario, a través de la eva-

luacién de riesgos alimentarios.
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En Espaiia, la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria, se cre6 mediante la Ley 11/2001, de 5
de julio.

Uno de los drganos de la Agencia es el Comité Cientifico; entre sus funciones destaca la de pro-
porcionar a la Agencia dictdmenes cientificos en materia de seguridad alimentaria.

Esos dictamenes son uno de los cimientos en los que se debe basar la gestion de riesgos alimen-
tarios para poder conseguir una mejor seguridad en los alimentos que ingieren los consumidores
espafioles.

La idea de integrar conocimiento y sabiduria (dictdmenes de evaluacién de riesgos) en la realidad
cotidiana (gestion de riesgos alimentarios) debe ser perenne pero también abierta a integrar diferen-
tes interpretaciones, todas ellas igual de dtiles en esta tarea comin que es la seguridad alimentaria.

Con este Boletin del Comité Cientifico, del que se publica el primer nimero, se quiere divulgar a
todos los involucrados, los dictamenes elaborados por los eminentes cientificos que forman parte de
este Comité, a los cuales de nuevo manifiesto el agradecimiento de la AESA y el mio propio por su
entusiasta y desinteresada colaboracion en los trabajos desarrollados, animandoles a proseguir con
la importante misién de elaboracién y divulgacion de ciencia alimentaria, siempre bajo el lema sape-
re aude!

Confiamos en vosotros. Confiemos en nosotros.

Maria Purificacion Neira Gonzalez
PRESIDENTA DE LA AESA



Ciencia, transparencia y prevision

La evolucion de las politicas y habitos en temas de seguridad alimentaria en Espafia es el reflejo de
la demanda de salud, bienestar y calidad de vida de los ciudadanos, en cuya percepcion de los ries-
gos influye, fundamentalmente, la confianza que le merecen sus Instituciones.

Hoy en nuestro pais ya se es consciente de que la toma de decisiones en el ambito de la seguridad y
calidad de los alimentos - y en muchos otros temas de salud en general o del medio ambiente -
requiere contar con un asesoramiento cientifico estructurado e independiente, una practica experi-
mentada en el andlisis cientifico, capaz de aportar objetivamente, y de manera transparente, toda la
informacion relevante para que las decisiones que se tomen puedan ser coherentes y proporcionales
a cada problema.

Se trata de tener un sistema basado en toda la ciencia disponible, que permita concertar la maxi-
ma reduccion de los riesgos para la salud humana con un robusto marco de referencia que oriente las
iniciativas (individuales, de las industrias, de los consumidores, de los legisladores) que permiten el
progreso y la mejora de la alimentacién y la seguridad alimentaria en todas sus acepciones. Sabemos
que para tener éxito debemos guiarnos por los mejores conocimientos cientificos, asegurar toda inde-
pendencia de los intereses politicos e industriales, aceptar el control publico riguroso, alcanzar un
nivel de reconocimiento como referencia cientifica, y colaborar estrechamente con los organismos
cientificos internacionales.

A menudo el gestor desearia que la evaluacion cientifica le proporcionara respuesta a todas sus
incertidumbres, pero es importante reconocer que la evaluacion cientifica del riesgo no proporciona
toda la informacion en la que debe basarse una determinada decision en seguridad alimentaria. El
buen analisis cientifico no es el que apoya o refuta rigidamente cualquiera de las posiciones posibles
frente una cuestion, sino el que permite determinar los riesgos o se aproxima a su determinacion al
ser capaz de substanciar cientificamente los elementos que intervienen, reconociendo las incertidum-
bres y los margenes de apreciacién y de posible error.
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La administracion responsable de la gestion del riesgo (la toma de decisiones politicas de seguri-
dad alimentaria) ha de ponderar las alternativas posibles que haya sacado a la luz la evaluacién cien-
tifica de riesgos, pero su decision debe tener en cuenta también otros factores: socioldgicos, éticos,
econdmicos, culturales, tradicionales, medioambientales, etc., asi como la valoracion de la capacidad
técnica disponible que pueda permitir la implantacion de las medidas a adoptar.

La comunicacion o informacion del riesgo, es decir, la transparencia que debe impregnar todas
las etapas de cualquier proceso de toma de decisiones, es uno de los elementos esenciales del anali-
sis de riesgos para que el sistema goce de la confianza de los ciudadanos, garantizando un acceso
igualitario a la influencia de los diferentes intereses en el poder de decision. Junto al didlogo conti-
nuo de la AESA con todos los interlocutores, esta Revista del Comité Cientifico de la AESA contribui-
ra a la transparencia mediante la difusion del detalle de todos nuestros informes y dictdmenes. Sera
un complemento de fondo a la inmediatez de la difusion de los temas a través de Internet, y de los
resimenes y noticias de urgencia, entre otras formas de comunicacion de la AESA.

El papel de la ciencia en el proceso regulador es claro: evaluar lo que esta pasando, lo que puede
pasar, cuales son los mecanismos y las probabilidades de tales acontecimientos, y cuales las posibles
alternativas para su control. No pretende cambiar el juicio intuitivo de los ciudadanos sobre qué ries-
gos son aceptables y cuales no, sino mas bien asegurar que estos juicios se beneficien de un proceso
de analisis cientifico de los problemas, participativo y bien estructurado. Algo aparentemente tan sim-
ple, nos indica también que, en temas de seguridad alimentaria, no nos podemos conformar sélo con
afrontar problemas candentes o concretos mas o menos inmediatos, sino que la tarea debe incluir la
prevision de nuevos retos y problemas en una perspectiva a medio y largo plazo, incluyendo la con-
sideracion de los cambios sociales previsibles y, en particular, las consecuencias sobre el ambito ali-
mentario derivadas de los nuevos avances en el conocimiento cientifico y tecnoldgico.

Andreu Palou Oliver
PRESIDENTE DEL COMITE CIENTIFICO DE LA AESA



Comité Cientifico y grupos de expertos

Organizacion, funcionamiento y procedimiento de trabajo

La Ley 11/2001, de 5 de julio, por la que se crea la Agencia Espafola de Seguridad Alimentaria (en
adelante AESA), en su articulo 4.4.a) crea el Comité Cientifico, con objeto de proporcionar a dicha
Agencia el asesoramiento cientifico necesario para la realizacion de sus actividades.

El Real Decreto 709/2002, de 19 de julio, por el que se aprueba el estatuto de la AESA, en su Seccién
3% Organos de evaluacion de riesgos establece la composicién, funcionamiento, nombramiento y decla-
racion de incompatibilidad de los miembros de dicho Comité Cientifico, estableciendo, asi mismo, que
bajo su dependencia se constituiran grupos de expertos de evaluacion de riesgos alimentarios.

Funciones del Comité Cientifico

De acuerdo con lo dispuesto en el articulo 4.4. de la Ley 11/2001 y del articulo 22.1 del Real Decreto
709/2002, de 19 de julio, las funciones del Comité Cientifico son las siguientes:

1. Proporcionar a la AESA dictamenes cientificos en materia de seguridad alimentaria.

2. Definir el ambito de los trabajos de investigacion necesarios para el desarrollo de las funciones de
la AESA.

3. Coordinar los trabajos de grupos de expertos que realicen actividades de evaluacién de riesgos en
el marco de las actuaciones de la AESA.

Composicion del Comité Cientifico

a) Teniendo en cuenta la diversidad de disciplinas que requiere el andlisis de los riesgos relacionados
con la seguridad alimentaria, el Comité Cientifico, de acuerdo con lo establecido en el articulo 22.2
del Real Decreto 709/2002, de 19 de julio, estara integrado por veinte miembros de reconocida com-
petencia cientifica en los ambitos relacionados con la seguridad alimentaria.

=
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Independencia y confidencialidad

La pertenencia al Comité Cientifico sera incompatible con cualquier clase de intereses, directos o indi-
rectos, con la industria alimentaria o cualquier institucion publica o privada relacionada con la alimen-
tacion, que puedan afectar a la independencia de los dictamenes.

Los miembros del Comité Cientifico, asi como quienes participen en sus reuniones o grupos de traba-
jo, guardaran secreto de la deliberaciones, asi como de todos los datos e informaciones de las que tuvie-
sen conocimiento en el ejercicio de sus funciones, estando obligados al sigilo profesional durante el pro-
ceso de elaboracién de informes y hasta tanto éstos se consideren finalizados y se hagan publicos.

El Comité Cientifico y sus miembros canalizaran toda relacion institucional derivada de su perte-
nencia a la Agencia a través del Director Ejecutivo y del Consejo de Direccién. No llevaran a cabo acti-
vidades de comunicacién de riesgos, asi como cualquier tipo de manifestaciones o declaraciones en
relacion con su actividad de evaluacion, sin la expresa autorizacion del Consejo de Direccion.

A estos efectos, suscribiran los documentos incluidos en el Anexo |, en los que se hace declaracion
publica de intereses relacionados con la industria alimentaria y se comprometen a respetar la confi-
dencialidad sobre las deliberaciones asi como de todos los datos, documentos e informaciones de las
que tuviesen conocimiento en el ejercicio de sus funciones como miembros del Comité Cientifico.

Funcionamiento del Comité Cientifico y de los grupos expertos

Nombramiento de miembros y designacion de Presidente y Vicepresi-
dente (articulo 23 del estatuto de la AESA)
Los miembros del Comité Cientifico seran seleccionados y nombrados por el Consejo de Direccion de
la AESA, a propuesta del Presidente de la misma, por un periodo de dos afios renovable.

Por los miembros del Comité Cientifico y de entre los mismos, se nombrara un Presidente y un
Vicepresidente.

Creacion y funcionamiento de los Grupos de Expertos

Tras la aplicacion del procedimiento previo de seleccion efectuado por la AESA (Anexo 1), a las soli-
citudes de informes o dictamenes cientificos que se le presenten, y puesta de manifiesto la necesidad
de creacion de un Grupo de Expertos de evaluacion del riesgo en cuestion, para la elaboracion del
pertinente informe o dictamen, la Subdireccion General de Coordinacion Cientifica propondra al
Director Ejecutivo de la AESA la creacién del mismo.

El Director Ejecutivo, asistido por la Subdireccion General de Coordinacién Cientifica, en consulta
con el Presidente y el Vicepresidente del Comité Cientifico elegira en cada caso,los componentes del
Grupo de Expertos, que podran ser miembros del Comité, expertos externos, en las areas menciona-
das en el apartado de composicion del Comité Cientifico o en otras disciplinas igualmente conexas
con la seguridad alimentaria, elevando la propuesta de creacion del Grupo de Expertos y su compo-
sicion al Consejo de Direccidn para su aprobacion.

En el acuerdo del Consejo de Direccién de creacion de cada uno de los grupos de expertos, que con
caracter general no seran permanentes, se establecera ademas de su composicion, los objetivos que se
pretenden, asi como el plazo o calendario previsto para la ejecucién del mandato encomendado.



Tras la aprobacion por el Consejo de Direccion se constituira el Grupo de Expertos y se designara
por y entre sus miembros un coordinador del mismo.

El coordinador del Grupo de Expertos debera planificar, distribuir el trabajo encomendado por el
Consejo de Direccidn y, tras consultar con los miembros del mismo, fijara los plazos de las tareas nece-
sarias para su realizacion, de acuerdo con el calendario establecido y redactara el proyecto de infor-
me con las aportaciones de todos los expertos. Asimismo, decidira cuando dicho proyecto de informe
ha alcanzado el estado apropiado para su presentacion y su adopcion, si procede, por el Comité
Cientifico. Para su presentacion el informe o dictamen deberd haber sido aprobado por la mayoria
simple de los componentes del Grupo de Expertos.

El informe se presentara en el formato indicado en el Anexo Ill y estara orientado a la ulterior ges-
tion de riesgos alimentarios. Se hara constar, en caso de controversia, los votos particulares motivados.

El Comité Cientifico refrendara, si procede, el informe cientifico de cada Grupo de Expertos, expre-
sandose formalmente mediante “Informes del Comité Cientifico de la AESA”, que se haran publicos,
de acuerdo con lo establecido en el articulo 35 del Estatuto.

Los Grupos de Expertos informaran del resultado de su actividad, al Presidente del Comité
Cientifico y éste al Consejo de Direccion a través del Director Ejecutivo.

El presidente del Comité Cientifico y la Subdireccion General de Coordinacion Cientifica coordina-
ran los trabajos de los Grupos de Expertos.

Secretaria Técnica y Secretaria Administrativa

La Secretaria Técnica del Comité Cientifico, que es asumida por la Subdireccion General de

Coordinacion Cientifica, tendra las siguientes funciones:

= Preparar de acuerdo con el Presidente la convocatoria y orden del dia de las reuniones plenarias.

m Preparar de acuerdo con los responsables de los Grupos de Expertos la documentacién correspon-
diente a cada reunion plenaria.

Asegurar la adecuada coordinacion del trabajo realizado por el Comité y los Grupos de Expertos.
Recibir las comunicaciones, informes y observaciones de las evaluaciones de riesgos por escrito de
los responsables de los Grupos de Expertos.

Asistir a las sesiones plenarias con voz y sin voto y preparar las actas de las mismas.

Controlar el cumplimiento de los plazos acordados para la ejecucion del trabajo encomendado.
Requerir al solicitante la documentacién complementaria a demanda del Comité Cientifico o de
los Grupos de Expertos.

m Gestionar el procedimiento previo de seleccion de solicitudes de informe de evaluacion de riesgos
alimentarios, asi como los correspondientes apoyos técnico-cientificos del procedimiento normali-
zado de actuacion del Comité Cientifico y Grupos de Expertos.

La Secretaria Administrativa correspondera al Servicio de Apoyo a Consejos y Comités de la Secretaria

General de la Agencia Espaiola de Seguridad Alimentaria y tendra las siguientes funciones:

m Preparar y enviar, de acuerdo con las instrucciones de la Secretaria Técnica la convocatoria, el
orden del dia y la documentacion necesarios para las reuniones correspondientes del Comité
Cientifico y de los Grupos de Expertos.

w
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m Asistir a las sesiones plenarias del Comité Cientifico, para dar el apoyo administrativo que resulte
necesario.

Organizacion de reuniones. Convocatorias y Sesiones.
El Comité Cientifico, asi como los Grupos de Expertos dependientes del mismo, se reuniran, en gene-
ral, en la sede de la AESA.

Las fechas de las reuniones plenarias del Comité Cientifico se estableceran anualmente, en la pri-
mera reunion del afio y tendran periodicidad trimestral.

No obstante, la Secretaria podra convocar reuniones extraordinarias a instancias del Presidente
del Comité o del Director Ejecutivo de la AESA.

Cuando un miembro del Comité no pueda asistir a las reuniones deberd informar a la secretaria
por adelantado de su no comparecencia en la reunion.

Para la adopcion de acuerdos por el Comité Cientifico sera necesaria la presencia de la mitad mas
uno de sus miembros.

A las reuniones plenarias del Comité Cientifico podran asistir los expertos externos que hayan parti-
cipado en la elaboracion de los dictamenes cientificos incluidos para su aprobacion en el Orden del dia.

Remuneraciones y dietas

Segun lo establecido en el articulo 27 del Estatuto de la AESA, los miembros del Comité Cientifico y
de los Grupos de Expertos no percibirdn remuneracion alguna por el ejercicio de sus funciones, si bien,
podran percibir indemnizaciones que por razon del servicio les correspondan de acuerdo con la nor-
mativa vigente, o en su caso, el abono de los gastos, debidamente justificados, que les ocasione el
ejercicio de sus funciones.

Apoyo del Centro Nacional de Alimentacion y de las Redes de Institucio-
nes Colaboradoras

El Centro Nacional de Alimentacion, como laboratorio oficial espafiol adscrito a la AESA, asi como las
redes de instituciones colaboradoras creadas por la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria,
daran apoyo y soporte cientifico-técnico a los trabajos de evaluacion de riesgos alimentarios y/o de
investigacion encomendados al Comité Cientifico y a los Grupos de Expertos. La relacion entre el
Comité Cientifico y el Centro Nacional de Alimentacion y otras redes de instituciones colaboradoras
debera realizarse a través de la AESA.



Normas sobre independencia y confidencialidad de los miembros del Comité Cientifico de
la Agencia Espaiiola de Seguridad Alimentaria

La independencia de los miembros del Comité Cientifico de la Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria y la confidencialidad en relacién con los datos, informaciones y deliberaciones de las que
tengan conocimiento por pertenecer a dicho Comité, son dos exigencias que vienen impuestas no sélo
por la Ley, sino también por la propia naturaleza de la funcién a desarrollar.

En efecto, la Ley 11/2001, de 5 de julio, por la que se crea la Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria, alude a ellas en los parrafos ) y d) del articulo 4.6 indicando que el Estatuto establece-
ra el procedimiento de este deber. Efectivamente, a ambas se refiere también, en concreto, los articu-
los 25y 36 del Real Decreto 709/2002, de 19 de julio, por el que se aprueba el Estatuto de la Agencia
Espafiola de Seguridad Alimentaria.

La independencia se impone como una condicién necesaria para satisfacer los principios de efica-
cia, excelencia y adecuacion de los miembros del Comité a las funciones requeridas, asi como la dis-
ponibilidad objetiva para el adecuado ejercicio de su funcién.

Con mayor razén se impone la independencia con respecto a cualquier clase de intereses, direc-
tos o indirectos, con la industria alimentaria o cualquier institucion publica o privada relacionada con
la alimentacion, precisamente para garantizar aquella objetividad a la que antes se ha hecho refe-
rencia.

Es por todo esto absolutamente necesario que el “principio de transparencia” impere en el Comité
Cientifico y sean conocidas por la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria las actividades de los
miembros del mismo que puedan estar relacionadas con el mundo de las industrias alimentarias o
con instituciones publicas o privadas de dmbito alimentario.

En cuanto a la confidencialidad se justifica, obviamente, por los graves perjuicios, que podrian
resultar para las industrias alimentarias o cualquier institucion publica o privada relacionada con la
alimentacion, la inexistencia de la obligacion de guardar secreto durante la elaboracién de los dicta-
menes cientificos, evaluaciones de riesgos alimentarios y definicién de dmbitos de los trabajos de
investigacion, dada la gran importancia que tiene en estos temas la documentacion técnica, tanto
desde el punto de vista cientifico como econdmico.

De acuerdo a lo establecido en el articulo 36 del Real Decreto 709/2002, de 19 de julio, por el que
se aprueba el Estatuto de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria, losmiembros del Comité
Cientifico guardaran secreto de las deliberaciones asi como de todos los datos o informaciones de los
que tuviesen conocimiento en el ejercicio de sus funciones.

Es preciso, igualmente, compatibilizar la obligacion de mantener secreto, con la necesidad de difu-
sion y consulta de informes, documentos y acuerdos de la Agencia de acuerdo con el Articulo 35 del
Real Decreto709/2002 antes citado.

En relacién con lo anterior, se adjuntan los modelos de “Compromiso de confidencialidad” y
“"Declaracion publica de intereses”, que deben cumplimentar los miembros del Comité Cientifico y
los expertos externos de los Grupos de trabajo y entregar en la Secretaria Técnico Cientifica del
Comité.

o
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Compromiso de confidencialidad de los miembros del Comité Cientifico

CONM DN N e e e e et e
como miembro del COMITE CIENTIFICO DE LA AGENCIA ESPANOLA DE SEGURIDAD ALIMENTARIA,
SE COMPROMETE :

De acuerdo a lo establecido en el articulo 36 del Real Decreto 709/2002, de 19 de julio, por el que se
aprueba el Estatuto de la Agencia Espafola de Seguridad Alimentaria, a guardar la mas estricta con-
fidencialidad sobre las deliberaciones asi como de todos los datos o informaciones de los que tuvie-
sen conocimiento en el ejercicio de sus funciones.

Para que asi conste firma el presente documento en .......... ya..de de 20....

Indique a continuacion todos los intereses que tenga usted con la industria alimentaria 1, si proce-
de:
1.- Puesto de trabajo en la industria alimentaria en los Gltimos 5 afios:

3.- Trabajos remunerados que desempefie o haya desempefado usted para una industria alimentaria
en los dltimos 5 afos:

4.- Otras actividades relacionadas con su trabajo profesional que usted considere que deben ser pues-
tos en conocimiento de la Agencia:

Yo, el abajo firmante, ........c.oiuiii i
Declaro por mi honor que, por lo que obra en mi conocimiento, el/los Unico(s) interés/intereses direc-
to(s) o indirecto(s) que tengo en la industria alimentaria que puede(n) afectar al cumplimiento obje-
tivo de mis responsabilidades con la Agencia es/son el/los que acabo de enumerar.

Declaro ademas que, en caso de que aparezca que tengo o que he adquirido intereses adicionales que
haya que poner en conocimiento de la Agencia, los declararé inmediatamente.

Hechoen ............ - T de.ooiiiniininnnnn. de 20.....

1 Si no tiene usted intereses en la seccién correspondiente, indique “ninguno”



Procedimiento previo de seleccion de solicitudes de informe de evaluacion de riesgos ali-
mentarios

El objetivo del presente procedimiento es sistematizar la recogida, analisis y priorizacion de todas las
solicitudes de evaluacion de riesgos que son recibidas por la AESA o que solicita la propia AESA.

Las solicitudes de informe de evaluacion de riesgos alimentarios, una vez recibidas en la Agencia
Espaiola de Seguridad Alimentaria, se canalizaran a la Subdireccion General de Coordinacion
Cientifica, Unidad responsable de la realizacion de este procedimiento.

Las solicitudes de informe al Comité Cientifico podran estar realizadas:

1. Por la propia Agencia para posibilitar el desarrollo de sus funciones:

e Presidencia

e Direccion Ejecutiva

e Consejo de Direccion

e Comision Institucional

e Consejo Consultivo

e Subdireccion General de Gestion de Riesgos Alimentarios

o Subdireccion General de Coordinacion de Alertas y Programacion del Control Oficial

e Centro Nacional de Alimentacion

2. Por entidad externa (solicitud externa), para facilitar la mejor evidencia cientifica a las distintas
Administraciones; para establecer condiciones en el uso de los productos y procedimientos sometidos
a una autorizacién previa o inclusion en una lista positiva de acuerdo con la legislacién que les sea
de aplicacion y, en general, para facilitar la toma de decisiones en relacién con la gestion de riesgos
alimentarios. Pueden ser solicitadas por:

e Centros Directivos del Ministerio de Sanidad y Consumo

e Otros Departamentos

e Comunidades Auténomas

e Sectores de la industria alimentaria

e Industrias alimentarias o relacionadas directamente con la alimentacion

e Asociaciones de consumidores

Las solicitudes iran acompafiadas de la documentacion que justifique la necesidad del informe y de
los datos cientificos y referencias bibliograficas, que permitan efectuar la evaluacion del riesgo.

Las solicitudes externas a la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria se canalizaran a través
de los Organos de la Agencia, Comision Institucional o Consejo Consultivo, segin los casos.

Las solicitudes de informe de evaluacion de riesgos alimentariois, una vez recibidas en la AESA, se
canalizaran a la Subdireccion General de Coordinacion Cientifica, Unidad responsable de la realiza-
cion del procedimiento.

Recepcion y registro
Una vez recibida la solicitud, la Subdireccion General de Coordinacion Cientifica la dara de alta en un
sistema de seguimiento de solicitudes y en la base de datos de seguimiento de solicitudes de infor-
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me, de forma que se pueda efectuar su seguimiento desde la recepcion hasta la emision del dictamen
del Comité Cientifico y su publicacién.

Evaluacion de la solicitud

La Subdireccién General de Coordinacién Cientifica valorara la pertinencia de la solicitud y propon-
dra al Director Ejecutivo su admision, modificacion o rechazo en el plazo de 15 dias desde la recep-
cion. Esta evaluacion puede tener los siguientes resultados:

Admision de la solicitud

En el caso de que se proponga la admisién de la solicitud, esta se acompafara de la propuesta de
creacion de un Grupo de Expertos en el seno del Comité Cientifico, de acuerdo a lo indicado en el
apartado Creacion y funcionamiento de los Grupos de Expertos de este documento.

Modificacion de la solicitud

Cuando se reciban varias solicitudes sobre el mismo tema o que tengan total o parcialmente el mismo
objeto, la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria propondra modificaciones para llegar, de acuer-
do con los solicitantes, a una solicitud definitiva, que pasara al tramite de admision.

Rechazo de la solicitud: Cuando se proponga el rechazo de la solicitud se acompafara de informe
motivado. Los motivos del rechazo de la solicitud deberan comunicarse al solicitante en el plazo mas
breve posible. Las solicitudes de evaluacion y dictamen del Comité Cientifico podran ser rechazadas
por alguno de los siguientes motivos:

* Proceder de un solicitante no cualificado para ello

e Plantear cuestiones que no sean competencia de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria
e La documentacion no es suficiente o no es clara

e Otros motivos justificados

Documentacion insuficiente: En el caso de que la documentacion sea insuficiente la Agencia Espafiola
de Seguridad Alimentaria podra requerir al solicitante a que la complete en el plazo maximo de dos
meses.



La alergia por anisakis y medidas de prevencion

Opinion del Comité Cientifico de la AESA sobre una cuestion presentada
por la Presidencia, en relacion con los factores favorecedores de la apari-
cion de alergia a Anisakis, asi como de las medidas de prevencion aplicables

Miembros del Comité Cientifico Grupo de Trabajo
Andreu Palou Oliver (Presidente). Juan José Badiola (Vicepresidente). M? Luisa Garcia Lépez
Arturo Anadén Navarro, Margarita Arboix Arzo, Albert Bosch Navarro, Manuel Martin Esteban (coordinador)
Juan Francisco Cacho Palomar, Francesc Centrich Escarpenter, José Luis Fernando Rodriguez Artalejo
Garcia Lopez, M? Luisa Garcia Lopez, Manuela Juarez Iglesias, Manuel Elias Rodriguez Ferri

Martin Esteban, Juan Antonio Ordéfiez Pereda, Andrés Otero Carballeira,
Fernando Rodriguez Artalejo, Elias Rodriguez Ferri, José Manuel Sanchez
Vizcaino Rodriguez, Vicente Sanchis Almenar, Gregorio Varela Moreiras,
Gonzalo Zurera Cosano.

La anisaquiosis es una parasitosis que se produce por pescado parasitado por larvas de Anisakis spp.,
consumido crudo o insuficientemente cocinado. Es un problema sanitario especialmente importante
en paises con un elevado consumo de pescado. En Espafia se detecta aproximadamente en un tercio
del pescado muestreado en lonjas de puertos. El parasito adulto se encuentra en el tubo digestivo de
una gran variedad de mamiferos marinos, que actian como hospedadores definitivos. Las larvas
maduran en el agua y son consumidas por pequefios crustaceos que sirven de alimento a diversas
especies de peces y cefalépodos, en los que alcanzan el estadio de L3. El ciclo se completa cuando los
hospedadores definitivos adquieren los intermediarios portadores de L3. EI hombre es un hospedador
ocasional a consecuencia de ingerir pescados contaminados y en él la larva no puede completar su
ciclo vital.

Los sintomas y signos clinicos se desarrollan como resultado de la reaccion inflamatoria ocasiona-
da por la penetracion de las larvas en la mucosa de la pared gastrica. También puede producir manifes-
taciones de reaccion alérgica (hipersensibilidad) de tipo inmediato que van desde la urticaria o angioe-
dema al choque anafilactico, asi como cuadros mixtos con clinica gastrointestinal y alérgica. En el
paciente se detectan fundamentalmente anticuerpos de clase IgE dirigidos frente a antigenos de las
diversas estructuras de la larva de Anisakis. Sin embargo, los sujetos asintoméaticos pueden presentar
también valores elevados de IgE especifica frente a antigenos de Anisakis, incluso sin haber estado en
contacto con el parasito, debido a la reactividad cruzada de algunos de sus alergenos, como las tropo-
miosinas, con las de otras especies. Parece que la respuesta frente al antigeno secretor-excretor de la
larva viva es la més especifica y la mejor relacionada con una patologia actual.

Las medidas para la reduccion del riesgo asociado con la contaminacion de los pescados con lar-
vas de Anisakis deben contemplarse tanto a nivel de produccion primaria (areas, tipos de capturas y
practicas de capturas), como en la manipulacion a bordo o en tierra, procurando una rapida eviscera-
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cion y lavado de la cavidad abdominal. Se ha demostrado la eficacia de la congelacion rapida junto
con la permanencia a una temperatura igual o inferior a -20°C al menos durante 24 horas, aunque
algunos autores opinan que debe mantenerse hasta una semana, para la destruccion de las larvas de
Anisakis. El tratamiento térmico (llegando a 60 o 70°C en el centro de la pieza durante unos segundos)
y las altas presiones (200 Mpa, 10 minutos) son también eficaces. No lo es la irradiacién, al menos que
se apliquen dosis elevadas que, por otra parte, afectan negativamente a la calidad organoléptica del
pescado. Tampoco son suficientes la salazon y la acidificacion (vinagre).

Respecto al consumidor, éste no debe consumir pescado crudo que no se haya congelado previa-
mente en las condiciones citadas, ni pescado fresco que no se haya cocinado a mas de 60°C durante
un minimo de 15 a 20 minutos. El cocinado a la plancha o en microondas son procedimientos menos
seguros que la coccion o la fritura.

Palabras clave

Alergenos. Alergia alimentaria. Anisakis. Anisaquiosis. Parasitosis. Pescado. Prevencion.



La familia Anisakidae, incluye nematodos redondos, de cuerpo no segmentado, pardsitos de peces
capaces de producir problemas clinicos en los humanos como consecuencia del consumo de pescado
parasitado. En conjunto, la enfermedad recibe el nombre de anisakidosis o anisaquiosis; si la parasi-
tacion implica los géneros Anisakis, Pseudoterranova'y Contracaecum, las denominaciones correctas
son, respectivamente, anisakiosis (anisaquiosis), pseudoterranovosis y contracecosis [1].

En el género Anisakis se incluye A. simplexy, de menor interés por la frecuencia de su implicacion,
A. physeteris. A. simplex se considera un complejo, al que se acostumbra a referir como A. simplex
‘sensu lato’ (s..), que incluye A. simplex'sensu stricto’ (s.s) (A. simplex B), A. pegreffi (A. simplex A) y
A. simplex C. Aunque no se dispone de mucha informacion al respecto, parece que por su abundancia
en el hemisferio norte, A. simplex (s.s.) es la especie mas importante desde el punto de vista sanitario.

1. El ciclo biolégico

El parasito adulto suele encontrarse en el estémago de gran variedad de mamiferos marinos que actd-
an como hospedadores definitivos, en particular cetaceos (delfines, ballenas, marsopas, orcas, narva-
les, cachalotes, etc.) y mas raramente pinnipedos (focas, leones marinos, morsas, etc.). Los huevos del
parasito, no embrionados, acceden al agua de mar envueltos en las heces y en este medio tiene lugar
su desarrollo embrionario que necesita de dos mudas (L1 a L2 y L2 a L3), las cuales se producen den-
tro del huevo y, ya en forma de L3, se liberan al medio después de la eclosion.

Las L3 pueden sobrevivir en el agua no mas de una semana a 24°C y hasta 14 semanas a una tem-
peratura de 4-10°C. Para que el ciclo contintie han de ser ingeridas por un hospedador intermediario,
bien directamente (en el caso de eufasidos, un tipo de pequefios crustaceos) o indirectamente a tra-
vés de un copépodo que acttia como un hospedador de transporte (o paraténico) que sirven como ali-
mento a los crustaceos. En los crustaceos, las L3 pierden su vaina cuticular y completan su desarrollo
en el hemocele.

Los crustaceos eufasidos o los copépodos sirven de alimento de peces teledsteos (principalmente)
y cefaldpodos, a los que pasan las L3 y se comportan como nuevos hospedadores paraténicos de esta
fase. Una vez ingeridas, en el caso de los calamares por ejemplo, las L3 se implantan en la pared exter-
na del estdmago o en la musculatura del manto, mientras que en los peces teledsteos forman espira-
les bajo el tejido conectivo del higado y otras visceras, sin descartar su integracion en la musculatu-
ra esquelética o moviéndose libremente en la cavidad corporal.

Entre las numerosas especies de peces y cefaldpodos en las que se han descrito parasitaciones por
la L3 de A. simplex, algunas son de importancia comercial como el arenque, la sardina, el boquerén,
el bacalao, el salmén, la merluza, el abadejo, el rape, el bonito, la caballa, el rodaballo, la bacaladilla,
el besugo, la gallineta, la brétola, el calamar, etc., con indices de parasitacion importantes, que en
algunos casos llegan al 30% o mas [2]. Se ha descrito una cierta relacion entre grado de parasitacion
y la edad y tamafio del pez, aunque (al menos en algunos casos, como en el bacalao) también se citan
limites.

Las larvas L3 pueden observarse enrolladas en espiral plano en el misculo o visceras de los peces
o cefalépodos. Morfoldgicamente su cuerpo es cilindrico, blanquecino y de unos 30 mm de longitud;
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sin embargo, cuando estan encapsuladas en la musculatura de los peces, varia su aspecto, adaptan-
do en ocasiones un color pardo [3].

El ciclo se completa cuando los hospedadores definitivos (cetaceos y pinnipedos, fundamental-
mente) ingieren los intermediarios portadores de L3. En los mamiferos marinos las L3 penetran en la
mucosa del estdmago y ahi sufren las dos dltimas mudas (L3 a L4 y L4 a L5) alcanzando la forma adul-
ta y la madurez sexual.

El hombre es un hospedador ocasional, debido a la ingestion de pescados contaminados. En él la
larva L3 no puede completar su ciclo vital. El contagio y la transmision de A. simplex y de la anisa-
quidosis correspondiente se asocia al consumo de pescado crudo o ligeramente curado o condimen-
tado. Son habitos alimentarios que se corresponden sobre todo con culturas orientales, como sucede
en Japon, pero también en otros lugares. De este modo el consumo de sushi o de sashimi en el caso
del Japdn, de arenques salados o escabechados en el de Holanda, de graviax en Noruega, Finlandia
0 Suecia, de boquerones en vinagre en Espafia, de lomi-lomi en Hawai o de ceviche en varios paises
de América latina, se atribuye habitualmente como causa probada de contagio. En ocasiones también
se han considerado los moluscos (mejillon, ostra) y crustaceos (langosta, cigala) como posibles trans-
misores, aunque no ha podido confirmarse.

2. Antigenos (alergenos) de Anisakis

Las L3 y L4 de A. simplex incluyen muchos componentes antigénicos con capacidad para inducir una

respuesta inmune por parte del hospedador parasitado, aunque su grado de adaptacion evolutiva hace

que la variabilidad sea la norma habitual, tanto en dependencia del parasito como del hospedador.
Desde el punto de vista estructural y funcional A. simplex agrupa tres tipos de antigenos:

1. Antigenos Somaticos. Son los antigenos mas abundantes con un peso molecular entre 13-150 kDa.
Algunas de estas proteinas presentan reactividad cruzada con otros ascaridos. Estos antigenos se
obtienen por homogeneizacion de las larvas enteras y contienen todas las proteinas solubles del
parasito [4]. Sélo resultan funcionales después de la muerte y degradacién histolitica del parasito.

2. Antigeno ES (de excrecidn-secrecion). Son moléculas procedentes del propio parasito y que se libe-
ran al medio durante la infeccion. Se sintetizan en dos estructuras corporales, la glandula esofagi-
ca dorsal o las células secretoras del tracto digestivo, las cuales constituyen la mayor fuente de
enzimas histoliticas (con actividad proteolitica e hialuronidasa). Estas moléculas ayudan al para-
sito a penetrar en la mucosa gastrica y pueden degranular mastocitos en ratones sensibilizados.
Los anticuerpos frente a estos antigenos son los primeros en aparecer [5]. Este complejo antigé-
nico puede obtenerse mediante incubacion de las larvas vivas en un medio de cultivo apropiado
durante largos periodos de tiempo en el que es liberado por las larvas [4, 6]. Los pesos molecu-
lares de las proteinas de este antigeno son diversos, pero se ha demostrado que las de bajo peso
molecular (14, 17 y 18 kDa) sdlo son reconocidas por los sueros de los ratones infectados con la
larva viva del A. simplex. Una explicacion puede ser que los antigenos con bajo peso molecular se
producen Unicamente cuando la larva esta viva [5].

3. Antigenos de Superficie. Corresponden a moléculas expresadas en la cuticula del parasito, que también
se encuentran en otros nematodos. Este antigeno se expresa cuando ha tenido lugar la ecdisis, es decir,



la transicion interlarvaria (de L3 a L4). Aunque se ha sugerido que son menos antigénicas y especificas

que los antigenos ES y somético, se ha demostrado en estudios recientes que son fuente de muchas

proteinas reconocidas por los anticuerpos del raton infestado. Posiblemente estas moléculas juegan un

papel importante en el desarrollo de un estimulo crénico, como en el caso de los granulomas [7].

La mayor abundancia y funcionalidad en la respuesta inmune corresponde a los antigenos soma-
ticos o internos. Entre estos se incluyen numerosas proteinas de tamafio variable, entre 13y 150 kDa.
Las moléculas mas pequefas s6lo son reconocidas por el suero de animales infectados experimental-
mente con larvas L3 vivas, lo que sugiere su produccion en el curso de la infeccién. En A. simplex se
ha descrito un antigeno complejo de pequefio tamafio (14 kDa), de origen tanto ES como somatico,
cuya funcién principal parece relacionarse con el transporte de lipidos en el liquido seudocelémico y
tejido conectivo. También se ha observado que mientras los antigenos ES y de superficie son poco
especificos, los somaticos lo son mucho mas, considerandose componentes muy conservados duran-
te el proceso de desarrollo del parasito [8].

En el suero de pacientes con anisakiosis se detectan grandes cantidades de IgE especifica para
determinados antigenos de A. simplex, por lo que se considera que se trata de verdaderas reacciones
de hipersensibilidad o alergia de tipo | (inmediata). En el pasado reciente ha existido cierta contro-
versia acerca del origen de los alergenos de A. simplex, ya que varios informes preliminares [9, 10]
sostenian la relacion entre antigenos termoestables, procedentes de larvas muertas capaces de sopor-
tar las condiciones del cocinado, y la presencia de las manifestaciones alérgicas en pacientes sensibi-
lizados. Mas recientemente, sin embargo, diversos experimentos parecen concluir que sélo la presen-
cia de larvas vivas en el pescado de consumo pueden originar respuestas alérgicas [11-13] y que
aquellos casos en los que se descubre IgE especifica en un paciente, sin presencia aparente de sinto-
mas, deben interpretarse, simplemente, como situaciones de parasitacion que pasaron desapercibidas
[14,15]. Parece, por lo tanto, que es necesaria la infeccion activa para que se desencadene una reac-
cion alérgica o, lo que es lo mismo, que los alergenos de A. simplex sélo interacttan con el sistema
inmune del hospedador cuando el parasito los inocula en sus tejidos.

Se han identificado, al menos, cuatro antigenos con capacidad alergénica (alergenos principales)
[16] que incluyen productos de peso molecular (PM) relativamente pequefio. Ani s 1 posee un PM de
24 kDa [17] y se ha encontrado en la glandula excretora, constituyendo el antigeno SE citado [18].
Ani s 2, también denominado paramiosina, se encuentra en el cuerpo de la larva y tiene un PM de
97 kDa [19]. Ani s 3 corresponde a una tropomiosina, con un PM de 41 kDa [20, 21]. Ani s 4 es un
alergeno de bajo PM (9 kDa) procedente del cuerpo de la larva, resistente al calor y a la pepsina, lo
que podria explicar la aparicion de sintomas después de la ingestién de pescado bien cocido o en con-
serva [22]. Mencion aparte merece la aportacion de Lorenzo [14] acerca de la presencia de alergenos
de alto peso molecular, de hasta 154 kDa, reconocidos por el anticuerpo monoclonal UA3 que ade-
mas de inducir fundamentalmente IgE, parece que también potencian la formacion de 1gG4 e IgG1.

3. Aspectos clinicos y diagnodsticos
El hombre se contagia cuando consume pescado crudo o insuficientemente cocinado, parasitado con
L3. Pueden encontrarse L3 en el tracto gastrointestinal humano, en el que incluso se han descrito L4
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y formas de transicion L3 a L4, lo que prueba que aunque no se trata de un hospedador definitivo
ideal, si permite que, en condiciones adecuadas, continde el desarrollo larvario.

En contraste con otras infecciones por nematodos, la enfermedad puede deberse a un solo para-
sito, aunque se han descrito infestaciones masivas [23, 24].

Los sintomas se desarrollan como resultado de una reaccién inflamatoria, cuando la cabeza de la
larva se adhiere o penetra en la mucosa del tubo digestivo. Las manifestaciones clinicas dependeran
de la zona del tubo digestivo donde se localice la larva y del tipo de reaccion a que de lugar.

El sitio de localizacion mas frecuente es el estémago [25, 26] o, también, el intestino [27, 28]. La
anisaquiosis gastrica se caracteriza por dolor abdominal de tipo célico, localizado en epigastrio, que
puede acompanarse de nauseas, vomitos vy, si también afecta al intestino delgado, de alteraciones del
ritmo intestinal. En este caso, el diagndstico puede confirmarse mediante endoscopia, con visualizacion
del parasito, cuya extraccion hara desaparecer los sintomas. Cuando el proceso presenta un curso cro-
nico, la formacién de abscesos o granulomas gastricos [29] o intestinales puede simular cuadros de
pseudoobstruccién intestinal, apendicitis aguda o episodios de enfermedad inflamatoria intestinal [30-
32]. Se han descrito cuadros extradigestivos en relacion con la penetracion de la larva a través de la
pared del tubo digestivo y su migracion a pulmén, higado u otros 6rganos [33].

La larva de A. simplex puede producir también una reaccion alérgica de tipo inmediato, mediada
por IgE, dando lugar a manifestaciones sistémicas que van desde la urticaria o angioedema hasta el
choque anafilactico [34, 35]. Se han descrito casos de enfermedad ocupacional (asma y conjuntivitis)
por sensibilizacion a A. simplex [36, 37], asi como dermatitis de contacto [38] y artralgias tras la expo-
sicion al parasito [39]. En la historia clinica de estos pacientes es caracteristico el antecedente proxi-
mo (minutos u horas) de la ingestion de pescado fresco o poco cocinado; asimismo, refieren buena
tolerancia en varias ocasiones al pescado aparentemente implicado.

Algunos pacientes presentan un cuadro mixto de urticaria y/o angioedema (sintomas alérgicos)
acompafado de clinica abdominal (epigastralgia, vomitos, etc.), que se ha descrito como “anisaquio-
sis gastroalérgica” [11, 40]. En esta situacion los sintomas digestivos suelen preceder a los de estir-
pe alérgica, con una latencia media respecto a la ingestion del pescado parasitado de 3 horas y 5
horas, respectivamente.

El hemograma suele permanecer dentro de los parametros establecidos como normales, aunque
la formula leucocitaria puede mostrar leucocitosis con neutrofilia y eosinofilia no muy intensa, obser-
vandose en algunos casos un aumento posterior de la cifra de eosindfilos a partir de las 24 horas del
inicio del cuadro clinico. Las determinaciones bioquimicas no suelen verse alteradas, salvo que sean
secundarias a complicaciones del tipo pseudo-obstruccion (vomitos de repeticion). Los niveles séricos
de proteina cationica del eosindfilo pueden estar muy elevados, aunque esta determinacion no es de
uso habitual [41].

Las pruebas de diagnostico por imagen no suelen ser necesarias. En los cuadros intestinales seria
de eleccion la ecografia, aunque los signos observados son inespecificos: engrosamiento de la pared
intestinal, liquido libre, estrechamiento de la luz y disminucién del peristaltismo [41].

En todas estas situaciones se obtiene una prueba cutanea positiva, realizada, como norma gene-
ral, mediante puncion (prick-test) frente a antigeno somatico de A. simplex. Se acompaia de unos



valores elevados de IgE especifica para A. simplex, y de una importante elevacion de la tasa de IgE
sérica total [42, 43]. Sin embargo, estos datos tienen una baja especificidad y no constituyen, por si
mismos, un signo de enfermedad o de parasitacion actual por A. simplex, sino que deben valorarse
en el contexto de los antecedentes y del cuadro clinico del paciente. A diferencia de otras situaciones
como, por ejemplo, la alergia alimentaria, la prueba de provocacién no es Gtil ni practicable, ya que,
obviamente, no es posible utilizar larvas vivas y, con larvas muertas, no se ha conseguido reproducir
los sintomas [13, 44].

La determinacion seriada de IgE total y de IgE especifica frente a A. simplex puede ser (til en el
diagnostico de la parasitacion aguda. Daschner et al. [45] determinaron ambos parametros a las 24
horas y un mes después de la reaccion, objetivando un incremento de la IgE total en un 85,36%
(35/41) de pacientes y de la IgE especifica en el 90,24% (37/41). En el 89% de los pacientes con gas-
troscopia positiva se produjo un aumento de IgE total y especifica (p=0,02), siendo éste mayor que
el de los pacientes de gastroscopia sin hallazgo de parasito.

En la baja especificidad de prueba cuténea e IgE especifica tiene considerable importancia la pre-
sencia de determinados antigenos, como tropomiosina, en las larvas de A. simplex. Se ha relaciona-
do a la tropomiosina existente en el A. simplex con la reactividad cruzada que presenta este parasi-
to con otros artrépodos como Blatella germanica'y Chironomus spp. larvae, demostrada mediante
estudios de inhibicion de fijacion de IgE especifica e inhibicion de inmunotransferencia [46]. También
estaria relacionada con los acaros, en mayor medida, Acarus siroy Tyrophagus putrescientae, la cuca-
racha y la gamba [20, 47].

En diversos estudios, basados en técnicas de ELISA y de inmunotransferencia, se ha considerado
al antigeno somatico como responsable de la existencia de reactividad cruzada entre el A. simplexy
otros nematodos, como Ascaris suum, Toxocara canis, Hysterothylacium aduncum, Trichinella spiralis
y Trichuris muris [48, 49]. También estan presentes en otros nematodos las enzimas con grupo bioti-
na contenidas en los extractos del antigeno somatico del A. simplex [50].

Los carbohidratos del extracto de A. simplex utilizado para el diagnéstico pueden ser los respon-
sables de los falsos positivos de las pruebas diagnésticas. La reactividad cruzada existente entre el
antigeno de cuerpo entero de A. simplex con otros alergenos, hace necesaria la utilizacion de otros
antigenos para la realizacion de las pruebas cutaneas y la determinacion de IgE especifica, con el
objetivo de disminuir la elevada tasa de falsos positivos. El tratamiento previo con periodato (sustan-
cia que destruye las estructuras carbohidratadas) hace desaparecer una banda de peso molecular
medio reconocida en inmunotransferencia por sujetos asintomaticos [51]. Otros autores, usando anti-
cuerpos monoclonales han obtenido los mismos resultados. Al eliminar los epitopos o-glicanos para
el monoclonal UA3, anticuerpo que reconoce dos proteinas de peso molecular de 139 y 154 kDa del
A. simplex, desaparece en gran medida el problema de la reactividad cruzada [52].

Algunos datos parecen indicar que la utilizacién selectiva del antigeno secretor-excretor puede
aumentar considerablemente la especificidad de las técnicas diagnosticas, ya que sélo se detecta IgE
especifica frente a este alergeno en pacientes con anisaquiosis gastrica o gastroalérgica [53], pero
no es una proteina reconocida por el suero de individuos asintomaticos con prueba cutanea e IgE
especifica positivas frente al antigeno de cuerpo entero de A. simplex [17].
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Epidemiologia de las reacciones alérgicas por Anisakis.

Factores asociados

La anisaquiosis es un problema sanitario especialmente importante en aquellos paises con elevado

consumo de pescado. Es en Japon, por razones obvias (consumo de pescado crudo), donde se conta-

bilizan mas del 95% del total de casos denunciados en el mundo. En su conjunto, la cifra de casos

descrita en EE.UU. y Europa se puede considerar discreta (alrededor de 50 casos en EE.UU. y unos 600

en Europa) aunque en el viejo continente la casuistica se concentra en algunos paises concretos como

Holanda, Alemania, Francia o Espafia con una tendencia que se considera creciente, entre otras razo-

nes, por el mejor conocimiento de la enfermedad por parte de los médicos y la disponibilidad de mejo-

res instrumentos para llevar a cabo el diagnéstico (por ejemplo la toma de muestras por endoscopia),
asi como por el desarrollo creciente de una metodologia de laboratorio cada vez mas sensible y espe-
cifica, sin olvidar la globalizacion del suministro de alimentos. En Espafia los primeros casos notifica-

dos de anisaquiosis y alergia debidos a A. simplex se refirieron en 1991y 1995 [9, 54].

La frecuencia y distribucién de los problemas clinicos derivados de la exposicién a Anisakis puede
inferirse a partir de tres fuentes de informacion:

a) La distribucion de la contaminacion de los alimentos, ya sea en origen (crudos) o después de pre-
parados para el consumo.

b) La distribucion de anticuerpos (IgG e IgE) frente a A. simplex en sujetos asintomaticos, en la pobla-
cion general o en sujetos que consultan en el sistema sanitario por cuadros gastrointestinales o
alérgicos.

¢) La distribucion de las formas clinicas derivadas de la infestacion, tanto la anisaquiosis invasiva
como los cuadros alérgicos (urticaria, angioedema, etc..) en poblacién consultante en el sistema
sanitario.

La infeccion por A. simplex presenta distribucion mundial y afecta al pescado crudo o poco cocina-
do. Los principales pescados implicados dependen de las zonas. Por ejemplo, en Japdn los principales
son la caballa y, menos, el calamar, mientras que en EE.UU. es el salmén del Pacifico. En Espaia se puede
encontrar en el 36% del pescado muestreado en lonjas de los puertos y su frecuencia es mayor en los
de mar Cantdbrico (50%) y océano Atlantico (36%) y sustancialmente menor en los del mar
Mediterraneo (6%) [55]. No se dispone de estudios epidemioldgicos acerca de la frecuencia de A. sim-
plex con capacidad infectiva en muestras amplias de productos ya preparados para el consumo, pero
parece razonable que varie con el tipo de pescado y los modos de preparacion del mismo. En nuestro
pais, seguramente por el método de preparacion, la mayor parte de los casos se relacionan con el con-
sumo de boquerones alifiados con vinagre y aceite y, menos, en el caso de sardinas alifiadas con limén,
merluza y otros pescados insuficientemente cocinados [14].

En adultos espafoles, segmento de edad mas afectado, la prevalencia de sensibilizacion a A. sim-
plex varia del 6% al 56% segun los diversos estudios. La gran variacion en los resultados posiblemen-
te se explica, en parte, por diferencias metodoldgicas entre los estudios y la zona geogréafica de los
mismos. Por Ultimo, tampoco se dispone de andlisis de los cuadros clinicos derivados de la exposicion
a Anisakis a partir de la explotacién sistematica de los registros de Atencién de Primaria o del
Conjunto Minimo Basico de datos al Alta Hospitalaria.



Medidas para la reduccion del riesgo asociado con anisakis

Como para todos los peligros asociados con los alimentos, se debe contemplar la totalidad de los

eslabones de la cadena produccién-consumo.

1.

Produccidon primaria

Probablemente es la mas dificil de controlar. Sin embargo, a este nivel, la presencia de larvas de

Anisakis en pescado sin eviscerar puede reducirse:
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Evitando faenar en determinadas areas, capturar determinadas especies o determinadas tallas de una
especie [56]. Se refiere a las especies de peces que con mayor frecuencia estan infectadas con
Anisakis.

Evaluando y controlando el impacto de la actividad humana en la incidencia del parasito; por
ejemplo, la importancia de ciertas practicas, como arrojar al mar las visceras infestadas del pesca-
do [57]. Se ha comprobado que en pescado procedente de acuicultura (salmén) alimentado exclu-
sivamente con pienso, la incidencia de larvas de A. simplex es practicamente nula [58].

. Practicas durante la captura y manipulacion a bordo

La presencia de larvas de A. simplex en misculo de pescado eviscerado se debe a la migracién
post-mortem. Por tanto, es imprescindible que el tiempo que transcurre entre la captura y la evis-
ceracion sea minimo [59].

La mayor incidencia y nimero de larvas se detectan en la musculatura hipoaxial. Por ello, la elimi-
nacion de esta parte (ventresca o ijada) en las especies que mas frecuentemente estan infestadas,
contribuye a disminuir el riesgo [58, 60, 61].

La congelacion rapida con aire “blast freezing” en el buque es un método eficaz de inactivar las
larvas de Anisakis aunque es probable que no destruya la capacidad de sensibilizacion de los anti-
genos de la larva [59].

El paquete ovarico (huevas) puede contener larvas vivas pero los huevos, una vez liberados y con-
venientemente lavados, no contienen el parasito.

. Pescado fresco. Manipulacion en tierra e inspeccion

Si no se ha llevado a cabo en el buque, debe procederse a la evisceracién y lavado de la cavidad
abdominal lo mas rapidamente posible tras el desembarque y, si es posible, eliminacién de la mus-
culatura hipoaxial. Esto Gltimo tiene inconvenientes si se va a comercializar entero (poca acepta-
cion por parte del consumidor) y siempre supone una pérdida de casi el 15% [58, 61, 62].
Examen visual del pescado eviscerado: cavidad abdominal, higado y lechazas destinadas al con-
sumo humano [61-63].

En el caso de filetes, examen visual de la superficie (un niimero representativo de filetes de la parti-
da) y eliminacion de las larvas con un cuchillo [58]. Para detectar las larvas en la profundidad del mus-
culo, practicar un examen por transiluminacion [58, 61, 63] aunque éste es menos eficaz para Anisakis
(larvas pequefas y blanquecinas) que para otros parasitos como Phocanema o Pseudoterranova [58].
Se puede concluir que, en esta fase, la evisceracion, la inspeccion visual, la eliminacion fisica de
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las larvas y la exclusion de la musculatura hipoaxial pueden reducir el peligro asociado a Anisakis,
pero no lo eliminan ni lo reducen hasta un nivel aceptable. Por ello, es necesario congelar previamen-
te los productos que se van a consumir crudos o poco procesados (ahumado en frio, escabechado o
marinado).

4. Productos de la pesca procesados287 558oldgicos

4.1.1. Congelacion

Un nlimero elevado de trabajos demuestra la eficacia de la congelacién y el almacenamiento a con-
gelacion para inactivar las larvas de Anisakis. La eficacia de este tratamiento depende de varios fac-
tores como son la temperatura, el tiempo necesario para que el pescado alcance esa temperatura, el
tiempo que se almacena el pescado bajo congelacion y el contenido en grasa del pescado [61].

La legislacion de la UE [62] sefiala que el pescado que se va a consumir crudo o practicamente
crudo debe congelarse a < -20°C en la totalidad del producto y mantenerse a esa temperatura duran-
te, al menos, 24 horas. Este tratamiento es también obligatorio para productos procedentes de cier-
tas especies (arenque, caballa, espadin y salmon salvaje del Atlantico o del Pacifico) ahumados en frio
(temperatura en el interior de la pieza no sobrepasa los 60°C) y para aquéllos en escabeche o sala-
dos cuando el proceso no basta para destruir las larvas.

Aunque no especifica si se aplica antes o después de procesar, parece ldgico que se haga antes,
ya que la congelacion altera los productos procesados. Ademas, al ahumar y salazonar (sin congelar)
las larvas vivas se desplazan y aparecen en la superficie del producto, haciéndolo poco apetecible,
aunque sea seguro.

Un aspecto importante es la interpretacién de "< -20 °C durante, al menos, 24h", especial-
mente en restauracion colectiva y en los hogares, donde no se usan sistemas rapidos de congelacion.
Al menos en estos casos, habria que considerar separadamente el proceso de congelacién, hasta que
se alcanzan los —20 °C en un equipo doméstico, y el almacenamiento a congelacion. De hecho, en la
legislacion holandesa que fue la pionera en este tipo de tratamientos, se recogia, para arenque, “ con-
gelar de forma que se alcance < -20 °C en 12 horasy almacenar, a-20 °C, otras 24 horas”y lo mismo
recoge la International Commission on Microbiological Specifications for Foods [64]. En este sentido,
Dong et al. [65] sefialan que, en un frigorifico doméstico, para alcanzar —20 °C en filetes de halibut
del Pacifico (Atheresthes stomias) fueron necesarias 9,5 horas y, al menos, 60 horas para la inactiva-
cion total de las larvas. También Wharton y Aadler [66] hacen énfasis en la importancia del tiempo
necesario para alcanzar la temperatura de congelacién inactivante

La FDA [61] especifica “congelacion y almacenamiento a < -20°C durante 7 dias” (tiempo total en
un congelador convencional) o congelacién a < -35°C hasta que solidifique y mantenimiento a la
misma temperatura durante 15 horas o congelacién a < -35°C hasta que solidifique y mantenimien-
to a < -20°C durante 24 horas. Se entiende que a < -35 °C en un congelador comercial.

En resumen, la eficacia de la congelacion para inactivar las larvas de Anisakis es incuestionable.
De hecho, se considera que la congelacién es el tinico PCC (Punto Control Critico) eficaz para preve-
nir la infestacion por nematodos cuando se aplica el sistema APPCC (Analisis de Peligros y Puntos de
Control Criticos) a la obtencion de determinados productos de la pesca (ahumados en frio, por ejem-



plo) [67, 68]. Sin embargo, en el ambito doméstico, a la hora de hacer recomendaciones a los consu-
midores acerca del tiempo que el pescado debe permanecer congelado antes de proceder a escabe-
char (sin tratamiento térmico previo) o marinar ha de tenerse en cuenta la capacidad de congelacion
de los frigorificos domésticos (1 estrella, temperatura minima alcanzada, -6°C; 2 estrellas, temperatu-
ra minima alcanzada, -12°C; 3 estrellas, temperatura minima alcanzada, -18°C; 4 estrellas, tempera-
tura minima alcanzada, -24°C).

4.1.2. Tratamiento térmico

Las larvas de Anisakis son sensibles al calor. A 55°C, en pescado, se inactivan en 10 a 60 segundos
[58] y a 60°C, en un medio, en 1 segundo [64]. La FDA [68] considera que un tratamiento de 60°C en
CCcto durante 1 minuto es suficiente para matar las larvas, recomendando la ICMSF [64] que se
alcancen, al menos, 70°C en el centro de la pieza.

Esto significa que los productos cocinados completamente (hervidos o fritos), los ahumados en
caliente (temperatura central de la pieza > 60°C), los pasterizados y los cocinados a vacio “sous vide"
son seguros desde el punto de vista de la inactivacién del parasito. No lo son los productos ahuma-
dos en frio o los cocinados de forma inadecuada a la plancha o en microondas. Las microondas lle-
gan hasta un determinado espesor y, a partir de ahi, la transmision de calor se hace por conduccién,
por lo que, en las zonas donde no acttian las microondas, la eficacia dependera Gnicamente del tiem-
po y de la temperatura que se alcance.

4.1.3. Irradiacion

Las larvas de Anisakis son mas resistentes que las de otros parasitos, requiriéndose tratamientos de
hasta 10 kGy [68]. Hay que considerar que las radiaciones ionizantes afectan negativamente a la cali-
dad organoléptica del pescado.

4.1.4. Altas presiones

Los tratamientos con altas presiones son eficaces para inactivar las larvas de A. simplex aunque afec-
tan al color y al aspecto del producto. En la mayoria de los estudios realizados, la aplicacion de 200
MPa inactivaba el 100% de las larvas en 3 a 10 minutos [65, 69].

4.2. Efecto de conservadores

4.2.1. Salazén

Aunque A. simplex es sensible a la sal se necesitan elevadas concentraciones durante un periodo pro-
longado para inactivar las larvas. Algunos datos sobre el efecto del NaCl se recogen a continuacion.

% NaCl en la fase acuosa del tejido muscular Tiempo maximo
(WPS-Water Phase Salt) [58, 64] de supervivencia
4-5 6 - > 17 semanas
6-7 10-12 semanas
8-9 5-6 semanas
15 4 semanas

20 3 semanas
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La salazon en seco inactiva las larvas de la superficie pero, si no es prolongada, generalmente no
inactiva las del interior [68].

La sacarosa también inactiva al pardsito pero se necesitan concentraciones del 12% durante, al
menos, 35 dias [64].

4.2.2. Acidificacion

De los trabajos publicados se deduce que se necesitan 35 dias para inactivar las larvas cuando las
condiciones del procesado son: 2,4% de acido acético (pH de la fase acuosa del musculo, 4,2) y 6%
de NaCl [64]. De ello se puede concluir que la sal y el vinagre pueden reducir el peligro asociado a
Anisakis, pero no lo eliminan ni lo reducen hasta un nivel aceptable. Por ello, es necesario congelar
previamente los productos que se van a escabechar o marinar.

Recomendaciones al consumidor y a la restauracion colectiva

Las recomendaciones para evitar la infeccion por Anisakis parecen claras: todos aquellos proce-
dimientos que garanticen la inactivacion de las larvas. En el caso de los episodios alérgicos es mas
dificil puesto que no existe un criterio unanime respecto a la causa que genera la reaccién de hiper-
sensibilidad. Asi, un nimero importante de trabajos sefialan que es preciso el contacto con el parasi-
to vivo y, al parecer, es necesario, ademas, que se fije en la submucosa del intestino [7, 12, 70]. Sin
embargo, otros autores [71, 72] consideran que los tratamientos que inactivan las larvas no son sufi-
cientes para destruir su capacidad alergénica y en este sentido se pronuncié el Comité Cientifico de
Veterinaria de Salud Pdblica [59].

En cualquier caso, son varios los estudios que ponen de manifiesto que los tratamientos inactivan-
tes, especialmente la congelacion, parecen ser una alternativa eficaz para prevenir la presentacion de
los sintomas alérgicos [7, 70, 73, 74].

1. Recomendaciones para la poblaciéon general

—_
-

Para pescados y cefalopodos frescos, es conveniente conocer los criterios de frescura (ojos, aga-
Ilas, consistencia y piel), para asi adquirir los especimenes que hayan sido capturados mas recien-
temente (menor tiempo para la migracion al tejido muscular).

N
—

Para pescados de tamafio mediano y grande, procurar adquirirlos eviscerados. Si no lo estan,
hacerlo inmediatamente. En todos los casos, lavar la cavidad abdominal, examinar visualmente los
musculos abdominales y, si es necesario, eliminar la musculatura hipoaxial (ventresca) (elimina-
cion fisica de las larvas). Cocinar o congelar inmediatamente.

w
-~

No consumir pescados ni cefaldpodos crudos ni productos de la pesca ahumados en frio, marina-
dos, en vinagre, ceviche, sushi, o procesados de cualquier otra forma que no garantice la inactiva-
cion del parasito, salvo que éstos hayan sido sometidos a congelacién comercial o se hayan con-
gelado a —20°C durante una semana (frigorificos de 3 o 4 estrellas). Comprobar la temperatura del
congelador durante el almacenamiento.

N
=

Asegurar un tratamiento térmico completo mediante coccién o fritura. En restauracion, utilizar ter-
mometros de cocina o instrumentos medidores tiempo/temperatura, que se insertaran en el centro



de la porcion mas gruesa. Si no se dispone de termémetro, comprobar que el pescado esta “bien
hecho”, pinchando la pieza con un tenedor o un cuchillo; la carne debe desprenderse facilmente de
la espina y tener un color opaco. Una regla general son 10 minutos para piezas de unos 2,5 cm de
grosor, dando la vuelta a los 5 minutos. Cocinar 5 minutos mas si se trata de salsas o “en papillote”.
El cocinado a la plancha y en microondas es menos seguro que la coccién completa o la fritura. En
el caso de tratamiento a la plancha hay que comprobar que esta “bien hecho”. En el caso del horno
microondas, las recomendaciones generales son: 1) elegir la temperatura de forma que sea 14°C supe-
rior a la recomendada (en este caso, 74+14°C); 2) cocinar el pescado cubierto de forma apropiada —el
calor hiimedo es mas eficaz— y dandole una o dos vueltas durante la coccion (evita los puntos frios);
3); una vez cocinado, dejar reposar en el horno la pieza cubierta, al menos, dos minutos para que la
temperatura pueda distribuirse uniformemente y 4) comprobar que esta “bien hecho” [75].

2. Recomendaciones para la poblacion sensibilizada

—_
—

Evitar la ingesta de pescado crudo o cocinado de forma inadecuada en el microondas o a la plancha.

2) Evitar el consumo de pescado poco procesado: salazonado, ahumado, en vinagre, escabechado,
marinado, carpaccio, ceviche, preparaciones culinarias orientales, etc.

3) Consumir siempre pescado que haya sido congelado (—20°C durante una semana en frigorificos
de 3 o 4 estrellas). Es mas adecuado el congelado en alta mar ya que se eviscera inmediatamen-
te tras la captura (la posibilidad de migracion al masculo es menor), el proceso de congelacién es
muy rapido y la temperatura de almacenamiento muy baja.

4) Evitar consumir la region hipoaxial (ventresca o ijada) y pescados pequefios enteros

5) Consumir preferentemente colas de pescados de tamafio grande y pescado de agua dulce o mari-
no cultivado.

6) En caso de consumir pescado fuera del hogar, advertir que se es alérgico a Anisakis y asegurarse

de que el pescado reline garantias suficientes de ausencia de contaminacion por el parasito.

Reglamento (CE) n° 853/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo de 29 de abril de 2004 por el
que se establecen normas especificas de higiene de los alimentos de origen animal. DO L 226 de
25/06/2004, pags. 22-82.

Reglamento (CE) n® 854/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo de 29 de abril de 2004 por el
que se establecen normas especificas para la organizacion de controles oficiales de los productos de
origen animal destinados al consumo humano. DO L 226 de 25/06/2004, pags.83-127.

Decisién 93/140/CEE: Decision de la Comision, de 19.01.93, por la que se establecen las modalidades
de control visual para detectar parasitos en los productos de la pesca. DO L 056 de 09/03/1993, pag. 42.

Otros documentos de interés

Andnimo. 1998. Opinion of the Scientific Committee on veterinary measures relating to public health
- allergic reactions to ingested Anisakis simplex antigens and evaluation of the possible risk to human
health - 27 april 1998.
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Disponible en: http://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/scv/out05_en.htr
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La aplicacion de altas presiones hidrostaticas es un proceso fisico no térmico que se puede utilizar
para desactivar ciertos microorganismos presentes en los alimentos para lo que se utilizan habitual-
mente presiones comprendidas entre 300 y 700 MPa. Es una tecnologia que data de finales del siglo
XIX aunque puede considerarse que, desde un punto de vista comercial, su estudio, desarrollo y apli-
cacion a los alimentos comenz6 hace unos cuatro lustros, existiendo en la actualidad una abundante
bibliografia acerca del efecto de las altas presiones en la viabilidad microbiana y en las propiedades
funcionales de los componentes de los alimentos. Los microorganismos pueden ordenarse en relacion
con su manorresistencia, de menos a mas resistentes, en mohos y levaduras — bacterias Gram nega-
tivas — virus con envoltura — hongos — bacterias Gram positivas — virus desnudos — esporas bac-
terianas. Aparte de la manorresistencia intrinseca de cada microorganismo, son muchos los agentes
y factores que influyen en la letalidad de las altas presiones. Los mas importantes quizas sean el nivel
de presurizacion, la temperatura y el pH aunque en un segundo lugar se pueden colocar otros muchos,
como tiempo de presurizacion, ingredientes, agentes antimicrobianos (bacteriocinas, antisépticos,
etc.) presentes, etc.

Una de las aplicaciones potenciales del tratamiento de los alimentos con altas presiones es la posi-
bilidad de destruir microorganismos alterantes y patégenos para, respectivamente, ampliar su vida
atil o conseguir un producto final seguro. En primer lugar, hay que apuntar que tanto desde el punto
de vista tecnolégico como del sanitario cabe decir que, debido a la gran manorresistencia que presen-
tan las bacterias esporuladas, las altas presiones, en el estado actual de desarrollo, no parece que
puedan aplicarse para conseguir la esterilidad comercial de los alimentos. La aplicacién de altas pre-



siones queda, por tanto, restringida a la higienizacién (equivalente a pasteurizacion) de los alimen-
tos, lo que implica que los microorganismos a tener en cuenta principalmente son los patégenos no
esporulados. No cabe duda que, al tiempo, se reduciria la carga de microorganismos alterantes, en
especial la microbiota aerobia Gram negativa, con lo que se conseguiria un aumento de la vida util
del producto final refrigerado. Se plantea, en definitiva, analizar, a la luz de los conocimientos actua-
les, si el tratamiento de la carne y productos carnicos con altas presiones es apropiado para conse-
guir una eficaz proteccion del consumidor (en relacion con los riesgos de origen microbiano), en las
condiciones actuales de la sociedad europea y determinar en qué circunstancias se alcanzaran los
correspondientes objetivos de seguridad alimentaria (FSO).

Teniendo en cuenta la manorresitencia de los diferentes microorganismos de interés sanitario des-
crita en distintas publicaciones puede concluirse que los microorganismos que alcanzan mayor rele-
vancia son: Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Escherichia coli 0157:H7. De estos, se
descarta Staph. aureus como microorganismo “diana” debido a que su crecimiento es facil de con-
trolar en productos refrigerados.

De acuerdo con las dosis infectivas de E. coli 0157:H7 y L. monocytogenes, la gravedad de la
enfermedad que ocasionan, los datos acerca de los brotes que han ocurrido, los criterios microbiol6-
gicos propuestos y las caracteristicas culturales de cada bacteria, se ha concluido que para conseguir,
en cada caso, el correspondiente FSO en productos carnicos crudos y en productos RTE se requeriria
un tratamiento que logre, respectivamente, 4,4 y 2,4 reducciones decimales en el caso de E. coli
0157:H7 y de 6 y 4 reducciones decimales en el de L. monocytogenes.

A la vista, por una parte, de la resistencia en matrices alimentarias de E. coli 0157:H7 frente a la
accion letal de las altas presiones y, por otra, el FSO (-2,4 logqq u.f.c. g'1) que se requiere alcanzar
(equivalente a 4,4 reducciones decimales con los niveles de contaminacion que pueden esperarse en
productos crudos) para conseguir, desde un punto de vista microbioldgico, un producto carnico segu-
ro, puede concluirse que se necesitarian tratamientos superiores a 600 MPa en los productos carni-
cos crudos. En el caso de productos RTE seria suficiente un tratamiento de 300 - 400 MPa, dado que
en este caso el tratamiento tendria que reducir la tasa de E. coli 0157:H7 sélo 2,4D. Los valores
correspondientes para L. monocytogenes, con un FSO de 102 ufc. g'1, son presurizaciones superio-
res a 600 MPa (reduccién de 6D) para productos crudos y de 500 MPa (reduccion de 4D) para los RTE.

Es dificil, pues, conseguir los FSO para ambas bacterias en un producto crudo. Sin embargo, las
altas presiones pueden ser muy Utiles para librar al mercado productos RTE seguros.

Palabras clave

Altas presiones, carne, productos carnicos, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, seguridad alimen-
taria.
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Antecedentes

1. Desarrollo y fundamentos de las altas presiones

Las altas presiones isostaticas se conocen desde finales del siglo XIX (Hite, 1899) y principios del si-
glo XX (Hite y col., 1914; Larson y col., 1918). Ya en ese tiempo se informé que las bacterias vegeta-
tivas se podrian inactivar tratandolas a presiones de 400 a 600 MPa. Sin embargo, apenas progresa-
ron la investigaciones durante un largo periodo de tiempo porque en esa época no era posible la
construccion de equipos fiables y hubo que esperar al desarrollo de la ceramica industrial que utilizo
estos equipos para la compactacion de materiales (Sale y col., 1979) y para fabricar equipos que pos-
teriormente se aplicaron a los alimentos. Debido, por una parte, a la demanda de alimentos minima-
mente procesados, exentos de aditivos y microbioldgicamente seguros y, por otra, al gran desarrollo
de los aspectos ingenieriles de los equipos de altas presiones, sobre todo a partir de 1982, se reacti-
varan los estudios con los trabajos realizados por el grupo de Knorr en la Universidad de Delaware
(Knorr, 2000) y en 1989 la Universidad de Kyoto y el Ministerio de Agricultura, Bosques y Pesquerias
de Japon desarrollaron un proyecto coordinado para la construccién de un equipo de altas presiones
para su uso en la industria alimentaria (Johnston, 1995), apareciendo en el mercado japonés alrede-
dor de 1990 ciertos productos (mermeladas, zumos de frutas) tratados por altas presiones (Ledward,
1995). En Europa a partir del Congreso celebrado en “La Grand Motte” en Francia, en 1992 se cons-
tituyeron los primeros grupos que comenzaron a investigar esta tecnologia en los que fueron inclui-
dos dos grupos espafioles (el CER Planta de Tecnologia dels Aliments de la Universidad Auténoma de
Barcelona en 1992 y el Instituto del Frio del CSIC en 1994). Desde esas fechas, y sobre todo en la ulti-
ma década, se han publicado innumerables trabajos y hoy se conoce razonablemente bien la mano-
rresistencia de los microorganismos de mayor interés en Tecnologia de los Alimentos, incluidos los
productores de ionfecciones e intoxicaciones alimentarias aunque existen algunas lagunas acerca de
la cinética de inactivacion y los mecanismos intimos de la accion letal de las altas presiones.

El término “altas presiones” es confuso a no ser que se relacione con alguna presion conocida,
por ejemplo, en la zona baja, la atmosférica (0,1 MPa) o, en las altas, la profundidad donde reposa el
“Prestige” (alrededor de 30 MPa) o las simas oceanicas mas profundas (aprox. 100 MPa). Estas son
muy bajas si se tiene en cuenta los 5 — 6 GPa que se utilizan en la industria del diamante artificial
(Crossland, 1995) o algo menos si se comparan con las que pueden aplicarse a los alimentos cuyo
intervalo esta comprendido entre 100 MPa y 1000 MPa (Ledward, 1995) aunque en la industria ali-
mentaria las altas presiones que se utilizan habitualmente para la higienizacién de alimentos se situ-
an en el intervalo de 300 — 1000 MPa.

Los efectos de las altas presiones descansan en dos principios; uno el de Chatelier que indica que
cualquier fendmeno que va acompafiado de una disminucién de volumen se vera potenciado cuando
se aplica presion o, en otras palabras, cuando se aplica una fuerza a un sistema, éste responde tra-
tando de amortiguar la fuerza. El otro, el principio de Pascal, que predice que la presion aplicada a un
fluido en un punto se transmite de forma instantdnea y homogénea a los restantes, independiente-
mente del tamafio y la geometria del medio; es lo que se conoce como presidn isostatica.

Los fundamentos, el desarrollo, el equipo y los efectos de las altas presiones en los alimentos y sus
componentes han quedado descritos en numerosas revisiones a las que se remite al lector para



ampliar conocimientos acerca de esta tecnologia (Ledward y col., 1995; Tewari y col., 1999; Farkas y
Hoover, 2000; Barbosa-Canovas y Gould, 2000; Yuste y col., 2001; Palou y col., 2002; Balasubra-
maniam, 2003).

2. Cinética de desactivacion microbiana por las altas presiones, mecanis-

mo de accidon y factores de que depende

Los primeros experimentos para dilucidar la cinética de destruccién de los microorganismos por las

altas presiones se hicieron imitando los modelos muy bien conocidos de los tratamientos térmicos, es

decir, representando, a presion constante, el logaritmo de supervivientes frente al tiempo de tratamien-

to. Es asi como puede verse en numerosas publicaciones, donde se ofrecen los respectivos valores D

(tiempos de reduccion decimal). Sin embargo, algunos autores admiten que la naturaleza de la cinéti-

ca de desactivacion por las altas presiones difiere de la de la muerte térmica y otros tipos de tratamien-

tos (Earnshaw, 1995, Isaacs y col., 1995), pudiendo variar incluso entre cepas de la misma especie

(Simpson y Gilmour, 1997a; Tay y col., 2002) y de la presion que se aplique (Simpson y Gilmour, 1997a).

En los tratamientos térmicos se asume que la muerte de microorganismos es log-lineal con el tiempo.

Este ha sido el enfoque aplicado durante muchos afios en la industria y ha probado ser satisfactorio.

Sin embargo, se han encontrado desviaciones a esta linealidad, lo que ha provocado que actualmente

se estén revisando de nuevo. En los tratamientos de alta presion, estas desviaciones suelen ser mas

comunes y se caracterizan por un pronunciado “efecto de cola”. Por lo tanto, las tablas clasicas de t-

T (tiempo-temperatura) se substituyen por tablas P-t-T (presion-tiempo-temperatura), considerando

ademas el tiempo de descompresion y el tiempo necesario para alcanzar la presién deseada. La ciné-

tica de desactivacién puede presentar variaciones significativas entre distintas cepas de una misma
especie y se puede considerar por supuesto que las curvas son diferentes a las distintas presiones apli-
cadas. Ademas, hay que anadir que las altas presiones producen dafos subletales en alguna fraccion
de la poblacién microbiana (Petterson y col., 1995) que, tras un periodo de adaptacion, puede recupe-
rarse y multiplicarse de nuevo en el alimento (Smelt, 1998; Mussa y col., 1999; Yuste y col., 1999), lo
que adquiere gran importancia cuando se estima la eficacia del tratamiento.

Las graficas de supervivencia que se han obtenido en los distintos estudios son de diversa natu-
raleza.

m En unas, se advierte una marcada reduccién, unas veces siguiendo una cinética de primer orden y
otras no, del nimero de viables en los primeros minutos de tratamientos para, después, pasar a
otro tramo con una pendiente menor. Asi se ha observado, por ejemplo, para Staphylococcus car-
nosus (Earnshaw, 1995). Se ha explicado asumiendo la existencia de una subpoblaciéon mas sen-
sible que se destruiria antes que una segunda subpoblacion mas manorresistente.

m Enalgunas, se observa un “hombro” inicial para después seguir un curso logaritmico o cuasiloga-
ritmico. Este comportamiento se ha detectado en estudios con Listeria moncytogenes (Ritz y col.,
2000) que se podria explicar, al igual que en los tratamientos térmicos, por la formacién de agre-
gados celulares y por la proteccién por contacto entre célula y célula (Cerf, 1977).

m En otras, el modelo de destruccion que muestra la grafica se desvia de la linealidad y en el tramo
final se observan “colas” que demuestran una subpoblacién microbiana con una marcada resis-
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tencia a las altas presiones, lo que sugiere que la poblacién de microorganismos producida por un
cultivo es heterogénea (Ritz y col., 2000). Mossel y col. (1995) explicaron el fenémeno indicando
que un determinado numero de células vivas quedaba protegido por células que ya habian muer-
to o por los productos de su destruccion pero esta hipotesis no es probable porque va contra la
ley de Pascal que predice que la presion hidrostatica es isostatica, ademas del efecto que produ-
ce el agua necesaria como fluido transmisor. Otra hipétesis que se ha ofrecido para explicar la des-
viacion de la linealidad ha sido que el suceso ocurre en dos fases pasando a través de una etapa
intermedia (Heinz y Knorr, 1996; Knorr, 2000). Casi todos los autores han observado estas “colas”
con cualesquiera de las especies microbianas que han utilizado en sus estudios. Por lo tanto, hay
que considerarlas como un fenémeno habitual en la cinética de destruccion microbiana por las
altas presiones. Hay que apuntar al respecto que actualmente también se recogen en estudios
rigurosos sobre tratamientos térmicos.

La existencia de una poblacion residual de una mayor resistencia a las altas presiones, que es lo
que realmente indican las citadas “colas”, tiene implicaciones practicas de gran transcendencia
porque los habituales parametros D y z que con tanto éxito se han utilizado para predecir la pobla-
cion que sobrevive a los procesos térmicos (pasteurizacion y esterilizacion) no se pueden aplicar en
el caso de las altas presiones. Algunos autores (McMeekin y col., 1993) han estudiado mediante
métodos de los minimos cuadrados la posibilidad de ajuste a otros modelos, concluyendo que el
mejor se correspondia con una compleja ecuacion logistica que, en realidad, no ha trascendido por-
que era especifica para la destruccion de Staphylococcus carnosus a 500 MPa en caldo nutritivo
(Earnshaw, 1995). Seria necesario comprobar si la destruccion de otros microorganismos obedece a
un modelo similar.

Aunque los mecanismos intimos de la accion letal de las altas presiones no se conocen con exac-
titud, se considera de forma general que es el resultado de diferentes fenémenos simultaneos que
conllevan lesiones en la membrana plasmatica ocasionando la desorganizacion de la misma (Hoover
y col., 1989, Mackey y col., 1994) que cursa normalmente con la muerte aunque se pueden producir
también lesiones subletales que, dependiendo de las condiciones ambientales del microorganismo,
pueden restablecerse. Sin embargo, el dafio ocasionado en la membrana puede variar entre relativa-
mente bajas y altas presiones y su relacion con la muerte celular puede diferir entre especies y fases
de crecimiento (Pagan y Mackey, 2000). Asimismo, existen algunas evidencias (Sonoike y col., 1992;
Hashizume y col., 1996) que indican que algunas enzimas microbianas pueden ser la “diana” de la
desactivacion por la altas presiones. Las enzimas de las membranas que participan en el sistema de
transporte son unas firmes candidatas a verse afectadas por las altas presiones, como la gliceralde-
hido-3-fosfato deshidrogenasa de la levadura de panaderia que fue inactivada por presiones de 100
- 200 MPa (Jaenicke, 1991). Lo mismo se podria decir de las enzimas encargadas del reflujo de pro-
tones, como la ATPasa FqFq (Wouters y col., 1998).

El grado de destruccion microbiana por las altas presiones depende, en primer lugar, del tipo de
microorganismo que se trate (Earnshaw, 1995). En relacion con la manorresistencia de los microorga-
nismos, pueden ordenarse, de menos a mas resistentes, como mohos y levaduras — bacterias Gram
negativas —> virus con envoltura —> hongos — bacterias Gram positivas — virus desnudos — esporas



bacterianas. Se ha postulado que como la estructura de la membrana plasmatica es mas compleja en
las Gram negativas, la célula bacteriana seria mas sensible a los agentes externos, entre ellos la pre-
surizacion (Shigehisa y col., 1991). Los mohos y levaduras se desactivan a presiones de 200 — 300
MPa (Cheftel, 1995); las Gram negativas se destruyen generalmente entre 300 — 400 MPa aunque hay
alguna bacteria Gram negativa con gran interés en la industria alimentaria que presenta una mano-
rresistencia anormalmente muy elevada, tal es el caso de Escherichia coli 0157-H7, por ejemplo, en
leche UHT (Patterson y col., 1995a). No obstante, hay que advertir acerca de la manorresistencia de
Gram positivas y negativas que Ultimamente se ha detectado un solapamiento considerable entre
ambos grupos de formas vegetativas (McClements y col., 2001). Entre las Gram positivas merece
especial mencidn las especies del género Staphylococcus, que pueden sobrevivir tras la aplicacion de
presiones de 500 MPa durante 60 minutos (Earnshaw, 1995). Entre estas especies se encuentra Staph.
aureus, una bacteria patdgena que tras un tratamiento de 600 MPa durante 10 - 30 minutos en mues-
tras de carne o leche inoculadas sélo se reduce su niimero entre 2 y 6 ciclos logaritmicos (Shigeisa y
col., 1991; Patterson y col., 1995a; Gervilla y col. 1997). Las bacterias esporuladas son bastante mas
manorresitentes, se requieren presiones del orden de 1000 MPa, o mas, para lograr su destruccién
(Earnshaw y col., 1995; Smelt, 1998) aunque puede haber bastantes diferencias entre cepas
(Nakayama y col., 1996). Clostridium botulinum (Rovere y col., 1998; Reddy y col., 1999) se ha mos-
trado extremadamente manorresitente (no se observé ninguna reduccion del nimero de esporas) con
tratamientos de 5 minutos a 827 MPa a temperaturas inferiores a 35°C y se necesitaron presurizacio-
nes a 50 — 55°C para lograr, a aquella presion, 5 reducciones logaritmicas (Reddy y col., 1999). Incluso
se ha informado que, a temperatura ambiente, se han necesitado presiones de 1500 MPa para lograr
tan sélo 1,5 reducciones decimales de esporas de Clostridium sporogenes en caldo de zanahoria
(Rovere, 1996). Esta gran manorresistencia se ha relacionado con el estado deshidratado, o incluso
potencialmente vitreo, del protoplasto de las esporas que le confiere resistencia a sustancias quimi-
cas, agentes fisicos como el calor y las radiaciones ionizantes. Este estado, evidentemente, se mantie-
ne durante la aplicacion de altas presiones y parece ser que le confiere la extrema manorresistencia
(Gould, 1995). La gran manorresistencia de las bacterias esporuladas parece que es de caracter gene-
ral en todas las especies. Sin embargo, se ha informado casos en que se han desactivado a presiones
mucho mas bajas, del orden de 50 — 300 MPa (Sale y col., 1970), lo que se ha atribuido a una activa-
cion de la germinacion por las altas presiones sequido de la muerte de las células vegetativas (Smelt
y col., 1998), en algunos casos también combinadas con nisina (Capellas y col., 2000). La misma expli-
cacion se ha utilizado para justificar la enorme destruccion (mas de 8 unidades logaritmicas) de espo-
ras de Bacillus subtilis cuando se sometieron a tratamientos alternativos de 1 minuto a 60 y 500 MPa
(Sojka y Ludwing, 1997).

Los virus son agentes infecciosos compuestos bien exclusivamente de acidos nucleicos y proteinas
(virus desnudos), y en algunos casos con la presencia adicional de lipidos (virus con envoltura). La
inmensa mayoria de virus causantes de infecciones alimentarias son virus desnudos, y entre éstos cabe
destacar al virus de la hepatitis A, responsable a nivel mundial de la mitad de todas las hepatitis diag-
nosticadas, rotavirus, causantes cada afio de alrededor de un millén de muertes infantiles en todo el
mundo, y los norovirus que estan implicados en el 90% de las gastroenteritis causadas por alimentos.
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Se han estudiado los efectos de presiones hidrostaticas elevadas en varias cepas de virus (Oliveira
y col., 1999). La alta presion desnaturaliza las proteinas de las capsides viricas. Dependiendo de la
presion ejercida, esta desnaturalizacion puede ser reversible o irreversible (Silva and Weber ). Se ha
empleado alta presién para inactivar el virus de la inmunodeficiencia humana (Jurkiewicz y col.,
1995), el virus de la estomatitis vesicular (Silva y col., 1992) o rotavirus bovinos y de simio (Pontes y
col., 1997). Se ha podido comprobar que las altas presiones son capaces de inactivar los virus sin alte-
rar sus propiedades antigénicas, lo cual abre también prometedoras vias de preparacion de vacunas
viricas inactivadas (Balny y col., 1992; Basset y col., 1956). En la industria alimentaria también se ha
propuesto (Kingsley y col., 2002) el uso de altas presiones (de alrededor de 450 MPa) para proporcio-
nar un mayor nivel de seguridad al marisco, frecuentemente involucrado en brotes de gastroenteritis
o hepatitis de origen virico.

Aparte de las diferencias entre especies y cepas de microorganismos que se han mencionado, uno
de los factores que adquiere importancia es la fase de crecimiento. En general, las células en fase de
crecimiento exponencial son mas sensibles a las altas presiones que en fase estacionaria (Patterson y
col., 1995a; Isaacs y col., 1995; Benito y col., 1999; Karatzas y col., 2002). Por ejemplo, se ha observa-
do en E. coli que un tratamiento de 200 MPa durante seis minutos no consigue reducir el nimero de
células bacterianas en un ciclo logaritmico si aquéllas estan en fase estacionaria pero se logra una
reduccion superior a seis ciclos si se encuentran en fase exponencial (Isaacs y col., 1995) aunque en
esta misma especie se ha observado que en fase estacionaria hay cepas mucho mas resistentes que
otras, pero en fase exponencial todas ellas muestran la misma sensibilidad a las altas presiones (Pagan
y Mackey, 2000). Existen datos que apuntan a que las células bacterianas son mas sensibles a la pre-
sion cuando la membrana es rigida y mas resistente cuando es fluida (Smelt y col., 1994), lo que qui-
zas puede estar relacionado con la acumulacién de componentes celulares, como proteinas, en la fase
estacionaria que podria minimizar los efectos de las altas presiones (Isaacs y col., 1995). Esta hipote-
sis puede apoyarse en el efecto protector que se ha observado cuando el medio de presurizacion que
se ha empleado ha sido algtin alimento (Styles y col., 1991) o se le ha adicionado algiin componente
normalmente presente en alimentos, como albtimina o glucosa (Simpson y Gilmour, 1997b).

Son numerosos los agentes y factores que afectan la destruccion de los microorganismos por altas
presiones; entre ellos, se encuentran: temperatura, tiempo y presion aplicada, la fase de crecimiento,
temperatura de formacion de esporas, la cepa, presencia o ausencia de sustancias antimicrobianas y
la matriz alimentaria implicada. Uno de los factores mas importantes es el medio en que se realiza el
tratamiento. La tabla 1 (apéndice I) muestra claramente que, con cualquier especie, cuando las altas
presiones se aplican directamente en el alimento, las bacterias presentes son mucho mas manorresis-
tentes, incluso en sistemas modelos donde se ha adicionado compuestos que habitualmente forman
parte de diversos alimentos, como albimina, carbohidratos, lipidos (Patterson y col., 1995a,b;
Simpson y Gilmour, 1997b; Doyle, 1999). No obstante, se ha observado también que, a veces, el ali-
mento en vez de ejercer un efecto protector, hace que la aplicacion de las altas presiones sea mas
efectiva (Linton y col., 1999) o, al menos, tan efectivas como los tampones (Gervilla y col. 2000;
0O'Reily 2000). La proteccion ejercida por los componentes de los alimentos permite concluir que a la
hora de establecer unas condiciones/criterio de tratamiento mediante altas presiones para asegurar



un producto final inocuo, deben ignorarse los datos publicados acerca de la manorresistencia en tam-
pones o medio de laboratorio, ya que no son directamente extrapolables a las situaciones reales, es
decir, al alimento.

En cualquier proceso, es importante la intensidad del mismo pero también hay otros factores que
influyen poderosamente en la eficacia del tratamiento; éstos son la temperatura y la acidez del medio
y el tiempo de tratamiento. Recientemente, se ha publicado un estudio (Ritz y col., 2000) con L.
monocytogenes en el que se contempla el efecto de diversos niveles de presion (200 - 600 MPa), tiem-
po (3, 10 y 20 minutos), temperatura (4, 20 y 40°C) y pH (5,6 y 7,0) del medio de tratamiento. El pro-
grama experimental constaba de 40 pruebas disefiadas de acuerdo con el algoritmo de Fedorov
(1972). Con este modelo se pudo determinar el efecto individual de cada variable y sus interacciones
en el grado de desactivacion de L. monocytogenes. Todas las variables y sus interacciones fueron esta-
disticamente significativas (p < 0,01) en relacion con la inactivacion de la bacteria por las altas pre-
siones. Los dos factores que tuvieron mayor ponderacion fueron, por este orden, la presion y el pH,
seguidos por la temperatura del medio y el tiempo de tratamiento. En relacion con la presion se obser-
varon diferencias de 6,9 ciclos logaritmicos ente el nivel mas elevado (600 MPa) y el mas bajo (200
MPa), con una relacion sigmoidal entre aumentos de presion y eficacia letal. En cuanto al pH se apre-
ci6 una mayor desactivacion de células a bajo pH (5,6), con una diferencia de 2,34 ciclos logaritmi-
cos apH 7,0.A 20 °C, el efecto letal de las altas presiones fue menor (1,24 unidades logaritmicas) que
a 40°C, no observandose diferencias significativas entre 20 y 4 °C. Finalmente, el tiempo de tratamien-
to fue la variable que menos influyé en la letalidad, encontrandose una diferencia significativa (p <
0,01) de 1,02 ciclos entre 3 y 20 minutos de tratamiento pero sin diferencias estadisticas entre 3y 10
minutos. Alpas y col. (2000), aplicando altas presiones a 25 °C, llegaron a conclusiones similares, uti-
lizando como modelo de estudio diversas especies de bacterias patégenas (L. monocytogenes, Staph.
aureus, E. coli0157:H7, S. enteritidis y S. typhimurium) aunque cuando la temperatura de presuriza-
cion fue de 50 °C desaparecian las diferencias. Adicionalmente, estos autores informaron que en pre-
sencia de acido lactico o acido citrico se aumenta la sensibilidad a las altas presiones de dichas bac-
terias en 1,2 — 3,9 ciclos logaritmicos. Gervilla y col. (2000) encontraron que temperaturas entre -20
y 25°C no parecen afectar a la letalidad de Staph. aureus CECT 534 en leche ovina, mientras que a
partir de 30°C la aumenta a medida que lo hace la temperatura.

Los resultados de Ritz y col. (2000) ratifican globalmente los conseguidos por otros autores. La
mayor eficacia letal a medida que aumenta el nivel de presion es de caracter general (Patterson y col.,
1995a; Cheftel, 1995; Hayashi y Balny, 1997; Smelt, 1998) aunque a veces se observan diferencias
destacables e incluso se ha informado (Pagan y Mackey, 2000) que una cepa (la H1071) en fase esta-
cionaria de E. coli 0157:H7 es mas resistente a presiones elevadas (400 o 500 MPa) que a bajas (300
MPa). De hecho las verdaderas cinéticas de primer orden se alcanzan a presiones comprendidas entre
600y 700 MPa.

En un trabajo (Alpas y col., 1999) realizado con 9 cepas de L. monocytogenes, 7 de Staph. aureus,
6 de E. coli0157:H7 y 6 de Salmonella spp se observé que un tratamiento a células en fase estacio-
naria de 5 minutos a 345 MPa ocasionaba reducciones (ciclos logaritmicos) en las bacterias anterio-
res de 0,9 - 3,5,de 0,7 - 7,8, de 2,8 - 5,6 y de 5,5 - 8,3, respectivamente. El resultado mostr6 que
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habia una gran variabilidad entre las cepas a 25 °C pero cuando la presurizacion se hizo a 50 °C, todas
las cepas fueron mas sensibles reduciéndose su ndmero, en todos los casos, en mas de 8 ciclos loga-
ritmicos, excepto una cepa de Staph. aureus que incluso durante 15 minutos en las condiciones ante-
riores solo se redujo su nimero en 6,3 ciclos. A pesar de estos datos, se ha observado a veces una
mayor sensibilidad a las altas presiones a temperaturas de refrigeracion que a temperaturas ambien-
te (Yuste y col., 1999).

En el caso de las bacterias es también una constante que el pH acido aumenta la sensibilidad de
las mismas frente a las altas presiones (Smelt, 2000; Alpas y col., 2000; Tholozan y col., 2000) pero su
accion va mas alla, ya que retrasa el inicio del crecimiento de las células que han sido dafiadas suble-
talmente (Smelt, 1998). Sin embargo, hay que apuntar que los mohos y levaduras pueden multiplicar-
se a valores del pH mas bajos que las bacterias, lo que puede estar relacionado con la mayor mano-
rresistencia que presentan a pH inferiores a 4,0 (Smelt, 1998), habiéndose informado, por ejemplo,
que Rhodotorula rubra presenta la misma manorresistencia en el intervalo de pH de 3,0 a 8,0 (Oxen
y Knorr, 1993). Aparte de estas acciones, no se han encontrado efectos especificos de los diferentes
acidos organicos, lo que puede deberse a que la presurizacion favorece la ionizacion y los acidos orga-
nicos son particularmente agentes inhibidores del crecimiento bacteriano en su forma no disociada
(Smelt, 1998).

Otro de los factores que adquiere gran importancia es la actividad de agua (a,) porque, por si
misma, inhibe eficazmente el crecimiento de, por el orden que se cita, bacterias, mohos y levaduras
al reducirse desde valores de 0,98 - 0,99 (los que poseen la mayoria de los alimentos frescos) hasta,
progresivamente, 0,62 por debajo del cual no es posible el crecimiento microbiano. Al igual que en el
caso del calor, la a, es un agente que se comporta de forma antagdnica (Rodriguez y col., 2000) dado
que a menor a,, mayor es la manorresistencia de los microorganismos. Asi se ha comprobado en leva-
duras y bacterias. En Rhodotorula rubra (Oxen y Knorr, 1993) se ha observado que a valores de a,,
por debajo de 0,94 se manifestaba un efecto protector, independientemente del soluto (sacarosa, glu-
cosa, fructosa o NaCl) que se utilizase para reducir la a,, Similares resultados han sido observados
recientemente con E. coli en tampdn fosfato adicionado de diferente concentraciones de sacarosa
entre 0% y 50% (Opstal y col., 2003). Asimismo, Rodriguez y col. (2000) informaron con E. coli que,
tras un tratamiento de 414 MPa a 21°C durante 5 minutos, el nimero de bacterias desactivadas decre-
cia a medida que lo hacia la ay, desde 0,99 a 0,91. No obstante, el efecto neto de la disminucion de
la a,y no es facil de predecir (Smelt, 1998) y se necesitan mas investigaciones al respecto, en especial
con L. monocytogenes que puede soportar relativamente bajas a,, (Wemekamp-Kamphuis y col.,
2002).

Ademas de los factores antes comentados, se ha ensayado el efecto de otros muchos agentes/facto-
res en la resistencia frente a las altas presiones de los microorganismos. Entre ellos, conservadores, como
acido sorbico que es mas activo en combinacion con la presurizacion (Mackey y col., 1995) o nisina que
sensibiliza a las bacterias Gram negativas frente a las altas presiones (Kalchayanand y col., 1994;
Masschalck y col., 2001a; Garriga y col., 2002), lo que se podria explicar por el mecanismo de accién de
la nisina que interactua con la membrana y es posible que penetre con mas facilidad (Smelt, 1998). Las
bacteriocinas también muestran una accion sinérgica, como la pediocina, como se ha comprobado con



L. monocytogenes que sufre 8 reducciones decimales en presencia de esta bacteriocina cuando se ha
aplicado un tratamiento de 5 minutos a 345 MPa (Kalchayanand y col., 1998). El sistema lactoperoxida-
sa tiocianato también se ha mostrado eficaz junto a las altas presiones en bacterias patdgenas, inclui-
das Staph. aureus, S. typhimuriumy L. monocytogenes (Garcia-Graells y col., 2000) y alterantes, como
Pseudomonas fluorescens (Garcia-Graells y col., 2003). E. coli parece resistente (Garcia-Graells y col.,
2000; Garcia- Graells y col., 2003) aunque el sistema lactoperoxidasa si fue eficaz en esta especie en
presencia de sacarosa (Opstal y col., 2003). Se ha estudiado también la accion combinada antimicrobia-
na de las altas presiones con carvacrol (Karatzas y col., 2001), lactoferrina y lactoferricina (Masschalck
y col., 2001a) y lisozima (Masschalck y col., 2001b) frente a diversas bacterias Gram negativas patoge-
nas y alterantes, observandose sinergismo entre esos agentes y las altas presiones.

Cuestion y términos en que se cuestiona

La cuestion que se plantea es analizar, a la luz de los conocimientos actuales, si el tratamiento de la
carne y productos carnicos con altas presiones es apropiado para conseguir el objetivo de seguridad
alimentaria en dichos productos y lograr asi un nivel adecuado de proteccion al consumidor.

Asimismo, se pretende establecer qué bacterias adquieren importancia en relacién con la mano-
rresistencia de las mismas y qué presurizaciones se requieren para conseguir el FSO relativo a estas
bacterias en los productos carnicos.

Evaluacion del riesgo

1. Identificacion del peligro

En primer lugar, conviene apuntar que ante la gran manorresistencia que presentan las esporas bacte-
rianas, se puede decir que las altas presiones, en el estado actual de desarrollo, no parece que puedan
utilizarse para la esterilizacion de alimentos, ya que, desde un punto de vista tecnoldgico, siempre
sobreviviria una subpoblacién que ocasionaria la alteracion del producto final y, desde un punto de
vista sanitario, en aquellos alimentos de actividad de agua elevada (a,) y pH poco écido (> 4,5) seria
necesario, al menos, aplicar el concepto 12 D que se emplea en la industria conservera respecto a las
esporas proteoliticas de Clostridium botulinum; serian necesarias presiones muy elevadas para conse-
guir esa meta si se tiene en cuenta la manorresistencia de las esporas de Cl. botulinum que se ha des-
crito, de sélo 5 reducciones logaritmicas durante 5 minutos a 827 MPa con una temperatura del medio
de 50 — 55°C (Reddy y col., 1999). Las altas presiones si pueden ser Utiles, sin embargo, para conseguir
la estabilidad microbiolégica en aquellos alimentos que, debido a otros agentes inhibidores, las bacte-
rias esporuladas no pueden germinar y multiplicarse, como ocurre en los productos que han aparecido
en el mercado. Entre ellos, mermeladas, con una baja a,, y ciertos zumos, con un bajo pH.

Se puede extraer una primera conclusion en el caso de la carne y productos carnicos. Esta seria:
hasta el momento, la aplicacién de altas presiones queda restringida en la industria carnica a la higie-
nizacién (equivalente a pasteurizacion) de alimentos, lo que implica que los microorganismos a tener
en cuenta principalmente son los patégenos no esporulados. No cabe duda que, al mismo tiempo, se
reduciria la carga de bacterias alterantes, en especial las aerobias Gram negativas, con lo que se
lograria, al tiempo, un aumento de la vida Util del producto refrigerado.
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Al igual que con otras tecnologias, la higienizacion de un alimento mediante la aplicacion de altas
presiones requiere establecer unas condiciones minimas de tratamiento que asegure que el nimero
de microorganismos patdgenos en el momento de su consumo tenga un nivel adecuado para la pro-
teccion del consumidor (ALOP). El ejemplo comparativo mas demostrativo que se puede exponer es
el de la leche pasteurizada. El tratamiento que en su dia se disefi¢ derivé de la termorresistencia de
Mycobacterium tuberculosis que era la bacteria patégena no esporulada mas resistente a la accién
letal del calor de las que podian encontrarse en la leche cruda. Si se lograba la destruccion de dicha
bacteria se aseguraba la muerte de las restantes. El tratamiento térmico disefiado (75°C, 15 segun-
dos, o su equivalente, ocasiona mas de 10 reducciones decimales del nimero de M. tuberculosis),
seguido de la refrigeracion durante el almacenamiento posterior, se ha venido aplicando durante todo
el siglo XX, obteniéndose un producto final con un buen registro sanitario.

En el caso presente, la situacion es similar; es necesario conocer de entre las bacterias patdgenas
que pueden encontrarse en la carne y productos carnicos, cuales son las mas manorresistentes, como
influyen en la manorresistencia los distintos agentes y factores ambientales y, en definitiva, qué con-
diciones practicas son las mas adecuadas para conseguir reducir su nimero hasta niveles estadistica-
mente despreciables, es decir, los que se deriven del ALOP que se establezca.

De la tabla 1 (apéndice 1) se desprende que tres son las bacterias que presentan mayor resistencia
frente a las altas presiones: Staph. aureus > E. coli0157:H7 > L. monocytogenes. La primera no es peli-
grosa per se sino que su caracter patégeno deriva de las enterotoxinas que produce durante su multi-
plicacion. Las otras dos son bacterias que al multiplicarse en el organismo producen la enfermedad.
Estas bacterias se puede controlar en los alimentos, desactivandolas (tratamientos térmicos, radiaciones,
altas presiones, etc.) o previniendo su crecimiento (aplicacion de frio, baja actividad de agua, sustancias
inhibidoras, etc.). L. monocytogenes se diferencia de las otras dos en una peculiaridad de gran impor-
tancia practica; es la facultad que tiene de multiplicarse a temperaturas de refrigeracion, es decir, es una
bacteria psicrotrofa que, conlleva, como se vera mas adelante, la necesidad de controlar su presencia.

A pesar de la potenciacion del efecto letal de las altas presiones por los diversos agentes/factores
que se han discutido en el apartado anterior, es probable que en algunos productos carnicos no se
pueda hacer uso de los mismos porque su adicién, por la singularidad del producto (p.e. jamén coci-
do) o por la expresa prohibicién legal (p.e. carne picada), no puede llevarse a cabo o simplemente un
fabricante no desea hacerlo para ofrecer al consumidor un producto genuino. En consecuencia, la
seleccion de los microorganismos “diana” ha de hacerse de acuerdo con la manorresistencia inheren-
te de los mismos.

Son, pues, tres especies las que han de tenerse en cuenta. En primer lugar Staph. aureus que es la
mas resistente frente a la accion letal de las altas presiones y, en segundo lugar, E. coli 0157:H7 y L.
monocytogenes.

2. Caracterizacion del peligro.

2.1. Staphylococcus aureus

Staph. aureus es una bacteria ubicua, siendo el principal reservorio el hombre de tal forma que la per-
sona colonizada es portadora de estafilococos, lo que supone una diseminacion de los mismos a otros



individuos o alimentos. Una de las dificultades para controlar Staph. aureus es el gran nimero de
reservorios humanos y animales que hay. Asimismo, se encuentra en el polvo, aire, desechos, agua,
etc. de donde facilmente puede pasar a los alimentos. Sin embargo, las caracteristicas de crecimien-
to y supervivencia de Staph. aureus (véase apéndice Il) permiten deducir que el control de Staph.
aureus es facil en alimentos refrigerados, ya que a temperaturas por debajo de 8 =10 °C no se multi-
plica. Por tanto, en la carne fresca y productos carnicos pasteurizados que requieren un almacena-
miento bajo refrigeracion no ha de preocupar la presencia de Staph. aureus. Por otra parte, si se pro-
dujera un abuso de temperatura de unos pocos grados (p.e. hasta 12 - 14°C) durante la distribucion
del producto y su almacenamiento en el hogar, su multiplicacién seria muy lenta y el nimero de célu-
las dificilmente alcanzaria el nivel de 10> - 10° g'1 necesario para acumularse una cantidad de toxi-
na suficiente para que se presentase los sintomas de la intoxicacion. En consecuencia, se debe des-
cartar esta especie como microorganismo “diana” para la evaluacion de la eficacia de la altas presio-
nes en productos carnicos.

2.2. E. coli 0157:H7

Para comprender el peligro que supone la ingestion de E. coli 0157:H7 con los alimentos, baste decir
que es la bacteria causante de una grave enfermedad que cursa con colitis hemorrégica, dolores
abdominales, vomitos, sindrome urémico hemolitico (HUS), con una mortalidad relativamente eleva-
da, sobre todo en nifios menores de 5 afios y ancianos (AGA, 1994; Tarr, 1994), habiéndose observa-
do en los dltimos una mortalidad de hasta el 50% aunque en individuos normales se sitda, como
media, entre el 2 y el 7% de los pacientes que presenta el sindrome HUS (WHO, 1997). Ademas, la
dosis infectiva es muy baja, aceptandose un valor inferior a 100 células por gramo de alimento
(ICMSF, 2002) y aln es menor (probablemente unas 10 células g'1) en individuos especialmente sus-
ceptibles, como ancianos, nifios, inmunocomprometidos, etc. (Meng y col., 2001; ICMSF, 2002).

El reservorio mas importante de E. coli 0157:H7 es el ganado vacuno (piel e intestino) donde su
prevalencia es elevada, habiéndose aislado en el 36% de vacas y 57% de terneras de 80 cabezas ana-
lizadas en Canada (Wilson y col., 1996) y en el 3,2% de 191 terneras estudiadas en EEUU (Zhao y
col., 1995). No obstante, se han detectado también en otros animales de abasto, domésticos y silves-
tres, como ovejas, cabras, cerdos, caballo, perros, gatos, ratas, ciervo, gaviota, etc. (Chapman, 2000) e
incluso en cebu (Kaddu-Mulindwa y col., 2001). En los animales de abasto llega a la canal a partir de
la piel e intestino durante el sacrificio de donde puede pasar a piezas carnicas de menor tamafio y lle-
gar Ultimamente a la carne picada, que sirve como ingrediente de diversos productos RTE (hambur-
guesas, salchichas, albondigas, etc.). También adquiere importancia la contaminacion cruzada en coci-
nas y establecimientos colectivos desde la carne de vacuno a otros alimentos RTE. E. coli 0157:H7
puede llegar al hombre también por contacto directo con animales (WHO, 1997). En el hombre, las
personas que han padecido la enfermedad eliminan células de E. coli 0157:H7 con las heces duran-
te semanas (Karch y col., 1995) pero no se ha identificado un portador asintomatico de largo térmi-
no. Por ello, se ha deducido que la contaminacién entre humanos es de persona a persona.

Es dificil comparar los datos procedentes de diferentes paises acerca de la incidencia y prevalen-
cia de E. coli 0157:H7 en la carne debido a los distintos métodos de estudio que se han empleado.
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No obstante, se puede decir que es un patdgeno que preocupa a nivel internacional con estimaciones
de su prevalencia en la carne del 1,5% - 5% (ICMSF, 2002).

La informacion anterior, unida a la incluida en el apéndice Il, permite deducir el peligro que supone la pre-
sencia de E. coli 0157:H7 en la carne y productos carnicos, sobre todo en los RTE, es decir, en lo que se con-
sumen sin ningun tratamiento culinario previo. Es, pues, un microorganismo “diana” para establecer las con-
diciones de tratamientos por altas presiones de la carne y productos carnicos para la obtencion de un produc-

to final con un nivel apropiado de proteccion al consumidor.

2.3. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es el agente causal de una enfermedad que se adquiere por su ingestion con
los alimentos aunque también puede transmitirse de la madre al feto. La enfermedad puede ser leve
0 severa y no cursa, como otras enfermedades intestinales, con fiebre, dolores abdominales, diarrea,
etc. sino que se manifiesta, en su version leve, con fiebre, dolores musculares y a veces nausea. La
modalidad severa (invasiva) se caracteriza por fiebre repentina, dolor de cabeza intenso, rigidez del
cuello y mareos, pudiendo invadir el sistema nervioso con la aparicién de pérdidas del equilibrio y
convulsiones, meningitis y encefalitis y, finalmente, septicemia. Aunque cualquier persona puede
adquirir la enfermedad, es muy poco comun en nifios, jovenes y adultos con el sistema inmunitario
sano pero hay un sector de la poblacion, que se ha calculado en alrededor del 15% (Buchanan y col.,
1997), especialmente sensible. Entre estos individuos pueden citarse a embarazadas (pueden abor-
tar o presentar un parto prematuro), recién nacidos (pueden presentar retraso mental e hidrocefa-
lia), inmunocomprometidos (afectados de cancer, SIDA, transplantes, diabetes u otras enfermeda-
des). Son estos individuos los propensos a adquirir la modalidad severa de la enfermedad que en
EEUU se estima se ven implicadas anualmente alrededor 2.500 personas, de las cuales 500 mueren
(CDCP, 2003).

L. monocytogenes esta ampliamente distribuida en todos los ambientes (alimentos, vegetacion en
descomposicion, ensilados, agua, suelos, residuos fecales, heces de humanos y animales sanos, etc.)
y se ha estimado que entre el 2 y el 6% de los humanos son portadores mudos aunque el papel que
éstos desempenan en la diseminacion de la enfermedad no se sabe aun (Rocourt, 1996). Los brotes
de listeriosis que se han presentado y las investigaciones epidemiolégicas han permitido deducir que
los alimentos RTE son de alto riesgo para individuos susceptibles. Los alimentos RTE que se contami-
nan después de haber recibido un tratamiento térmico y se mantienen bajo refrigeracion proporcio-
nan un excepcional ambiente para el crecimiento de L. monocytogenes, debido a la reduccion de la
microbiota competitiva; esta situacion es mas favorable aun si la a,,, se sitda en los niveles de 0,90 -
0,94 a la que muchos de los microorganismos alterantes de caracter psicrotrofo no pueden multipli-
carse o lo hacen lentamente. Por otra parte, L. monocytogenes se adhiere fuertemente a la superficie
de las carnes y es dificil eliminarla o inactivarla. L. monocytogenes se multiplica facilmente en los pro-
ductos carnicos refrigerados, incluso los envasados a vacio, a pH préximos a 6,0 pero su crecimiento
es muy lento a pH de 5,0 (Farber y Peterkin, 1999; Glass y Doyle, 1989). Las listerias son muy dificiles
de eliminar, e incluso de reducir su incidencia, en los establecimientos que elaboran este tipo de pro-
ductos, debido a que las bacterias se alojan en zonas muy recénditas de los equipos, como juntas, val-



vulas, etc. donde puede persistir durante afios y en cualquier momento puede contaminar el alimen-
to, incluso si el producto ha estado libre de listerias durante meses (ICMSF, 2002).

No se sabe cual es la dosis infectiva. Sin embargo, los datos publicados (véase apéndice II) indi-
can que se sitla entre 102 y 100 ufc. g'1 (ICMSF, 2002). Aunque L. monocytogenes esta ampliamen-
te distribuida en todos los entornos y puede aislarse de numerosos alimentos, la listeriosis en huma-
nos es relativamente rara, de 2 =3 (Mead y col., 1999) a 5 — 6 (CDCP, 2000) casos anuales por millon
de individuos. Estas circunstancia apoya la opinion de que las infecciones se producen por dosis ele-
vadas de células de L. monocytogenes (Notermans y col., 1998; SCVPH, 1999).

La presencia, pues, de L. monocytogenes en la carne y productos carnicos constituye un grave peli-
gro para los humanos, Sus caracteristicas (véase apéndice II), especialmente su manorresistencia y su
psicrotrofilia, hacen que esta bacteria sea, junto a E. coli 0157:H7, un microorganismo “diana” para
establecer las condiciones de tratamientos por altas presiones de la carne y productos carnicos para
obtener un producto final con un nivel apropiado de proteccion al consumidor.

3. Establecimiento del objetivo de seguridad alimentaria (FSO)

Para establecer qué tratamiento por altas presiones minimo debe aplicarse a los productos carnicos
para que el producto esté exento de E. coli 0157:H7 y de L. monocytogenes hasta un aceptado nivel
de proteccion del consumidor, lo mas oportuno, quizas sea utilizar los argumentos y criterios que algu-
nas instituciones (FDA, 1999, 2001; ICMSF, 2002) han empleado para estimar en hamburguesas y sal-
chichas tipo frankfurt, respectivamente, el FSO (maxima frecuencia o concentracion de un peligro
microbiano en un alimento en el momento de su consumo que ofrece un adecuado nivel de protec-
cion) y establecer asi el tratamiento térmico que debe aplicarse para conseguir el correspondiente FSO
que, en el presente caso, se corresponderia por el tratamiento con altas presiones.

3.1. Estimacion del FSO para E. coli 0157:H7

De acuerdo con la baja dosis infectiva de E. coli 0157:H7 (< 100 células e incluso una decena para
individuos susceptibles), la gravedad de la enfermedad que ocasiona, los datos disponibles de los bro-
tes que han ocurrido y adoptando una actitud conservadora, la ICMSF (2002) sugiere un FSO para
hamburguesas de una tasa final de E. coli 0157:H7 de 1 u.f.c. 250 9'1 (- 2,4 logqq u.fc. g'1), lo que
equivale a no mas de 1 célula por cada dos hamburguesas de 125 g cada una.

Por otra parte, teniendo en cuenta los datos de incidencia de E. coli0157:H7 en la carne, la ICMSF
(2002) ha estimado que, en el peor de los casos, el nimero de células de E. coli 0157:H7 que puede
existir por gramo de carne fresco es de 100. Por lo tanto, para lograr el FSO sefialado anteriormente
en el momento del consumo de la hamburguesa es necesario conseguir 4,4 reducciones decimales.
Los pardmetros que se han descrito sobre la termorresistencia de E. coli 0157:H7 son, por ejemplo a
62,8 °C, un valor D de 24 segundos (véase apéndice Il), lo que significa que con un tratamiento tér-
mico a esa temperatura en el punto mas frio de la pieza bastaria con unos 2 minutos para lograr el
FSO.

Este mismo criterio se podria emplear para E. coli 0157:H7 en el tratamiento de productos carni-
cos crudos susceptibles de ser tratados mediante altas presiones, es decir, un FSO de -2,4 logq u.fc.
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g'1 partiendo de una tasa original de 102 ufec. g'1 que conllevaria al menos 4,4 reducciones decima-
les. En otros productos, como los RTE, como los que han sido previamente cocidos industrialmente y
se lonchean para su venta al detalle (jamdn cocido, mortadela, choped, etc.), el FSO ha de ser el
mismo pero, en cambio, la tasa original de E. coli 0157:H7 sera mas baja. La ICMSF (2002) no anali-
za este caso porque E. coli 0157:H7 dificilmente se multiplica durante el almacenamiento bajo refri-
geracion pero si lo hace en el caso de L. monocytogenes en el que asume una recontaminacion de 10
células g'1. Como, por una parte, E. coli0157:H7 es una bacteria con menor ubicuidad que L. monocy-
togenes y, por otra, la posibilidad de E. coli 0157:H7 de alcanzar aleatoriamente el producto tras su
procesado es menor, se podria, imitando la hipétesis de la ICMSF para L. monocytogenes, rebajar el
ndimero de células que recontaminan el alimento, hasta incluso 1 célula g'1. Entonces, 2,4 reduccio-
nes decimales seria suficiente para lograr el objetivo microbioldgico y, en consecuencia, se podria dis-
minuir, en los alimentos RTE, la intensidad del tratamiento por altas presiones.

En conclusion, en el caso de E. coli 0157:H7, el FSO para productos carnicos crudos y para pro-
ductos RTE podria establecerse en un tratamiento que logre, respectivamente, 4,4 y 2,4 reducciones
decimales del nimero de células.

3.2. Estimacion del FSO para Listeria monocytogenes

Aunque la ICMSF (2002) utiliza como modelo las salchichas tipo frankfurt, los criterios y conceptos

que se hacen para evaluar el riesgo de L. monocytogenes en este alimento son extrapolables a otros

tipo de salchichas como las de tipo bologna, diversas variedades de productos cocidos preparados con
pasta fina, como mortadela, galantina, etc. e incluso a paleta y jamdn cocidos y también a otros ali-
mentos RTE. El tratamiento térmico (> 75°C) que desde un punto de vista tecnoldgico se aplica en la
industria (coagular la proteina, formacion del gel, fijar el color con el nitrito, destruir bacterias alte-

rantes y patogenas) para fabricar productos cocidos de esta naturaleza es suficiente para destruir L.

monocytogenes y el resto de patdgenos no esporulados. No ha de preocupar, pues, el producto en el

que se ha practicado la coccidn en el envase y se libra al mercado y se consume inmediatamente una
vez abierto el mismo. Sin embargo, otros se envasan tras el calentamiento y muchos de ellos se lon-

chean para preparar raciones domésticas. En estos casos puede producirse la recontaminacion por L.

monocytogenes. Es un requisito de todos estos productos su almacenamiento bajo refrigeracion.

El proyecto definitivo del reglamento de la Comision Europea relativo a los criterios microbiolégi-
cos aplicables a los productos alimenticios especifica en relacion con L. monocytogenes, dejando
aparte los alimentos para lactantes (ausencia en 25 g), lo siguiente:

a) En alimentos listos para el consumo que pueden permitir el desarrollo de L. monocytogenes, que
no sean los destinados a lactantes ni a usos médicos especiales, ausencia en 25 g (n=5;c=0; m
=0) al final del proceso de fabricacién; < 100 u.f.c. g'1 (n=5;c=0;m=<100)y 100 u.fc. g'1
(n=5; c=0; m=100) en productos comercializados antes del final y al final de la vida util, res-
pectivamente.

b) En alimentos listos para el consumo que no permitan el desarrollo de L. monocytogenes (pH < 4,4
0 a,, < 0,92), que no sean los destinados a lactantes ni a usos médicos especiales, 100 u.f.c. g'1
(n=5; c=0; m=100) al final del proceso de fabricacién y en productos comercializados.



La ICMSF (2002), basandose en datos y criterios similares a los mencionados para el caso de E.
coli 0157:H7 y teniendo en cuenta que L. monocytogenes puede multiplicarse en los alimentos RTE
refrigerados, concluye también que el FSO para los productos RTE relativo a esta bacteria pudiera ser
de 100 u.f.c. g'1. En sus deducciones para el calculo del FSO en frankfurters parte de una tasa origi-
nal de 1.000 células g'1 en la carne. Es una postura conservadora.

Admitiendo, pues, un FSO de 100 u.f.c. g‘1 de caracter general en el momento del consumo del
producto y una tasa original de 1.000 células g'1 en el alimento crudo se necesitaria para conseguir
el FSO un tratamiento térmico durante el proceso de fabricacién que ocasionara sélo una reduccién
decimal. Sin embargo, las células de L. monocytogenes supervivientes al tratamiento térmico pueden
multiplicarse durante el almacenamiento bajo refrigeracion, especialmente en alimentos de larga vida
atil y en el momento del consumo haya sobrepasado el nivel de 100 u.f.c. g'1. Es necesario asegurar
que este fendmeno no se produce y, por ello, se requiere aplicar un criterio mas severo. La ICMSF esta-
blece que una reduccion de 6D seria suficiente, pues resultaria en £ 1 u.f.c. kg'1 (es decir, £ 1073 ufc.
g'1) tras la coccién en caso que se aplique un tratamiento térmico aunque si se adoptaran medidas
higiénicas adecuadas durante la manipulacion del producto fresco y se aplicaran acciones (no permi-
tir que ascienda la temperatura durante el almacenamiento refrigerado) para inhibir el crecimiento de
L. monocytogenes hasta su consumo, se podria aplicar un tratamiento algo mas suave, por ejemplo,
que provocara un reduccién de 5D.

De acuerdo con los parametros térmicos de L. monocytogenes descritos en carne picada (véase
apéndice I1) y con los tratamientos térmicos aplicados en la practica, por ejemplo, un Fgoc = 5 minu-
tos para salchichas tipo frankfurt o Fggoc = 50 minutos para jamén cocido en el punto mas frio
(Reichert, 1987), puede deducirse que se producirian unas 28 reducciones decimales, es decir, se logra
siempre el FSO en los productos cocidos y, por tanto, no han de preocupar los productos que abando-
nan la industria ni siquiera con un periodo de almacenamiento bajo refrigeracion largo, siempre que
el proceso de coccion se haya efectuado una vez envasado el producto y se mantenga en el mismo
hasta su consumo.

Sin embargo, la experiencia indica que es muy comun la recontaminacién del producto tras el pro-
ceso de coccion, durante su distribucion al detalle. De hecho, se ha detectado L. monocytogenes en
los productos finales, tal es el caso de las frankfurters (ICMSF, 2002) y en alguna ocasién se han ais-
lado incluso de salchichas que se habian mantenido en el frigorifico de un paciente 4 meses después
de su fabricacion (Wenger y col., 1990). De igual forma, la contaminacién puede acaecer durante el
loncheado de piezas cocidas (jamén cocido, mortadela, paleta, etc.) o no (jamén curado, embutidos,
etc.) para su venta al detalle dado que cualquier microorganismo ubicuo, como L. monocytogenes,
puede alcanzar potencialmente el producto en cualquier momento y en el caso de esta bacteria puede
incluso aumentar su nimero durante el almacenamiento bajo refrigeracién si las condiciones (a,,, pH,
etc.) del producto lo permiten.

Tomando una postura conservadora, la ICMSF (2002) estima que una recontaminacién en operacio-
nes posteriores a la coccion puede, en el peor de los casos, alcanzar la tasa de 10 células g'1. Lo mismo
podria ocurrir durante el loncheado o manipulacion de los productos RTE. Si se supone, en los produc-
tos que lo permitan, que durante el almacenamiento y distribucion podria aumentar la tasa en 5 logq
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g'1 (ICMSF, 2002) quiere decir que en el momento del consumo existirian 100 u . g'1, un valor total-
mente insatisfactorio. Para evitar este incremento y ajustarse al objetivo microbioldgico se podria hacer
uso de un tratamiento con altas presiones. Anteriormente se ha mencionado que el objetivo microbio-
|égico para productos cocidos elaborados en una industria podria situarse en £ 1 célula kg'1 (es decir
1073 g'1). Supdngase, de acuerdo con la ICMSF (2002), que la recontaminacion, en el peor de los casos,
es la anteriormente manifestada, es decir, de 10 células g'1. Se conseguiria el nivel final de £ 1 célula
kg'1 mediante un tratamiento que ocasionara 4 reducciones decimales. Si se admite un crecimiento
durante el almacenamiento y distribucion igual al anteriormente indicado, es de decir, 5 logqq g'1, el
producto, en el momento de su consumo, contendria 102 ufc. g'1, o sea, se cumpliria el FSO.

En conclusion, en el caso de L. monocytogenes, el FSO para productos carnicos crudos y para pro-
ductos RTE se conseguiria con tratamientos que ocasionaran, respectivamente, 6 y 4 reducciones deci-
males del ndmero de células.

4. Consecucion del FSO

4.1. Consecucion del FSO para E. coli 0157:H7

A la vista, por una parte, de los datos publicados (resumidos en la tabla 1 recogida en el apéndice I)
acerca de la resistencia en matrices alimentarias de E. coli0157:H7 frente a la accién letal de las altas
presiones y, por otra, el FSO (-2,4 logqq u.f.c. g'1) que se requiere alcanzar (equivalente a 4,4 reduc-
ciones decimales), para conseguir, desde un punto de vista microbioldgico, un producto carnico segu-
ro, puede concluirse que se necesitarian tratamientos superiores a 600 MPa para lograr el FSO en los
productos carnicos crudos. Con ello, en los alimentos que lo requieran, se salvaguarda la posibilidad
de un cocinado con calentamiento insuficiente. En el caso de productos cocidos procesados industrial-
mente y otros alimentos RTE que se manipulan después de su procesado seria suficiente un trata-
miento de 300 - 400 MPa, dado que en este caso el tratamiento tendria que reducir la tasa de E. coli
0157:H7 sélo 2,4D.

4.2. Consecucion del FSO para Listeria monocytogenes

A la vista, por una parte, de los datos publicados (resumidos en la tabla 1 del apéndice I) acerca de
la resistencia en matrices alimentarias de L. monocytogenes frente a la accion letal de las altas pre-
siones y, por otra, la tasa de bacterias (103 ufc. g'1) que se requiere conseguir para lograr, desde un
punto de vista microbiolégico, un producto carnico crudo seguro, puede concluirse que dificilmente
se alcanzaria el objetivo aplicando solamente altas presiones, ya que seria necesario reducir el nime-
ro de células en 6D para lo que se requeririan presiones superiores a 600 MPa.

Sin embargo, si se trata de alimentos que han sido procesados (jamén cocido, mortadelas, jamén
curado, embutidos, otros productos RTE, etc.) que se preparan después para su distribucion al consu-
midor (lonchas, piezas pequefias, granulados como ingredientes de alimentos RTE, etc.) la situacion
es totalmente diferente. La potencial contaminacién del producto por L. monocytogenes post-proce-
so y el carcter psicrotrofo de esta bacteria hace que no sea posible asegurar que el alimento que
llega al consumidor posea un niimero de células inferior a 100 u.f.c. g'1. Por ello, en el presente caso,
la aplicacion de altas presiones (500 MPa) permitiria claramente reducir 4D el nimero de células de



L. monocytogenes y alcanzar asi un adecuado ALOP. Las altas presiones pueden ser, pues, un método
extremadamente (til para librar al mercado productos RTE finales seguros.

En la actualidad, se esta aplicando un tratamiento de 400 MPa durante unos minutos para redu-
cir el nimero de L. monocytogenes en jamon curado loncheado para su exportacion. Este tratamien-
to ocasiona 3 reducciones decimales y los analisis de control que se ha realizado no han detectado el
microorganismo (Tapiador, 2004). Asimismo, se ha informado que en salchichas frankfurt, un trata-
miento de este nivel (400 — 500 MPa durante 9 minutos) provoca una reduccion del nimero de L.
monocytogenes de 5 unidades logaritmicas (Shellhammer y Yousef, 2000) y que presurizaciones (600
MPa durante 6 minutos) aplicadas a jamén cocido, jamén curado y carne de vacuno marinada redu-
ce de forma importante la tasa de L. monocytogenes hasta tal punto que, en comparacion con mues-
tras controles, se observa ausencia en 25 g tras 120 dia de almacenamiento bajo refrigeracion
(Garriga y col., 2003).

En ambos casos (E. coli 0157:H7 y L. monocytogenes), como al aumentar la temperatura del tra-
tamiento en unos pocos grados (una decena, por ejemplo) se incrementa notablemente la sensibili-
dad de las dos bacterias a la accion letal de las altas presiones, se hace especial énfasis en que se
aplique el tratamiento a temperatura mas elevada (40 — 50 °C), siempre que los atributos del alimen-
to lo permitan, lo que ayudaria a conseguir el FSO.

Conclusiones

En el estado actual de desarrollo, las altas presiones no pueden utilizarse para conseguir la esterili-
dad comercial de la carne y productos carnicos. Sélo pueden emplearse como medio de lograr la higie-
nizacion de los mismos.

Los microorganismos de mayor importancia sanitaria en los productos carnicos y que, por razones
de manorresistencia, han de fijar la intensidad de los tratamientos por altas presiones son Escherichia
coli 0157:H7 y Listeria monocytogenes.

En los productos carnicos crudos que, dados sus atributos sensoriales y propiedades bioquimicas,
permitan la aplicacion de altas presiones, es dificil conseguir el FSO en relacion con ambas bacterias,
ya que seria necesario aplicar presurizaciones muy elevadas, del orden de 700 — 800 MPa.

Los productos carnicos listos para su consumo elaborados a partir de alimentos procesados pue-
den contaminarse durante su manipulacion post-proceso (loncheado, laminado, preparacion de pie-
zas domésticas, envasado en raciones, etc.). La aplicacion de altas presiones en ellos es de gran utili-
dad para alcanzar el FSO, lo que se lograria con presurizaciones de 400 — 500 MPa durante varios
minutos. Se conseguiria asi la obtencion de productos seguros.

Siempre que los atributos del alimento lo permitan, la aplicacion de altas presiones a temperatu-
ras mas elevadas (por ejemplo, 30 - 50 °C) que las de refrigeraciéon o ambiente ayudaria a conseguir
el FSO.
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Manorresistencia aproximada de distintas bacterias de interés sanitario

Tabla 1.- Manorresistencia (log ciclos de reduccion tras 15 min de tratamiento)

aproximada a 20-25°C de distintas bacterias de interés sanitario

Presion (MPa)

Bacteria Medio 200 300 400 500 600
L. monocytogenes Tampoén 0,4 1 4-7 6-9 >10
Matriz alimentaria - - 1-3 3-6
E. coli 0157:H7 Tampon - 1 2-4 - 6-8
Matriz alimentaria - 3 >5
Salmonella spp Tampon - 4-6 6-8 >10 -
Matriz alimentaria - 3-4 6 - -
Y. enterocolitica Tampoén - 6 - - -
Matriz alimentaria - 6 - - -
Staph. aureus Tampdn - - 5 - -
Matriz alimentaria - - 0,5 2 2-6
C. jejuni Tampén - 6 - - -
Psudomonas spp - - >6 - - -

Preparada con datos de Metrick y col., 1989; Patterson y col., 1995a; Shigesia y col., 1991; Styles y col., 1991;
Simpson y Gilmour, 1997a; Simpson y Gilmour, 1997b; Smelt, 1998; Ritz y col., 2000; Alpas y col., 1999; Murano
y col., 1999; Kalchayanand y col., 2001; Ritz y col., 2002; Shao y col., 2003.

Nota.- Los datos de esta tabla deben tomarse con precaucion porque muestran la manorresistencia a temperaturas

medias, préximas a las dptimas de crecimiento. Al desviarse de la temperaturas dptimas puede, en algunos casos,
modificarse la manorresistencia significativamente.
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Consideraciones particulares acerca de Staphylococcus aureus, Escheri-
chia coli 0157:H7 y Listeria monocytogenes.

Staphylococcus aureus.

El género Staphylococcus comprende una veintena de especies, muchas de las cuales contaminan los
alimentos a partir de fuentes humanas, animales o ambientales. Sin embargo, Staph. aureus es patoge-
no para el hombre por via digestiva, no por la ingestion de bacterias vivas sino merced a las enteroto-
xinas que producen durante su multiplicacién en los alimentos contaminados. Staph. aureus es una bac-
teria ubicua, siendo el principal reservorio el hombre de tal forma que la persona colonizada es porta-
dora de estafilococos, lo que supone una diseminacion de los mismos a otros individuos o alimentos.

Uno de los aspectos mas interesante de esta bacteria es el niimero de células que se requiere para
producir enterotoxinas hasta niveles peligrosos. Es un aspecto que se ve influido por muchas varia-
bles (cepa, composicion del alimento, temperatura, pH, Eh, a,y, presencia de inhibidores, etc.) y, por
ello, no se puede ofrecer un nlimero con precisién. A pesar de ello, hay unas pautas que son Gtiles
para evaluar el riesgo. De acuerdo con la FDA se consigue una tasa efectiva de enterotoxinas cuando
el nimero de células de Staph. aureus es superior a 10° g'1 (Jablonski y Bohach, 2001) aunque otros
estudios (Holmberg y Blaque, 1984) consideran una tasa superior (entre 10° g'1 y 108 g'1). De la
misma forma, tampoco se conoce la cantidad de enterotoxina necesaria para que se presenten los
sintomas pero se acepta generalmente que esta comprendida entre 0,1y 1mg kg'1 (Everson y col.,
1988).

Staph. aureus compite pobremente con otras bacterias y, en consecuencia, rara vez causa intoxi-
cacion alimentaria en los alimentos frescos siendo mas frecuente en alimentos que se han cocinado
y contaminado después que se han mantenido algunas horas entre 20 —40 °C a una temperatura ade-
cuada para su multiplicacion. Entre ellos, pasteles de crema, carnes cocidas, mariscos y otros platos
preparados con anticipacion (Roberts, 1982). Staph. aureus se destruye facilmente mediante la coc-
cién pero no sus enterotoxinas.

Es una de las bacterias patdgenas mas resistente a bajas a,, pudiendo permanecer viable por lar-
gos periodos en materiales deshidratados. Su osmotolerancia le permite crecer y producir toxinas a
a,y de 0,86 (ICMSF, 1996). Crece dptimamente entre 37 y 40°C pero a 10°C presenta una larga fase
de latencia, superior a 20 horas (Broughall y Brown, 1984) y cuando crece, lo hace lentamente,
habiéndose descrito, a esa temperatura, valores g en condiciones ambientales normales (elevada ay,
y pH proximo a la neutralidad) de 13,4 — 21,6 horas en leche (Broughall y Brown, 1984) y algo meno-
res (4,9 —5,7) en una mezcla de carne y rifidn (ICMSF, 1996). Estos valores son mas desfavorables si
las condiciones del medio se combinan con otros factores disgenésicos. Ademas, las enterotoxinas se
producen en un intervalo mas estrecho de temperaturas. Por ejemplo, en jamén cocido se detecta la
toxina en 2 — 3- dias cuando se almacena entre 20 y 30°C pero a 10°C se prolonga el tiempo hasta
mas de 4 semanas e incluso, a veces, 16 semanas. (Genigeorgis y col., 1967).



Escherichia coli 0157:H7.

Escherichia coli es una especie de la familia Enterobacteriaceae que forma parte de la microbiota
anaerobia normal del intestino humano y de los animales de sangre caliente. La mayoria de las cepas,
son pues, apatogenas. Sin embargo, algunas producen enfermedades diarreicas. Los serotipos difie-
ren unos de otros en tres antigenos: el soméatico (0), el flagelar (H) y el de la capsula (K). Los seroti-
pos de mayor patogenicidad se agrupan de acuerdo con su virulencia, mecanismos de patogenicidad,
sindromes clinicos y diferencias entre los antigenos O:H. Estos grupos constan de E. coli enteropato-
génico (EPEC), enterotoxigénico (ETEC), enteroinvasivo (EIEC), de adherencia difusa (DAEC), de agre-
gacion entérica (EAEC) y enterohemorragico (EHEC). Este Ultimo es el que provoca la enfermedad mas
grave y a él pertenece el serotipo E. coli 0157:H7. Se identifico por vez primera en 1982 (Wells y col.,
1983). Este serotipo de la especie es muy peculiar, ya que no comparte las caracteristicas comunes de
otros E. coli. Entre ellas, no crece bien en los medios de cultivos normales y tampoco lo hace a 44,5
°C, no produce b-glucuronidasa y no fermenta el sorbitol (Doyle y Paddye, 1989). Porta un plasmido
de 60 MDa. Los otros serotipos distintos al 0157:H7 no comparten estas caracteristicas pero si tienen
en comun la produccion de toxina Shiga (Griffin, 1995).

Al contrario que otros muchos patdgenos, E. coli 0157:H7 tolera ambientes acidos, pudiendo mul-
tiplicarse a pH de 4,0 - 4,5 aunque esta peculiaridad depende de la interaccion de pH con otros fac-
tores. Si E. coli 0157:H7 esta presente en nimeros elevados, puede sobrevivir a la fermentacion (p.e.
en embutidos a pH de 4,5) durante al menos 2 meses (Leyer y col., 1995; Cheville y col., 1995), en
mayonesa (pH entre 3,6 y 3,9) durante 5 — 7 semanas (Zhao y Doyle, 1994) y en zumo de manzana
(pH 3,6 — 4,0) durante 10 — 31 dias (Zhao y col., 1993) y puede sobrevivir a su paso por el estomago
(Arnold y Kaspar, 1995). Esta acido tolerancia se debe a tres sistemas inducidos: uno oxidativo, otro
arginina dependiente y el tercero glutamato dependiente (Lin y col., 1996).

E. coli 0157:H7 presenta, sin embargo, una termorresistencia similar a la de otros serotipos y nor-
mal de acuerdo con su caracter de Gram negativa, es decir, es bastante termolabil, con unos parame-
tros térmicos en carne similares (Doyle y Schoeni, 1984), o ligeramente menores (ICMSF, 1996), a los
de Salmonella spp. (Goodfellow y Brown, 1987). De aqui, que los tratamientos térmicos aplicados
para destruir las salmonelas sean también suficientes para eliminar E. coli 0157:H7. Se han descrito
valores D de 270, 45, 24 y 9,6 segundos a las temperaturas de 57,2; 60,0; 62,8 y 64,3°C, respectiva-
mente (Doyle y Schoeni, 1984). La grasa presente en la carne protege contra la accion letal del calor
pero, aln asi, siguen siendo bastante termoldbiles. Por ejemplo, en carne de vacuno picada con un
30% de grasa los valores D a 57,2 y 62,8°C pasan a ser, respectivamente, de 318 y 28 segundos (Line
y col., 1991). En conclusion, puede decirse que no ha de preocupar las células supervivientes a un tra-
tamiento térmico insuficiente pues el que se deberia aplicar para otras bacterias mas termorresisten-
tes, por ejemplo, L. monocytogenes, es apto para reducir el nimero de E. coli 0157:H7 hasta niveles
estadisticamente despreciables.

Es muy sensible también a los medios con a,, ligeramente reducida. Cesa su crecimiento a valo-
res de la a,y, de alrededor de 0,95 (ICMSF, 1996).

El reservorio mas importante de E. coli 0157:H7 es el ganado vacuno donde su prevalencia es ele-
vada, habiéndose detectado en el 36% de vacas y 57% de terneras de 80 cabezas analizadas en
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Canada (Wilson y col., 1996) y en el 3,2% de 191 terneras estudiadas en EEUU (Zhao y col., 1995).
Ademas, se ha observado que la prevalencia es mayor en verano que en invierno, lo que se correla-
ciona con la incidencia de la enfermedad (Meng y col., 2001). Por ejemplo, en un estudio realizado en
el Reino Unido en 1997 se observd que se detectaba E. coli 0157:H7 en el 38% de las vacas dispues-
tas para el sacrificio en primavera mientras que, entre los animales sacrificados en invierno, sélo en
el 4,8% se detect6 la bacteria (Meng y col., 2001). Aunque de forma general se considera que el gana-
do vacuno es el principal reservorio, también se han detectado en otros animales de abasto, domés-
ticos y silvestres, como ovejas, cabras, cerdo, caballo, perros, gatos, ratas, ciervo, gaviota, etc.
(Chapman, 2000) e incluso en cebu (Kaddu-Mulindwa y col., 2001). De estas fuentes, la mas impor-
tante es la oveja, cuya prevalencia se aproxima a la del ganado vacuno, habiéndose descrito preva-
lencias del 31% en Junio, 5,7% en Agosto y 0% en Noviembre (Kudva y col., 1996).

E. coli 0157:H7 es la bacteria causante de una grave enfermedad que cursa con colitis hemorra-
gica, dolores abdominales, sindrome urémico hemolitico (HUS) que se manifiesta con diarrea sangui-
nolenta, nefropatia aguda, postracion, coma y muerte. Al menos 30 paises de los 5 continentes han
detectado la enfermedad con una tendencia creciente aunque ello quizas se deba, al menos en parte,
a una mayor vigilancia por parte de las autoridades sanitarias y a una mejora de los medios de detec-
cion del microorganismo. En EEUU por ejemplo, se denunciaron 2 brotes en 1982, 17 en 1992, 2 en
1996 y 42 en 1998. No obstante, muchos enfermos con sintomas leves (diarreas suaves y no hemo-
rragicas) no prestan excesiva atencion a la enfermedad y tales casos no se registran. Los informes
FoodNet indican que en EEUU se presentaron anualmente entre 2,1y 2,8 casos por cada 100.000
habitantes en el periodo 1996 — 1999 (CDCP, 2000), estimandose una incidencia anual que abarcé a
73.480 enfermos con 61 muertes (Mead y col., 1999) de los cuales el 85% se atribuyen a transmision
alimentaria (Meng y col., 2001). El mayor brote que se ha producido a nivel mundial fue en Japén en
1996 por consumo de brotes de rabano, en el que se vieron afectadas 11.000 personas (Michino y
col., 1998) y el caso con mayor niimero de muertes se produjo en 1996 en Escocia por el consumo de
carne cocida, donde murieron 21 personas de las 501 afectadas (Ahmed y Donaghy, 1998).

Los recuentos realizados en los alimentos causantes de brotes de enfermedad han revelado que
el nimero de células necesario para que se produzca la enfermedad es muy bajo. En todos los casos
se han detectado entre 0,3y 15 células g'1 de producto (FSIS, 1993; Nauta y col., 2001). Por ello, se
acepta de forma general que la dosis infectiva es menos de 100 células (ICMSF, 2002). Esta dosis es
mas baja (probablemente unas 10 células) en individuos especialmente susceptibles, como inmuno-
comprometidos, ancianos, nifios, etc. (Meng y col., 2001; ICMSF, 2002). Por ejemplo, en nifios se ha
estimado que el riesgo es 2,5 veces superior que el de los adultos (FSIS, 2002).

E. coli0157:H7 se ha detectado en la carne procedente de los diferentes animales de abasto aun-
que la prevalencia en la de unos y otros es diferente. La prevalencia en la carne picada de vacuno y
ovino llega hasta el 6% mientras que en la carne de cerdo y de ave es menor, habiéndose observado,
respectivamente, valores del 1,5% y 4% (SCVPH, 2003). Como el tracto intestinal de estos animales,
principalmente el del ganado vacuno, es el reservorio natural, la contaminacion de la carne, matade-
ros e industrias se produce durante el sacrificio, primero la canal y de aqui, mediante las operaciones
posteriores de carnizacion, las bacterias pasan a los cortes que se practican para su comercializacion.



De acuerdo con este modelo de contaminacion, puede deducirse que la localizacion de las bacterias
es superficial en las piezas carnicas, incluidos los filetes domésticos. Sin embargo, en algunos produc-
tos, como la carne picada y las hamburguesas, los microorganismos estan distribuidos también en el
espesor de la pieza. Realmente, son las hamburguesas cocinadas insuficientemente (infracalentadas)
la causa comin de los brotes de E. coli 0157:H7que se han producido en EEUU (Meng y col., 1991;
Andnimo, 1993). Hay que afadir, ademas, la posibilidad de contaminaciones cruzadas a otros alimen-
tos; entre ellos los listos para su consumo (RTE: “ready-to-eat”) en cocinas y establecimientos de
suministro a la poblacién y de servicios colectivos (ICMSF, 2002). La carne y muchos productos carni-
cos tanto a nivel doméstico como industrial se someten a tratamiento térmico para, respectivamen-
te, su consumo en el hogar, comedores colectivos, restaurantes, etc. o para su distribucion a la pobla-
cion en ultramarinos, supermercados, etc., lo que conlleva que, si se produce una contaminacion, el
numero de células sera siempre mas bajo que en las hamburguesas. Otros productos no sufren trata-
miento térmico alguno. Tal es el caso de los embutidos fermentados. En EEUU se han asociado algu-
nos brotes de E. coli 0157:H7 al consumo de “summer sausages” (CDCP, 1994), lo que se ha explica-
do teniendo en cuenta la tolerancia de E. coli 0157:H7 a los bajos pH pero se ha demostrado experi-
mentalmente que concentraciones de nitrito de 200 mg miI1 inhiben totalmente el crecimiento de la
bacteria (Tsai y Chou, 1996) y, por otra parte, la a, (< 0,92) de los embutidos madurados impide el
crecimiento de E. coli 0157:H7, ya que 0,95 es el valor minimo para su multiplicacion (ICMSF, 1996).
Puede decirse, pues, que son las hamburguesas y productos similares los derivados carnicos que mas
preocupan en relacion con la presencia de E. coli 0157:H7. Siempre hay que suponer que en ocasio-
nes se cocinen aplicando un tratamiento térmico insuficiente.

Listeria monocytogenes.

Aunque L. monocytogenes se describié hace cerca de 80 afios (Murray y col., 1926) y se conocia la
listeriosis, La enfermedad transmitida por los alimentos, sin embargo, no adquirié importancia hasta
las dltimas dos décadas, a raiz del brote que se produjo en Nueva Escocia en 1981 por el consumo de
ensalada de repollo, identificandose la contaminacion de la hortaliza con estiércol de oveja (Schlech
y col., 1983). Es una enfermedad grave que cursa con meningitis, meningoencefalitis, septicemia y
abortos, con una mortalidad del 20 — 30% (McLauchlin, 1996, 1997; Rocourt, 1996).

El género Listeria consta de 6 especies, de las cuales sélo se considera patégena para los huma-
nos, L. monocytogenes aunque L. ivanovvi es patégena también para ciertos animales, de acuerdo con
su LD en ratén (Swaminathan, 2001).

L. monocytogenes se encuentra distribuida ampliamente en la naturaleza y resiste bastante bien
las condiciones ambientales adversas, incluidas un bajo pH (hasta 4,4) y relativamente elevadas con-
centraciones de NaCl (10 — 12%). Es anaerobio facultativo y psicrotrofo. Puede multiplicarse entre 0
y 45°C, con unos valores gy fases de latencia de, respectivamente, 43, 6,6 y 1,1 horasy 151,48y 7,3
horas a 4, 10 y 37°C (Barbosa y col., 1994). Se puede encontrar en superficies himedas de los equi-
pos industriales, lo que, unido a su facultad de multiplicarse en refrigeracion, refleja su presencia en
frigorificos y unidades de refrigeracion (ICMSF, 1996). Puede multiplicarse entre valores del pH de 4,4
y 9,6 (Lou y Yousef, 1999). La a,,, 6ptima de crecimiento es de 0,97 y la minima de 0,90 - 0,93 (Miller,

auJed e| us sauoisaid sejy ‘ 2



D
(o]

09113UBIO 9HWIOD |2P B)SIAGI

1992; Farber y col., 1992) pero puede sobrevivir durante largos periodos a niveles de a,,, del orden de
0,83 (Swaminathan, 2001). Estas circunstancias hacen que sea casi imposible conseguir un alimento
fresco libre de L. monocytogenes. De hecho, se han asociado brotes de listeriosis a diversos alimen-
tos. Entre ellos, quesos blandos (Azadian y col., 1989; Bannister, 1987; Linnan y col., 1988), leche pas-
teurizada contaminada post-proceso (Fleming y col., 1985), productos carnicos (Goulet y col., 1993;
Jacket y col., 1995), pescado crudo y marisco (Lennon y col., 1984; Riedo y col., 1994), paté
(McLauchlin y col., 1991; Kittson, 1992), ensalada de repollo (Schlech y col., 1983) y de arroz
(Salamina y col., 1996) y diferentes alimentos RTE (Kerr y col., 1988; Schwartz y col., 1988; Gilbert y
col., 1989; Kaczmarski y Jones, 1989; Kerr y col., 1990). No obstante, la aplicacion eficaz del sistema
APPCC desde la granja al consumidor minimiza el riesgo de enfermedad alimentaria (ICMSF, 1996,
2002).

Los brotes de listeriosis que se han presentado y las investigaciones epidemioldgicas han permiti-
do deducir que los alimentos RTE son de alto riesgo para los individuos susceptibles. Muchos de estos
alimentos se someten a un tratamiento térmico medio y, normalmente, todos ellos se manipulan
extensamente antes de su envasado, pudiéndose contaminar en esta etapa (Kalchayanand y col.,
2001). El producto final, se conserva habitualmente bajo refrigeracion, ofreciendo una gran oportuni-
dad a L. monocytogenes para su multiplicacién durante su almacenamiento en la industria, transpor-
te y distribucion, exposicion en supermercados y, finalmente, en los frigorificos domésticos. Entre los
productos de esta naturaleza estan los preparados con leche sin pasterizar, quesos blandos, etc. y
entre los derivados carnicos, salchichas frankfurt y similares, pastelitos, empanadas, canapés, etc. que
contienen carne e ingredientes de origen marino. Estas circunstancias han llevado a algunos paises,
como Canada, a que estos alimentos se incluyan como productos de inspeccion obligatoria, dandole
prioridad a los que han originado brotes de listeriosis o a aquellos de vida Gtil superior a 10 dias
(Farber, 2000).

En relacién con la carne y productos carnicos, cabe decir que diversos productos RTE cocidos pre-
parados con carne de aves y mamiferos han sido la causa de diversos brotes de listeriosis en Norte
América y Europa (Swaminathan, 2001), siendo el caso mas grave el ocurrido en Francia en 1992 por
el consumo de lengua de cerdo en gelatina en el que se vieron afectadas 279 personas con 85 muer-
tes (Jacket y col., 1995). En EEUU se ha identificado como un factor de riesgo para la presentacion de
listeriosis alimentaria a frankfurters consumidas sin calentar y a la carne de pollo calentada insuficien-
temente durante el cocinado (Schwartz y col., 1989). La potencial multiplicacién de L. monocytogenes
en la carne depende del tipo de carne (en la de aves crece mejor que en otras), del pH de la misma'y
el tipo de poblacion bacteriana de la microbiota competitiva. La contaminacion del masculo puede pro-
ducirse por portadores sintomaticos o asintomaticos a partir del animal después del sacrificio.

L. monocytogenes no se multiplica normalmente durante la fermentacién de los embutidos pero
con frecuencia se detectan células viables en tasas muy bajas algunas semanas después de que ha
finalizado el proceso fermentativo (Truessel y Jemmi, 1989).

Aunque L. monocytogenes presenta, entre las bacterias vegetativas, una considerable termorresis-
tencia, no es tan elevada como la de M. tuberculosis y, por tanto, se destruye con los tratamientos
pasteurizantes aplicados a la leche (72 °C, 15 segundos) aunque se ha informado que en salami y



grasa aumenta su resistencia frente al calor (Fain y col., 1991). Se han ofrecido valores D a 52 °C 'y
70°C de 100 y 179 minutos y 0,13 y 0,11 minutos en pechuga y muslo de pollo, respectivamente
(Mackey y col., 1989); a 54,4°C y 57,2°C de 20 y 6,6 — 9-8 minutos, respectivamente en embutidos
fermentados (Schoeni y col., 1991); a 60 °C de 3,1 minutos en carne picada (Bradshaw y col., 1985);
a 62 °C, 64°C,66°Cy 70°Cde 2,2 -2,5,1,5-1,8,0,68 - 0,95 y 0,16 — 0,20 minutos, respectivamen-
te, en un homogeneizado de pollo (Gaze y col., 1989) e incluso, partiendo de una tasa de 2 x 10° célu-
las, se han detectado listerias en muslo de pollo tras un tratamiento a 82,2 °C después de un alma-
cenamiento de 4 semanas bajo refrigeracion (Carpenter y Harrison, 1989). Como se podria esperar, la
presencia de solutos (a,, reducida) aumenta la termorresistencia (Summer y col., 1991; Miller, 1992)
y el pH subdptimo para el crecimiento la disminuye (Beuchat y col., 1986).

La incidencia de L. monocytogenes en la carne fresca es muy elevada. Por ejemplo, se ha informado
que en el Reino Unido el 60% de la carne de pollo vendida al detalle contiene L. monocytogenes (Pini
y Gilbert, 1988; Petran y Swanson, 1993.) y en Irlanda se ha detectado Listeria spp. en el 97% de las mas
de un centenar de hamburguesas congeladas que se analizaron (Sheridan y col., 1994). En este mismo
estudio se observo que no se detectaban listerias en las salchichas que se pre-envasaron y cocieron en
la industria pero si en el 21% del producto cocido que se vendia al detalle sin envasar tras el tratamien-
to térmico, lo que refleja una contaminacion post-proceso. La incidencia en EEUU durante el periodo
1993 - 1996 fue de 0 — 2,2% en pastelitos de carne de vacuno; 1,0 - 5,3% en salchichas tipo frankfurt
cocidas; 2,2 — 4,67% en salsas para untar y ensaladas y de 5,1 — 81% en jamén y fiambres cocido lon-
cheados (Swaminathan, 2001). En un estudio realizado desde 1992 a 1995 en mataderos belgas y fran-
ceses, siempre se detecto L. monocytogenes (>1 u.f.c. 100 a2 025 g) en productos avicolas aunque
el porcentaje fue reduciéndose en ese periodo desde el 32,1% en 1992 y 27,2% en 1993 hasta el 3,6%
y 2,1% en 1994 y 1995, respectivamente (Uyttendaele y col., 1997). Ademas, en ese mismo estudio se
observo que el 50% de las canales (de las aves) eran portadoras de listerias tras el escaldado. De forma
similar, la incidencia de L. monocytogenes en alimentos cocidos RTE preparados con carne se ha redu-
cido bastante en Canadé donde a partir de 1888 se estableci6 un plan de vigilancia, pasando del 24%
en 1989 — 1990 hasta el 3% en 1991 — 1992 (Farber y Peterkin, 1999).

No se sabe cual es la dosis infectiva aunque ésta depende del estado inmunoldgico del hospeda-
dor. Los experimentos con humanos no pueden realizarse debido a la gravedad de la enfermedad y
los estudios en ratas y otros animales de experimentacion no son extrapolables al hombre. Sin embar-
go, los datos publicados indican que la poblacion de L. monocytogenes en alimentos causantes de
casos epidémicos y esporadicos de brotes es, habitualmente, superior a 100 u.f.c. g'1 (SCVPH, 1999),
entre 102 y 100 (ICMSF, 2002). Por ejemplo, en el que se produjo en Francia en 1992 por el consumo
de lengua de cerdo en gelatina, el producto de envases sin abrir contenia una carga de listerias de
104 - 106 células g'1 (McLauchlin, 1996). No obstante, un brote que afecté a 4 individuos por el con-
sumo de mejillones ahumados contenian 1,6 x 107 ufec. g'1 (Mitchell y col., 1991). En cualquier caso,
no se puede confiar totalmente en los datos publicados porque el nimero de bacterias puede haber
aumentado, o disminuido, entre el consumo y el andlisis. En cualquier caso, la baja incidencia de lis-
teriosis en los humanos (2 — 6 casos por millén de individuos —Mead y col., 1999-) sustenta la opi-
nién de que la dosis infectiva es baja (Notermans y col., 1998; SCVPH, 1999).
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