ageﬂd\a espa%\o\a e (\c)ad 2N e(\\af\a\] (\\)\(\d\bf\
29° cve eapa’ o\°2 e f\dad a\'\(oema“ i o\,\'«'\c
ag,e(\ua :asvai\o\'g de se?,\)(\éaé 9\'\«\e<\&?{\a\j (\o’g\c\ot\ .

oge\\c.\o esgo\\o\o de segot@o& 6\\«\0‘\\0“6 | A0
age(\qa espat\o\a ae q,\x\éac\ \«\emex\ | K\
aqe(\ma esqa?\o\a de 9ec;\><\éaé N e m'd'\oxbo

M
5IEN5|'S~LE"'0
o
ENESTAR SO0
2R
)

%ﬁ
G
COBIERN
ESP/ Aﬂg







Revista del Comité Cientifico de la AESAN

Madrid, 2018






Crevis
C?“ﬁ'\ it
- e
ntifico

N©°
28




Nota: los informes que se incluyen a
continuacién son el resultado de las
consultas que la Agencia Espafiola
de Seguridad Alimentaria y Nutricion
(AESAN) y otras instituciones hacen
al Comité Cientifico. Esta revista y sus
informes se presentan conforme a
normas de presentacion y publicacién

Consejo Editorial Cientifico

de bibliografia cientifica internacional-
mente aceptadas. De ello se deriva,
entre otras, la necesidad de abordar
su estudio e interpretacion desde la
consideracion ineludible de las citas
bibliograficas referenciadas en el texto
y enumeradas en el apartado “Referen-
cias” que incluye al final de los infor-

Seccion de Seguridad Alimentaria y Nutricion

Presidente
Gaspar Ros Berruezo

Vicepresidenta
Angeles Jos Gallego

Montafia CAmara Hurtado

Maria Pilar Conchello Moreno
Alvaro Daschner

Ramoén Estruch Riba

Rosa Maria Giner Pons

Maria Elena Gonzélez Fandos
Susana Guix Arnau

Jordi Mafies Vinuesa

Olga Martin Belloso

Maria Aranzazu Martinez Caballero
José Alfredo Martinez Hernandez
Alfredo Palop Gémez

David Rodriguez Lazaro

Carmen Rubio Armendariz

Maria José Ruiz Leal

Jests Angel Santos Buelga

Pau Talens Oliag

Josep Antoni Tur Mari

Secretario técnico
Vicente Calderdn Pascual

Coordinador de la edicion
Ricardo Lépez Rodriguez

Edita
AESAN
Alcald, 56. 28071. Madrid

Correo electronico: evaluacionriesgos@mschs.es

mes. Lo contrario, ademés de dificultar
su comprension integral, pudiera llevar
a extraer, conclusiones parciales o
equivocadas, divergentes del informe
en su conjunto.

Disefio y maquetacion

Advantia Comunicacion Gréfica, S.A.

NIPO: 690-16-003-8

ISSN: 2605-0617



Indice

Prélogo

Informe del Comité Cientifico de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nu-
tricion (AESAN) sobre la prospeccion de peligros bioldgicos de interés en seguridad
alimentaria en Espafa

Informe del Comité Cientifico de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nu-
tricion (AESAN) sobre la prospeccion de peligros quimicos de interés en seguridad
alimentaria en Espafa

Informe del Comité Cientifico de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nu-
tricion (AESAN) sobre el riesgo asociado a la presencia e alcaloides de la pirrolizidina
en polen destinado al consumo humano

Colahoraciones

Balance de 15 afios del Comité Cientifico como 6rgano de evaluacion de riesgos ali-
mentarios de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion

69

127

141






Prologo

Tengo la satisfaccion de presentar el nimero veintiocho de la Revista del Comité Cientifico de la
Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN).

Este afio se han cumplido quince afios de la constitucion del Comité Cientifico, por el que han
pasado méas de 70 cientificos de la maxima competencia cientifica de diversas Universidades y
Organismos de investigacion que han aprobado méas de 100 informes sobre gran variedad de ries-
gos alimentarios. Se trata de opiniones cientificas que son la base para la toma de decisiones de
gestién y que incluyen desde revisiones de cuestiones de interés a evaluaciones de riesgos, lineas
directrices y evaluaciones de dosieres de distintos productos alimenticios tales como coadyuvan-
tes tecnolégicos o nuevos alimentos.

Mantener de forma constante esta actividad es de gran importancia y trascendencia para garan-
tizar la promocién de la seguridad alimentaria y la salud de los consumidores y esta constancia se
materializa gracias al compromiso de todos los miembros del Comité. Quiero recordar que el Comité
Cientifico de la AESAN es un érgano evaluador independiente y sus opiniones son el producto de
la experiencia y conocimiento de sus miembros. La publicacion de sus informes a través de esta
Revista contribuye a divulgar sus opiniones y su trabajo, y a una mayor transparencia en el proceso
de analisis del riesgo.

En este nimero de la Revista del Comité Cientifico se incluyen dos informes sobre propuestas de
estudios prospectivos de peligros quimicos y biolégicos y uno sobre los alcaloides de la pirrolizi-
dina. Estoy segura que estos informes nos ayudaran a tomar medidas que aumenten la seguridad
alimentaria de los consumidores.

Finalmente, quiero recordary agradecer a todos los cientificos que han formado parte del Comité
Cientifico desde su creacion, nombrando a sus cinco Presidentes, Andreu Palou, Rosaura Farré,
Emilio Martinez de Victoria, Guillermina Font y Gaspar Ros.

Gracias a todos ellos, por contribuir al éxito cosechado en estos quince afios.

Marta Garcia Pérez
Directora Ejecutiva de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion
Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar Social

8T ,U 0I1}JUBID PIWOD [9p BISIAD | ©






Informe del Comité Cientifico de la Agencia Espaiiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricion (AESAN) sobre la prospeccion de peligros
biolégicos de interés en seguridad alimentaria en Espaiia

Seccion de Seguridad Alimentaria y Nutricion Nimero de referencia: AESAN-2018-004
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Existen peligros de interés en seguridad alimentaria para los que no existe una regulacion especi-
fica que pueden ser objeto de programas de prospeccion con el fin de obtener datos que permitan
realizar una evaluacion del riesgo.

El Comité Cientifico ha revisado e identificado algunos peligros bioldgicos, sefialando aquellos
alimentos o condiciones que, a priori, podrian implicar un mayor riesgo para el consumidor. La rela-
cion de peligros que se abordan en este informe no pretende ser exhaustiva, ya que no contempla
todos los posibles peligros biol6gicos novedosos y su enfoque es el de servir de punto de partida
para la posible realizacion de estudios prospectivos con los que obtener datos de su presencia en
distintos alimentos.

La propuesta incluye virus, bacterias y parasitos:

¢ Virus de transmision alimentaria: Norovirus, virus de la Hepatitis A y virus de la Hepatitis E en

moluscos bivalvos y vegetales frescos, y virus de la Hepatitis E en productos derivados de
carne de cerdo.

e Bacterias: Yersinia enterocolitica en carne de porcino, Vibrio parahaemolyticusy V. vulnificus

en productos de la pescay moluscos bivalvos, E. coli(patotipos no STEC) en vegetales frescos,
y Clostridium difficile en carne fresca.
¢ Parasitos: protozoos (Toxoplasmay Cryptosporidium) en carne fresca y vegetales frescos.

En el informe se han descrito las metodologia disponibles para su deteccién en muestras alimen-
tarias, se han identificado lagunas en el conocimiento de estos peligros que pueden ser el punto
de partida para promover actividades de investigacién encaminadas a mejorar el conocimiento de
los mismos y se ha incluido informacion sobre las posibilidades de control de la transmision de los
microorganismos a través de la cadena alimentaria.
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Palabras clave

Peligros bioldgicos, estudios prospectivos, Norovirus, virus de la Hepatitis A, virus de la Hepatitis
E, Yersinia enterocolitica, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Escherichia coli, Clostridium
difficile, Toxoplasma, Cryptosporidium.



Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (AESAN) on the prospection of biological hazards of interest
in food safety in Spain

In food safety, there are hazards of interest for which no specific regulation exists that may be the
subject of survey programmes in order to obtain data to carry out a risk assessment.

The Scientific Committee has reviewed and identified some biological hazards, indicating which
of those foods or conditions that, a priori, may involve a greater risk to consumers. The list of ha-
zards addressed in this report is not intended to be comprehensive, given that it does not take
into account new possible biological hazards. It is meant to serve as a starting point for possible
prospective studies with which data will be obtained regarding the presence of these hazards in
different foods.

The proposal includes viruses, bacteria and parasites:

¢ Foodborne viruses: Norovirus, Hepatitis A virus, and Hepatitis E virus in bivalve molluscs and
fresh vegetables and Hepatitis E virus in pork meat products.

* Bacteria: Yersinia enterocolitica in pork meat, Vibrio parahaemolyticus and V. vulnificus in bi-
valve molluscs and fish products, E. coli (non-STEC pathotypes) in fresh vegetables and Clos-
tridium difficile in fresh meat.

¢ Protozoan Parasites: Toxoplasma and Cryptosporidium in fresh meat and vegetables.

The report details the methodologies available to detect them in food samples, and the gaps in our
knowledge of these hazards, which may be a starting point to promote research activities aimed at
improving our knowledge about them. The report also includes information about the possible ways
to control the transmission of these microorganisms through the food chain.

Biological hazards, prospective studies, Norovirus, hepatitis A virus, hepatitis E virus, Yersinia en-
terocolitica, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Escherichia coli, Clostridium difficile, Toxo-
plasma, Cryptosporidium.
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1. Introduccion

A lo largo de la cadena alimentaria pueden estar presentes, incorporarse o producirse distintos
peligros de tipo quimico o bioldgico que pueden suponer un riesgo para el consumidor.

Los programas de control oficial tratan de garantizar la realizacién de controles de los peligros
de interés en seguridad alimentaria en funcion del riesgo pero sélo afectan a aquellos pardmetros
con limites maximos fijados en determinados alimentos.

Sin embargo, existen otros peligros de interés en seguridad alimentaria para los que no existe
una regulacién especifica, o existe pero sélo en determinados alimentos, que pueden ser objeto de
programas de prospeccion con el fin de obtener datos que, ademds de proteger al consumidor de
una exposicion puntual a un peligro, permitan realizar una evaluacién del riesgo.

Por otro lado, la identificacion de nuevos peligros para los que puede producirse una exposi-
cion significativa, o la evaluacion del riesgo derivado de una exposicion o susceptibilidad nuevas
o incrementadas significativamente a un peligro conocido es importante, no solo a efectos de un
eventual control de estos peligros emergentes, sino también de promover la investigacion y mejorar
su conocimiento por parte de los consumidores y de la comunidad cientifica.

Por ello, se ha solicitado a la Seccion de Seguridad Alimentaria y Nutricion del Comité Cientifico
de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) que realice una revision
de los peligros de mayor interés en seguridad alimentaria en Espafia que no cuenten con una re-
gulacion especifica, identificandolos y sefialando aquellos alimentos o condiciones que, a priori,
podrian implicar un mayor riesgo para el consumidor con el fin de realizar, eventualmente, estudios

prospectivos.

2. Peligros biolégicos

Se han contemplado los siguientes microorganismos:
* Virus de transmision alimentaria:
— Norovirus, virus de la Hepatitis A y virus de la Hepatitis E en moluscos bivalvos y vegetales
frescos.
— Virus de la hepatitis E en productos derivados de carne de cerdo.
e Bacterias
— Yersinia enterocolitica en carne de porcino.

Vibrio parahaemolyticusy V. vulnificus en productos de la pesca y moluscos bivalvos.

E. coli(patotipos no STEC) en vegetales frescos.
Clostridium difficile en carne fresca.

e Parasitos
— Protozoos (Toxoplasmay Cryptosporidium) en carne fresca y vegetales frescos.



2.1 Virus de transmision alimentaria (Norovirus, Hepatitis A y Hepatitis E)
en moluscos bivalvos, vegetales frescos y productos derivados de carne
de cerdo

2.1.1 Informacién general

Los virus que pueden llegar a contaminar agua y alimentos y transmitir enfermedades a nuevos
individuos son numerosos y diversos. Pertenecen a diversas familias y pueden causar distintas
patologias, desde gastroenteritis agudas, normalmente leves, a hepatitis, e incluso miocarditis o in-
fecciones neuroldgicas graves, como meningitis o encefalitis aséptica (Bosch et al., 2016). A pesar
de esta diversidad, los virus entéricos humanos mas relevantes en el &mbito de la seguridad ali-
mentaria, son los norovirus humanos (NoV), causantes de gastroenteritis, y el virus de |a hepatitis A
(HAV), la principal causa de hepatitis aguda a nivel mundial. Ademas, recientemente se ha sefialado
la importancia del virus de la hepatitis E (HEV) que también causa cuadros de hepatitis agudas y
que en determinados individuos puede evolucionar a hepatitis crénica con complicaciones graves
(EFSA, 2011). En tanto que virus entéricos, todos ellos se propagan principalmente a través de la
via fecal-oral.

En los dltimos afios, la incidencia de brotes de transmision alimentaria causados por NoV y HAV
ha experimentado un aumento considerable en paises desarrollados, y se han asociado principal-
mente al consumo de moluscos bivalvos, hortalizas de hoja verde y frutos tipo baya, asi como a co-
midas preparadas. En el caso de HEV, ademés de estas matrices, cabria afiadirse también los pro-
ductos derivados del cerdo crudos o poco cocinados, pues este animal es su principal reservorio.
Finalmente, a pesar de que la contaminacion virica puede producirse durante la fase pre-cosecha,
también es frecuente que los alimentos listos para comer se contaminen durante la preparacion por
parte de un manipulador infectado.

2.1.2 Caracteristicas generales e impacto

Los NoV presentan una distribucion geografica mundial y causan gastroenteritis esporadica o epi-
démica entodos los grupos de edad. Se subdividen en siete genogrupos, de los cuales los genogru-
pos |, Il'y IV afectan a humanos. De estos tres, el genogrupo Il es el mas prevalente, seguido por el
genogrupo I; el genogrupo IV por el momento se ha detectado con una frecuencia muy baja. A su
vez, cada genogrupo puede subdividirse en base a la variabilidad genética en distintos genotipos.
De los mas de 40 genotipos existentes en total, el genotipo Gll.4 ha sido el mas prevalente desde
finales de la década de los 80.

Actualmente se consideran los agentes causantes del 18 % del total de infecciones causadas
por patdgenos de transmision alimentaria a nivel mundial, las cuales ascienden a 600 millones de
casos cada afio (Lopman et al., 2016). A nivel Europeo, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
estima que NoV causa anualmente alrededor de 15 millones de casos (y 400 muertes). Los brotes
epidémicos son muy frecuentes, en especial en la restauracién y en instituciones cerradas o semi-
cerradas, y de todas las infecciones, se atribuye un origen alimentario a aproximadamente el 17 %
(95 % IC 16-47) de ellas (Havelaar et al., 2008). Algunos estudios econdmicos de nuestro pais indican
que los costes directos e indirectos de un brote de NoV oscilan entre los 3 500-4 800 € (Navas et
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al., 2015). A nivel europeo, a pesar de que la monitorizacion de NoV no estd armonizada en los dis-
tintos paises, NoV caus6 en 2015y 2016 el 8-9 % de los brotes de origen alimentario, por detras de
Salmonella, toxinas bacterianas y Campylobacter (EFSA, 2016b, 2017b). Datos de Catalufia indican
que NoV se diagnosticé como causante de 128 brotes de gastroenteritis aguda entre 2010-2012, el
47 % de los cuales fueron de origen alimentario, siendo los moluscos bivalvos (ostras, mejillones o
almejas) el alimento contaminado en el 18 % de los brotes (Sabria et al., 2014). En Europa en 2015, los
alimentos clasificados en la categoria de “crustaceos, marisco, moluscos y productos derivados”
causaron el 27,8 % de los brotes de NoV, y |as frutas y vegetales provocaron el 11 % (EFSA, 2016b).
El mayor brote alimentario documentado de NoV se produjo en diversas escuelas en Alemania en
2012 por el consumo de fresas congeladas importadas de China, y afect6 a casi 11 000 individuos.
Desde entonces, la Comision Europea exige que el 5 % de las fresas congeladas importadas de
China sean analizadas para NoV y HAV (UE, 2012). En 2016, se produjo en Espaiia el mayor brote por
NoV causado por agua embotellada procedente de un manantial en Andorra, que afecté a mas de
4100 personas, y puso de manifiesto que los controles bacteriolégicos pueden no ser suficientes
para garantizar la seguridad de ciertos productos.

A diferencia de NoV, el HAV presenta una marcada distribucion geogréafica. Mientras que en
los paises en vias de desarrollo la mayoria de individuos se infectan durante los primeros 5 afios
de vida y padecen una infeccion subclinica, en los paises industrializados los individuos llegan
a adultos sin haber estado expuestos al virus y, en caso de contraer la infeccién, cursa con
sintomatologia y puede ser especialmente grave en mayores de 60 afios. Aunque no cronifica,
se han descrito hepatitis fulminantes en 2 de cada 1 000 casos. Aunque (nicamente se conoce
la existencia de un serotipo, en base a la variabilidad genética, se distinguen seis genotipos de
HAV. Los genotipos |, Il y Il afectan a humanos y a su vez se subdividen en subgenotipos (IA,
IB, IC, IIA, IIB, IlIA y I1IB). En Espafia, la infeccion por HAV es de declaracion obligatoria y en
los ultimos afios se han reportado 543 casos en 2015, 742 casos en 2016 y 3 988 casos en 2017.
En comparacién con NoV, se estima que el porcentaje de casos de HAV que tendrian un origen
alimentario es menor, atribuyéndose ese origen en un 4 % de las infecciones. A pesar de que
existe una vacuna efectiva para HAV y de que muchos paises la incluyen en su calendario de
vacunacion sistematica, en Espafia Gnicamente se vacuna a todos los nifios en Catalufia desde
1998, y en Ceuta y Melilla desde el afio 2000. En el resto del territorio, se dirige de forma selectiva
a grupos con un mayor riesgo.

Debido a que el nivel de endemicidad en la region europea es extremadamente bajo, el porcen-
taje de poblacion adulta no inmunizada y susceptible a la infeccion es elevado. En los Gltimos afios,
se han producido brotes de elevada magnitud tanto en nimero de casos como en impacto territo-
rial, en algunos casos por consumo de alimentos contaminados, aunque también ha habido brotes
relevantes entre hombres MSM (men-having sex-with-men). En 2013, dos brotes causaron mas de
250 casos en diferentes paises nordicos de Europa y en distintos estados de Estados Unidos por el
consumo de fresas congeladas importadas de Egipto o de semillas de granada importadas de Tur-
quia, respectivamente y durante 2013-14, se declararon mas de 1300 casos en 11 paises europeos,
asociados al consumo de fresas congeladas producidas en Europa.



Finalmente, a pesar de que el nimero de casos diagnosticados en Europa de HEV es relativa-
mente bajo, los datos de seroprevalencia de algunos paises europeos sugieren la existencia de
numerosas infecciones subclinicas y/o |a falta de vigilancia. La seroprevalencia oscila entre el 2-20
% en la mayoria de paises europeos que han reportado datos, incluido Espafia (Domanovic et al.,
2017), aunque algunos estudios indican valores superiores al 70 % en determinadas regiones del
sur de Francia (Mansuy et al., 2015). En Europa, el nimero de casos declarados se multiplicé por
10 entre 2005 y 2015, con 5 617 casos en 2015 (EFSA, 2017b). De los cuatro genotipos que pueden
infectar humanos, los genotipos 1y 2 son endémicos y asociados a brotes de transmision hidrica,
y los genotipos 3y 4 se asocian a infecciones zoonoéticas transmitidas por consumo de productos
derivados del cerdo u otros animales de caza crudos o poco cocinados, por el consumo de otros
alimentos contaminados y por el contacto con animales infectados.

Las principales medidas de control y prevencion de las infecciones viricas transmitidas por
alimentos deben reforzarse a lo largo de toda la cadena alimentaria (EFSA, 2011). En la produc-
cion primaria en agricultura, es importante controlar la calidad de las aguas de riego, del agua de
lavado, el origen y calidad de abonos y fertilizantes naturales, y la higiene de las instalaciones.
Asimismo, los criadores de moluscos deben velar por la calidad de las aguas de las zonas de cul-
tivo. Para el caso de HEV, estrategias encaminadas a disminuir su prevalencia en cerdos pueden
ser consideradas para reducir el riesgo de transmision a humanos. La correcta y rigurosa higiene
por parte de trabajadores de la cadena alimentaria es crucial a fin de impedir la transmision de
cualquier virus a los alimentos o su propagacion por las instalaciones y superficies. En el caso
de manipuladores de alimentos con gastroenteritis, se recomienda reincorporarse al trabajo solo
después de haber transcurrido un periodo sin sintomas de diarrea y vomitos (por ejemplo, 48
horas), y para el caso de hepatitis, solo una vez los sintomas de ictericia hayan desaparecido y
se haya realizado un examen médico para descartar el cardcter contagioso. No obstante, cabe
reconocer que el nimero de infecciones asintomaticas puede ser considerable, por lo que es
importante maximizar las practicas de higiene en todo momento. La higiene de manos y de las
superficies también son medidas cruciales para prevenir la contaminacion en el &mbito domés-
tico. Finalmente, las directrices sobre la aplicacion de principios generales de higiene de los
alimentos para el control de virus (FAQ, 2012) recomiendan realizar procesos de coccion que
permitan alcanzar una temperatura interna del alimento de 90 °C durante 90 segundos, en es-
pecial en bivalvos (EFSA, 2015). La congelacion no es una medida adecuada para minimizar la
contaminacion virica de alimentos. El lavado de vegetales y hortalizas en presencia de algln
desinfectante puede reducir en 1 o 2 logaritmos el nivel de virus respecto al lavado con agua
sola, siendo el cloro y el cido peracético algunos de los productos mejor caracterizados (EFSA,
2011) (Bosch et al., 2018).

2.1.3 Datos de prevalencia en los alimentos de mayor riesgo

La metodologia disponible se ha utilizado ampliamente en laboratorios de investigacion para co-
nocer la prevalencia de contaminacion, sobre todo de NoV (genogrupos | y 1l) y del HAV en las
muestras alimentarias de riesgo que podrian llegar al consumidor.

~
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2.1.3.1 NoV, HAV y HEV en moluscos bivalvos
La mayoria de estudios son cualitativos y reportan tasas de positividad para NoV en diferentes
especies de hivalvos del 25-76 % en paises europeos como Espaiia, Italia, Reino Unido, Irlanda,
Polonia o Bélgica, o algo inferiores (9-22 %) en Francia. Aunque raramente se detecta el HAV en
moluscos bivalvos producido en zonas no endémicas, existen estudios que reportan porcentajes de
muestras positivas de hasta el 10 0 23 % en paises como Espaiia o Italia, respectivamente (AESAN,
2011) (Romalde et al., 2017).

Para HEV, estudios recientes indican tasas de prevalencia de HEV en bivalvos producidos en
Europa entre el 4-15 %, algunas de las mas altas en mejillones espafioles, aunque también se han
reportado tasas del 0 % (Mesquita et al., 2016) (EFSA, 2017a).

2.1.3.2 NoV, HAV y HEV en vegetales frescos

Los datos obtenidos a partir de brotes identifican los frutos tipo baya y los vegetales de hoja listos
para el consumo como los alimentos de mayor riesgo. Entre 2004-2012, los primeros fueron los res-
ponsables de mas de la mitad de brotes de NoV causados por vegetales, tanto en Europa como en
Estados Unidos (Callejon et al., 2015).

A pesar de que el namero de estudios es todavia limitado, la prevalencia de NoV, HAV y HEV
en productos vegetales listos para el consumo, mayoritariamente lechugas, reportada en paises
europeos es baja, de entre el 0-2 % (Kokkinos et al., 2012) (Losio et al., 2015) (Terio et al., 2017). No
obstante, en muestreos anteriores también se reportan prevalencias de NoV marcadamente eleva-
das, que pueden oscilar entre el 12-54 % para hortalizas de hoja y el 6-34 % para frutos del bosque
(Mattison et al., 2010) (Baert et al., 2011) (Loutreul et al., 2014).

2.1.3.3 HEV en productos derivados de cerdo

El virus de la hepatitis E ha sido detectado en productos de carne de cerdo (higado, salchichas)
vendidos al por menor, en varios paises incluyendo paises europeos como Espafia, Francia, ltalia,
la Republica Checa, o el Reino Unido. Se han documentado tasas de deteccion del ARN del virus de
6,5 %, 4,0 % y 6,0 % para higado de cerdo comercialmente disponible, aunque un estudio todavia no
publicado en el marco del proyecto de investigacion RTA2014-00024-C04 «Analisis y control integra-
do de Toxoplasma gondiiy virus entéricos en la cadena alimentaria» en un nimero representativo
de mataderos en Espafia eleva ese porcentaje por encima del 20 %. En embutidos de higado de
cerdo y embutidos crudos procedentes de Alemania, se han descrito tasas de deteccion del ARN
de HEV entre el 20 y el 22 %. Especialmente tasas de deteccion elevadas del 57,1-58,3 % han sido
descritas para una salchicha de higado local de Francia llamada «Figatelli».

2.1.4 Metodologias disponibles

Desde 2013, se dispone de métodos estandarizados y validados para la deteccion cualitativa y
cuantitativa de NoV (Gl y GII) y HAV en las matrices alimentarias de mayor riesgo, en fomites, y en
agua embotellada (1SO, 2013, 2017). El método estandarizado disponible est4 basado en deteccion
molecular, incluye diversos controles para garantizar la ausencia total de posibles falsos negativos
y ello hace que los anélisis sean extremadamente sensibles, pero tengan un coste econdmico ele-



vado. Otra limitacion importante es que, al tratarse de un método molecular, el resultado positivo no
permite confirmar la infectividad del virus detectado.

Utilizando esta metodologia, en 2017, NoV fue el agente identificado en el 29 % y 28 % de las aler-
tas notificadas al sistema RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed) en la categoria de frutos y
vegetales (mayoritariamente frutos tipo baya congelados), y moluscos bivalvos (mayoritariamente
ostras vivas u otros bivalvos congelados), respectivamente; para HAV se notificaron dos alertas en
almejas vivas. En afios anteriores, también se notificaron alertas de contaminacion por NoV y HAV
en hivalvos cocidos, aunque debido a que el método no permite confirmar que los virus detectados
son infecciosos, el significado de estos resultados es todavia incierto.

Para el HEV, todavia hoy en dia no se dispone de ninglin método estandarizado, aunque su desa-
rrollo ha sido sefialado por EFSA como uno de los aspectos prioritarios en el campo de la seguridad
viroldgica de alimentos para un futuro inmediato (EFSA, 2016¢).

2.1.5 Pasos futuros

A pesar de que es necesario llevar a cabo mas investigaciones y acumular més datos para esta-
blecer claramente la relacién entre la deteccion del genoma de estos virus en alimentos y el riesgo
para la salud, la posibilidad de establecer una normativa para NoV y/o HAV en alguna de las matri-
ces alimentarias, en especial en moluscos hivalvos, esta siendo considerada. Mientras que existe
bastante consenso en que para HAV se deberia exigir un resultado negativo debido a la mayor gra-
vedad de la infeccién, para NoV probablemente se consideraria un nivel maximo de contaminacion
aceptable, todavia por determinar.

Puesto que en todos los paises europeos se ha detectado una prevalencia elevada de NoV en
los bivalvos analizados, un estandar basado en la ausencia de NoV tendria un fuerte impacto ge-
neralizado sobre los sectores productores. Segln los datos publicados en la opinion cientifica
de EFSA (2012), por ejemplo, si se estableciera un limite maximo de contaminacion de 100 copias
gendmicas/g de tejido digestivo, habria un 33 % de las ostras francesas y un 65 % de las ostras in-
glesas que no pasarian el control. También en este sentido, EFSA (Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria) inicié en 2016 un estudio prospectivo coordinado a nivel europeo para conocer con
mayor precision la prevalencia de NoV en ostras vivas (EFSA, 2016a). Aparte de estos avances,
también es prioritario poder desarrollar métodos que permitan evaluar la infectividad de estos virus
cuando se detectan en alimentos y poder establecer una correlacién entre su deteccion y el riesgo
que representan sobre la salud del consumidor (EFSA, 2016¢).

Para las otras matrices de riesgo, en especial para los frutos tipo baya frescos o congelados y
los vegetales listos para el consumo, también es prioritario acumular mas datos para determinar la
frecuencia y el nivel de contaminacién en nuestro territorio. Puesto que se dispone de las herra-
mientas, y debido a que recientemente se han producido brotes de HAV en Espafia, seria recomen-
dable realizar estos estudios prospectivos de forma cuantitativa e incluyendo tanto NoV como HAV.

Para HEV, la prioridad actualmente se centra por un lado en el desarrollo de métodos estanda-
rizados de referencia para matrices alimentarias de interés, en especial la carne y sus productos
derivados, y por otro conocer el impacto de las infecciones por HEV en Europa (EFSA, 2016¢).

©
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2.2 Bacterias

2.2.1 Yersinia enterocolitica en carne de porcino

2.2.1.1 Informacion general

Yersinia enterocolitica es una bacteria ampliamente distribuida en la naturaleza que puede producir
infecciones en el ser humano ocasionando la enfermedad denominada yersiniosis. Salmonella spp.,
Y. enterocoliticay Campylobacter spp. son los tres peligros mas frecuentemente involucrados en
enfermedades de transmision alimentaria por consumo de carne de porcino (Fosse et al., 2009). El
principal vehiculo de transmision de Y. enterocolitica al ser humano es la carne de cerdo y deriva-
dos crudos o insuficientemente cocinados (Huovinen et al., 2010).

2.2.1.2 Caracteristicas generales e impacto

Y. enterocolitica es una bacteria Gram negativa, pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Es una
bacteria psicrotrofa (crece a temperaturas de refrigeracion), anaerobia facultativa (puede crecer
tanto en alimentos envasados en oxigeno como en atmdsfera modificada), ademas crece en un
amplio rango de pH (4-10). Esta bacteria permanece viable a temperatura de congelacion, sobrevi-
viendo largos periodos de tiempo en alimentos congelados (Montville et al., 2012).

Y. enterocolitica es sensible al tratamiento térmico, se destruye con un tratamiento de 71,8 °C
(Montville et al., 2012). Por ello, es importante alcanzar temperaturas de 70 °C en la preparacion de
la carne de porcino.

Existen seis biotipos de Y. enterocolitica: 1A, 1B, 2,3,4y 5. Los biotipos 1B, 2, 3,4y 5 se consideran
patégenos para el ser humano y animales. Las cepas del biotipo 1A se consideran no patdgenas,
aunque pueden tener potencial patdgeno, de hecho algunos brotes ocasionados por Y. enterocoliti-
ca se han asociado con el biotipo 1A (Batzilla et al., 2011) (Sabina et al., 2011).

La patogenicidad de Y. enterocolitica se asocia con la presencia de factores de virulencia codifi-
cados tanto en un plasmido como en el cromosoma. Los biotipos patdgenos (1B, 2, 3, 4 y 5) poseen
el plasmido pYV (Yersinia Virulence), de 70 kb, que contiene genes que codifican factores de pa-
togenicidad y esencial para su virulencia. El gen yadA codifica la proteina YadA (Yersinia Adhesin
A) que permite la adhesion e invasion de células. El gen yop codifica la produccion de proteinas
Yop (Yersinia outer membrane proteins), proteinas que determinan la resistencia de la bacteria al
sistema inmune. El gen ysc codifica la produccion de proteinas Ysc (Yersinia secretion complex).
virFes un regulador transcripcional de otros genes plasmidicos ( Yersinia Virulence) (Bancerz-Kisiel
y Szweda, 2015) (Gnanasekaran et al., 2017). Las cepas patdgenas que poseen el plasmido pYV tie-
nen propiedades comunes como requerir calcio para el crecimiento, la capacidad de absorber rojo
Congo y la autoaglutinacion (Zadernowska et al., 2014).

Ademas, las cepas patogenas poseen genes cromosomicos que codifican factores de virulencia,
y que son mas estables que los localizados en el plasmido pYV. Entre estos genes se incluye el gen
ail que codifica la produccion de la proteina ail (attachment-invasion locus), proteina de membrana
externa necesaria para la adhesion y entrada a las células. El gen inv codifica la produccion de una
proteina (invasin) requerida por la bacteria para su traslocacion (paso) a través de las células. El
gen myfA(mucoid Yersinia fibrillae A) codifica la produccion de fimbrias para la adhesion. Los genes



ystA, ystBYy ystC (Yersinia heat-Stable Enterotoxin) codifican la produccion de enterotoxina termoes-
table de Yersinia A, By C, respectivamente (Sahina et al., 2011) (Bancerz-Kisiel y Szweda, 2015).

El biotipo 1B se considera como uno de los mas patégenos para el ser humano. Las cepas que
pertenecen a este biotipo poseen el determinante de virulencia: isla de elevada patogenicidad (HPI)
que codifica genes para la captacion de hierro (Zadernowska et al., 2014).

Las cepas que pertenecen al biotipo 1A no poseen el plasmido pYV, y carecen de la mayoria de
los genes de virulencia cromosémicos, aunque ocasionalmente puede tener algunos de los genes
cromosomicos que codifican factores de virulencia como ail, inv, ystA, ystB myfA (Bonardi et al.,
2010) ( Sabina et al., 2011) (Zadernowska et al., 2014).

Aunque existen mas de 70 serotipos 0, s6lo algunos de estos serotipos se consideran patégenos
para el ser humano (0:3, 0:5, 08, 0:9, 0:13, 0:21, 0:27) (EFSA, 2007) (Zadernowska et al., 2014). El se-
rotipo 0:3 es el mas frecuentemente aislado en personas (Montville et al., 2012). Algunos serotipos
son comunes en cepas patdgenasy no patdgenas, por lo que el serotipo no se considera un marca-
dor de patogenicidad fiable, y se considera necesario conocer tanto el hiotipo como el serotipo de
Y. enterocolitica (EFSA, 2007) (Bancerc-Kisiel y Szweda, 2015).

Las cepas de Y. enterocolitica que con mayor frecuencia causan enfermedad en el ser humano
pertenecen a los siguientes biotipos y serotipos: 1B/0:8, 2/0:5,27, 2/0:9, 3/0:3, y 4/0:3, y con menor
frecuencia al bioserotipo 3/0:5,27 y otros serotipos del biotipo 1B (0:7, 0:13, 0:21, entre otros) (EFSA,
2007) (Zadernowska et al., 2014). En Europa los biotipos y serotipos mas frecuentemente asociados
ainfecciones por Y. enterocolitica en personas son 4/0:3y 2/0:9 (EFSA, 2007), mientras que en Esta-
dos Unidos y Canada el biotipo méas frecuente es el 1B, serotipos 0:4,32; 0:8, 0:13; 0:18; 0:20 y 0:21.
El biotipo 3 serotipo 0:3 se ha aislado en Japon y China (Petsios et al., 2016). El biotipo 5 raramente
se aisla (EFSA, 2007).

Y. enterocolitica se ha aislado a partir de muestras ambientales, alimentos como la carne (de
cerdo, vacuno), leche, queso, pescado y vegetales (EFSA, 2007) (Sabina et al., 2011). La mayoria de
las cepas aisladas no han sido catalogadas como patdgenas (ICMSF, 1996) (EFSA, 2007). El reservo-
rio principal de las cepas patogenas de Y. enterocolitica para el ser humano es el ganado porcino
(Falcao et al., 2006) (Fredriksson-Ahomaa et al., 2006) (Bancerc-Kisiel y Szweda, 2015).

En animales, las infecciones por Y. enterocolitica son generalmente asintomaticas. En concreto
en porcino raramente se observan sintomas clinicos, a excepcion de diarrea en animales de menos
de 8 semanas (Bancerc-Kisiel y Szweda, 2015).

Los brotes de yersiniosis se asocian con frecuencia al consumo de carne de cerdo y derivados
crudos o insuficientemente cocinados (Bancerc-Kisiel y Szweda, 2015). Existe una correlacion en-
tre las cepas aisladas en porcino y las cepas aisladas en casos clinicos de yersiniosis en humanos
(Bancerc-Kisiel y Szweda, 2015). No obstante, hay que indicar que también puede ser transmitida
por el consumo de carne de vacuno, ovino y caprino, leche contaminada y agua no tratada (Zader-
nowska et al., 2014). Se ha sefialado la contaminacion de alimentos por manipuladores; sin embargo
la transmision persona-persona raramente se produce (Sabina et al., 2011).

La yersiniosis afecta especialmente a nifios, concretamente en los menores de 5 afios Y. enteroco-
litica provoca sindromes gastrointestinales de distinta intensidad, desde diarrea leve a adenitis me-
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sentérica simulando apendicitis. Los sintomas de esta enfermedad incluyen fiebre, dolor abdominal
y diarrea, con frecuencia hemorragica. Pocas veces la infeccion se complica y da lugar a problemas
articulares que pueden llegar a permanecer durante meses. El periodo de incubacion es de 4-7 dias,
después de la exposicién, y los sintomas pueden durar de 1 a 3 semanas, e incluso mas tiempo en ra-
ras ocasiones. En adultos los sintomas predominantes pueden ser dolor abdominal en el lado derecho
del abdomen y fiebre, lo cual puede provocar que se llegue a confundir con apendicitis, estos sinto-
mas también se pueden presentar en nifios (Montville et al., 2012) (Bancerc-Kisiel y Szweda, 2015).

2.2.1.3 Datos epidemioldgicos y de prevalencia en alimentos

En la Unién Europea (UE), la yersiniosis es la tercera zoonosis en niimero de casos de transmision
alimentaria mas frecuente, con 6 861 casos confirmados en 2016 (EFSA, 2017). La tasa de notifica-
cion en la UE es de 1,82 casos por 100 000 habitantes. Se observa una tendencia a disminuir desde
2008 a 2016, no obstante no se observa un aumento o disminucion significativa en el periodo 2012-
2016. Hay que tener en cuenta que no en todos los paises miembros la notificacion de los casos de
yersiniosis es obligatoria. Las tasas de notificacion de yersiniosis son més altas en los paises del
noreste de Europa. Los paises con mayor tasa de notificacion en 2016 fueron Finlandia (7,42 casos
por 100 000 habitantes) y la Replblica Checa (5,76 casos por 100 000 habitantes). En 2016 las cifras
registradas por EFSA sefialan 485 casos confirmados en Espafia (EFSA, 2017).

Y. enterocolitica es la especie mas frecuentemente aislada en la UE (en el 99,1 % de los casos en
2016). La informacion sobre los serotipos involucrados de Y. enterocolitica en 2016 solo fue propor-
cionada en el 39,5 % de las casos confirmados por 14 paises. Seg(n los datos recogidos el serotipo
mas frecuente es el 0:3 (84,6 %) seguido de 0:9(11,8 %) y 0:8 (1,7 %). La informacidn de biotipo solo
fue recogida en el 4.6 % de los casos confirmados por cinco paises (Austria, Dinamarca, Finlandia,
Lituania y Polonia). El biotipo dominante entre los notificados en 2016 fue el biotipo 4 (79,6 %) segui-
do del biotipo 2 (16,9 %) y biotipo 3 (2,5 %) (EFSA, 2017).

Referente a la hospitalizacion en 2016 en la UE se cuenta con datos de 14 paises con un total de
1 653 casos (24,1 % del total), siendo el porcentaje de hospitalizacion del 31,5 %. El porcentaje de
hospitalizacion mas elevado (54,8-91,7 %) se observo en Lituania, Polonia y Rumania (EFSA, 2017).

En relacién con la gravedad de la infeccién por Y. entecolitica hay que indicar que en Estados
Unidos se estima que el porcentaje de hospitalizaciones es del 34,4 %, con un 2 % de mortalidad
(Scallan et al., 2011).

En Espafia, en 2015 se declararon 478 casos de yersiniosis. La mayor incidencia de yersiniosis en
Espaiia se observa en menores de 15 afios especialmente en menores de 5 afios (CIBERESP, 2017).
Segun el informe anual del SIM (Sistema de Informacion Microbioldgica) de 2015 de un total de 345
aislamientos se identifico el serogrupo 0:3 en 40. No consta la presencia de otros serogrupos. En
2016 se notificaron un total de 378 aislamientos de Y. enterocolitica procedentes de 44 laboratorios,
en 55 de ellos se identificé Y. enterocolitica 0:3 (SIM, 2017). No se cuenta con informacion relacio-
nada con los biotipos de Y. enterocolitica.

A pesar de que Y. enterocolitica se encuentra en todas las zonas climéticas, los distintos biose-
rotipos se han asociado a regiones geogréaficas especificas. Asi Y. enterocolitica 4/0:3 y 2/0:9 se



han aislado principalmente en Europay Y. enterocolitica 1B/0:8 en Estados Unidos. Y. enterocolitica
4/0:3 predomina en la mayoria de los paises europeos, mientras que en el Reino Unido predomina
Y. enterocolitica 2/0:9 (EFSA, 2007). Como consecuencia del flujo de materias primas, piensos y ali-
mentos, asi como el turismo, se ha observado un aumento de casos de enfermedad originados por
Y. enterocolitica 1B/0:8 en zonas donde no se habia aislado previamente como Polonia y Alemania
(Rastawicki et al., 2009) (Zadernowska et al., 2014). Este hecho es preocupante, ya que las cepas de
Y. enterocolitica del biotipo 1B y serotipo 0:8 son consideradas las méas peligrosas y virulentas para
el ser humano (Barcercz-Kisiel et al., 2015). Seg(in datos de EFSA en 2016 el seroptipo 0:8 se aislo
en el 1,7 % de los casos notificados (EFSA, 2017). Parece conveniente hacer un seguimiento sobre
la presencia de Y. enterocolitica 1B:0:8, dada su especial virulencia.

En un estudio realizado en el Norte de Espafia sobre infecciones en personas por Y. enterocolitica
en el periodo 1985-2014 se observo que el 99 % de los aislados eran del serotipo 0:3. En los aislados
en los que se procedio a analizar el biotipo se observo que era el biotipo 4. No obstante hay que
sefialar que se identificaron cinco aislados 2/0:9 y un aislado 1B/0:8 (Marimon et al., 2017).

En Estados Unidos, un trabajo llevado a cabo sobre enfermedades de transmision alimentaria por
Scallan et al. (2011) estima que el 90 % de los casos de infeccion por Y. enterocolitica son de origen
alimentario, aunque hay que indicar que dichos autores sefialan que todos los brotes notificados en
Estados Unidos se asocian a alimentos contaminados. Estudios realizados en Reino Unido y Francia
estiman que el porcentaje de casos de Y enterocolitica atribuidos al consumo de alimentos es del
90 % (Adak et al., 2002) (Vaillant et al., 2005).

En relacion con la presencia de cepas patégenas aisladas tanto de muestras procedentes de
personas como de animales, alimentos y ambiente destaca el estudio realizado por Le Guern et al.
(2016) con 19 670 cepas de Yersinia aisladas en Francia durante mas de 50 afios. Estos autores ob-
servaron que la mayoria de las cepas de origen humano eran patégenas (59 %) predominando Y. en-
terocolitica bioserotipo 4/0:3 (66,8 %), seguido de Y. enterocolitica 2/0:9 (23,8 %). En cerdos y carne
de porcino se detect6 exclusivamente Y. enterocolitica 4/0:3. En muestras ambientales y alimentos
raramente se aislaron cepas patdgenas (0,2 %). La mayor fuente de cepas patogenas de Yersinia
fueron los animales, con una destacada asociacion entre Y. enterocolitica 4/0:3 y ganado porcino.

Se estima que entre el 86,1y el 100 % de los brotes por Y enterocolitica en personas se asocian
ala carne de porcino (Painter et al., 2013). Por otro lado, existe una correlacion entre las cepas ais-
ladas en porcino y las cepas aisladas en casos clinicos de yersiniosis en humanos (Bancerc-Kisiel
y Szweda, 2015).

En el informe de EFSA correspondiente al afio 2016 sdlo se incluyen datos de presencia de Y.
enterocolitica en ganado de un pais (ltalia) con un total de 100 muestras analizadas. Respecto a la
presencia en carne y productos carnicos Gnicamente se incluye informacion de cinco paises con
un total de 971 muestras analizadas. La presencia en carne fue de baja (>1-10 %) a alta (>20-50 %)
(EFSA, 2017).

A pesar de que en uninforme de EFSA se sugirieron especificaciones técnicas para armonizar
la vigilancia y notificacion de Y. enterocolitica en porcino a nivel de matadero (EFSA, 2009), la
informacion incluida en el dltimo informe de EFSA indica que los datos presentados no siguen un
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disefio armonizado (EFSA, 2017), variando la prevalencia de cepas patdgenas de Y. enterocolitica
en porcino segin la metodologia utilizada, zona de muestreo y area geografica (Petsios et al.,
2016).

Y. enterocolitica se encuentra con frecuencia presente en cavidad oral (especialmente en amig-
dalas), heces y tracto gastrointestinal de ganado porcino (EFSA, 2007) (Fredriksson-Ahomaa et al.,
2009). Las amigdalas de porcino suponen una fuente de contaminacién importante en matadero.
Fredriksson-Ahomaa et al. (2009) detectaron Y. enterocolitica en el 62 % de las amigdalas analiza-
das, mientras que en heces se observo en el 16 %. En un estudio realizado por Bonardi et al. (2013)
se detecto presencia de esta bacteria en el 10,8 % de amigdalas, 17,1 % de heces, 11,8 % del agua
de escaldado y 2,4 % de canales. De las cepas aisladas fueron identificadas como patdgenas el
24,4 %. Dichas cepas patdgenas fueron aisladas del 8 % de amigdalas, 1,1 % de muestras fecales
y 0,7 % de canales. Otros estudios indican distintas prevalencias de Y. enterocolitica en amigdalas
muestreadas en mataderos de porcino. Asi se ha observado una prevalencia del 93 % en Espafia,
44-55,3 % en Bélgica y 32 % en ltalia, siendo el bioserotipo mas frecuentemente aislado 4/0:3 (Ortiz
Martinez et al., 2011) (Van Damme et al., 2015). Aunque el biotipo 4 serotipo 0:3 es el que mas fre-
cuentemente se aisla en porcino, hay que sefialar que también se han identificado los siguientes
biotipos minoritarios: 2/0:9 2/0:5, 27 y 3/0:9 (Bonardi et al., 2003, 2007, 2013) (Fredriksson-Ahomaa et
al., 2007) (Ortiz Martinez et al., 2011). De hecho en Inglaterra los méas frecuentemente aislados son
2/0:9y 2/0:5 (Ortiz Martinez et al., 2010).

En relacion con la presencia de genes que codifican factores de virulencia en cepas de Y. ente-
rocolitica aisladas en matadero de porcino del bioserotipo 4/0:3 se han identificado ystA (100 %),
inv (95,8 %), ail (87,5 %) y yadA (54,2 %). En los aislados de Y. enterocolitica 2/0:9 los genes ail, invy
ystA se hanidentificado en el 100 % de los aislados, mientras que el ystB se aisld en el 25,0 %. El gen
yadA asociado al plasmido pYV no se ha detectado en los asilados 2/0:9 (Bonardi et al., 2013). En las
cepas de Y. enterocolitica del biotipo 1A, consideradas como no patégenas se han identificado los
siguientes genes inv (95,4 %), ystB (72,4 %), ystA (11,5 %) y ail (6,9 %) (Bonardi et al., 2013).

Algunos estudios sobre la prevalencia de Y. enterocolitica patdgenas se basan en deteccion del
gen ail para discriminar entre las cepas patégenas y no patégenas. Otros autores utilizan como
criterio para la clasificacion de Y. enterocolitica patégena la presencia tanto del gen ail como del
gen ystA(Van Damme et al., 2015) (Lorencova y Slany, 2016). Sin embargo, en algunos aislados 4/0:3
el gen ailno se ha identificado. Por otro lado, la presencia del gen ail se ha considerado que no es
suficiente para asegurar la patogenicidad de las cepas (Sihvonen et al., 2011). Este hecho se debe
tener en cuenta al comparar los resultados de los distintos estudios.

Los estudios disponibles sefialan que las amigdalas son la fuente principal de cepas patégenas
de Y. enterocolitica para el ser humano (Bonardi et al., 2013) (Nesbakken et al., 2003, 2006). Durante
el procesado de la carne de porcino en matadero Y. enterocolitica presente en cavidad oral o con-
tenido intestinal puede contaminar la canal y el ambiente del matadero (Laukanen-Ninios, 2014).
Se han sefialado recuentos de 4,4 log ufc/g en amigdalas y 3,8 log/ufc en heces, mientras que el
recuento en canal es en la mayoria de los casos inferior al limite de deteccion (Van Damme et al.,
2015). Por ello, se ha sefalado la necesidad de adoptar medidas a nivel de matadero de porcino



para minimizar la contaminacion de las canales con Y. enterocolitica a partir de cavidad oral, heces,
y contenido intestinal (Laukanen-Ninios, 2014).

Los estudios sobre la presencia de Y. enterocolitica en carne y productos carnicos de cerdo se-
fialan una prevalencia del 15,2 %, con recuentos muy bajos (Bonardi et al., 2010). Se ha encontrado
una mayor prevalencia de Y. enterocolitica en carne picada de cerdo (20 %) que en salchichas
frescas (10,9 %) (Bonardi et al., 2010). En cuanto a la prevalencia de Y. enterocolitica patdgena en
carne de porcino se cuenta con informacion limitada. En lengua se han encontrado las cifras mas
elevadas con un 40 %, seguido de corazon 18 %, en carne picada los valores sefialados por distintos
autores oscilan entre el 4,9y el 17,2 % (Messelhausser et al., 2011) (Lorencova y Slany, 2016). Algu-
nos estudios sefialan tasas de prevalecia del 11 % en embutidos fermentados de porcino (Lambertz
et al., 2007). Otros autores también han sefialado prevalencia de Y. enterocolitica patégena alta en
productos de cerdo frescos (Johannessen et al., 2000). La metodologia utilizada para determinar Y.
enterocolitica patogena puede influir de forma importante en las tasas de prevalencia encontradas
en la bibliografia.

En carne de porcino se observa un alto porcentaje del biotipo 1A (90,9 %), aunque también se
ha identificado el biotipo 2 serotipo 0:9 (Bonardi et al., 2010). La carne de porcino puede ser una
fuente importante de Y. enterocolitica 4/0:3 (EFSA, 2007). En las cepas aisladas del biotipo 1A se han
detectado los genes que codifican factores de virulencia ail, inv, ystAy ystB. Algunos autores han
sefalado que la mayoria de las cepas del biotipo 1A poseen el gen ystB (90 %) (Bonardi et al., 2010).
Las cepas del biotipo 1A se consideran generalmente no patégenas, sin embargo se han aislado en
casos clinicos de yersiniosis, ademas se ha asociado con algunos brotes de yersiniosis (Ratnam et
al., 1982) (Greenwood y Hooper, 1990) (Tennant et al., 2003), por ello algunos autores indican que las
cepas del biotipo 1A se pueden considerar como patdgenos emergentes (Batzilla et al., 2011) (Ban-
cerc-Kisiel y Szweda, 2015). Es necesario reconsiderar el potencial patégeno de las cepas de Y.
enterocolitica del biotipo 1A, investigando si se limita a una pequefia proporcién o se va ampliando.

2.2.1.4 Metodologias para la deteccion

La prevalencia de Y. enterocolitica patdgena en carne de cerdo y en canales puede estar sub-
estimada como consecuencia de las limitaciones de los métodos de deteccion debidas a la baja
concentracion de cepas patdgenas presentes en alimentos, las similitudes con otras Enterobacte-
riaceae, y la heterogeneidad de Y. enterocoliticaya que incluye tanto cepas patdgenas como no pa-
togenas (EFSA, 2007) (Petsios et al., 2016). En muestras tomadas a nivel de matadero en amigdalas
y heces, Y. enterocolitica esta presente en mayor concentracion que en las canales por lo que su
deteccion es mas probable (Zadernowska et al., 2014).

Para la deteccion de Y. enterocolitica se han utilizado técnicas tradicionales de cultivo proce-
diendo a la identificacion posterior mediante pruebas bioquimicas, técnicas seroldgicas y de mi-
croscopia. En alimentos Y. enterocolitica esta presente en bajo nimero y a menudo hay presente
una gran variedad de microorganismos, por lo que el aislamiento directo en medios selectivos pue-
de no ser adecuado. Los métodos de aislamiento suelen incluir una fase de enriquecimiento, siem-
bra en medios selectivos y posterior confirmacién de colonias tipicas seleccionadas. Las cepas
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aisladas pueden ser posteriormente caracterizadas: biotipo, serotipo, factores de virulencia (EFSA,
2007). Hay que tener en cuenta que los métodos utilizados pueden tener como resultado el aisla-
miento de cepas de Y. enterocolitica no patdgenas. La utilizacion de procedimientos adecuados de
enriquecimiento junto con medios cromogénicos puede mejorar el aislamiento de cepas patégenas
de Y. enterocolitica (Zadernowska et al., 2014) (Petsios et al., 2016). El biotipado es esencial para la
diferenciacion entre cepas patdgenas y no patdgenas (EFSA, 2007).

Lastécnicas de hiologia molecular permiten solucionar las limitaciones de los métodos de cultivo
tradicional. La utilizacion de la reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion de
Y. enterocolitica en alimentos detecta mayores tasas de prevalencia que los métodos tradicionales
de cultivo, aunque tiene la limitacion de no diferenciar células viables de no viables (Bonardi et al.,
2014) (Zadernowska et al., 2014). El desarrollo de métodos que permiten detectar (inicamente célu-
las viables como PCR a tiempo real, supone un avance importante (Lambertz et al., 2008).

EFSA ha recomendado la toma de muestras de amigdalas en mataderos de porcino. Entre la me-
todologia a utilizar se recomienda la norma 1S0 10273:2003 (I1SO, 2003). Asimismo, se recomienda el
biotipado y serotipado de las cepas aisladas (EFSA, 2007, 2009). La metodologia IS0 10273:2003 para
la deteccion de cepas patogenas de Y. enterocolitica se considera que tiene limitaciones, por lo
que se han propuesto metodologias alternativas (Bonardi et al., 2016). En 2017 se ha actualizado la
Norma IS0 10273 para la deteccion de Y. enterocolitica patogena (IS0, 2017). Esta norma introduce
cambios en relacion con los medios de cultivo, tiempos de incubacion, pruebas de confirmacian.
Para la confirmacion de Y. enterocolitica patogena afiade pruebas bioquimicas que permiten dife-
renciar cepas patégenas y no patdgenas, asi como la confirmacion opcional alternativa mediante
la deteccion del gen ail usando técnicas de PCR a tiempo real.

La determinacion del biotipo tanto en la norma IS0 10273:2003 como en la norma IS0 10273:2017
se basa en los siguientes ensayos: fermentacion de la xilosa y trehalosa, hidroélisis de la esculina 'y
deteccion de pirazimidasa, lipasa, e indol (ISO, 2003, 2017).

La deteccion de los serotipos basados en antigenos O mas frecuentes (0:3, 0:5, 0:8, 0:9, 0:5y
0:27) utiliza técnicas de aglutinacion con antisueros especificos (Zadernowska et al., 2014) (Petsios
etal., 2016). Para la diferenciacion de cepas patdgenas de Y. enterocolitica se han utilizado técnicas
basadas en la determinacion de caracteristicas fenotipicas asociadas al plasmido de virulencia
pYV como son la dependencia del calcio para el crecimiento, la capacidad de absorber rojo Congo
y la autoaglutinacion. En este sentido se ha utilizado el agar rojo Congo-oxalato de magnesio (CR-
MOX) para diferenciar las cepas patégenas (Petsios et al., 2016).

El analisis seroldgico mediante técnicas ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) puede ser
utilizado para la estimacion de la prevalencia de Y. enterocolitica en ganado porcino y en matadero
(Nielsen et al., 1996) (Bonardi et al., 2016).

La técnica de PCR se ha utilizado para la deteccion de genes asociados a la virulencia de Y. en-
terocolitica y para la identificacion de aislados patdgenos (Fredriksson-Ahomaa y Korkeala, 2003).
No obstante, su eficacia es limitada, ya que en las cepas no patogenas (biotipo 1A) puede haber
presencia de algunos de los genes de virulencia. La diferenciacion de cepas patdgenasy no pato-
genas se ha realizado mediante deteccién de los genes plasmidicos de patogenicidad o de genes



cromosomicos (Bonardi et al., 2010, 2013). Hay que tener en cuenta que la pérdida del plasmido de
virulencia pYV es frecuente en Y. enterocolitica, mientras que la pérdida de los genes cromosdomi-
cos de virulencia es infrecuente (Zheng et al., 2008). En el caso de que se opte por el plasmido de
virulencia pYV los ensayos deben realizarse en una fase temprana de la confirmacion. Los genes
yadA, virFlocalizados en el plasmido pYV se han utilizado para discriminar entre cepas patdgenas
y no patdgenas (Bonardi et al., 2014). El gen aillocalizado en el cromosoma de cepas patdgenas de
Y. enterocolitica es el mas frecuentemente utilizado para discriminar entre las cepas patdgenas y
no patdgenas (Petsios et al., 2016). Algunos autores han aislado este gen en todos los aislados de
Y. enterocolitica 4/0:3. Sin embargo, en algunos aislados patégenos 4/0:3 el gen ailno se ha identi-
ficado. Por otro lado, la presencia del gen ail se ha considerado que no es suficiente para asegurar
la patogenicidad de las cepas, estando presente también en algunas cepas del biotipo 1A (Sihvonen
et al., 2011). Otros genes cromosomicos presentes en cepas patégenas de Y. enterocolitica detec-
tados mediante técnicas de PCR incluyen gen inv, gen ystA. (Van Damme et al., 2015) (Lorencova y
Slany, 2016).

2.2.1.5 Pasos futuros

Dado que el ganado porcino es el principal reservorio de Y. enterocolitica patégena parece impor-
tante contar con informacion sobre la prevalencia de este patégeno a nivel de matadero, incluyen-
do informacidn sobre los biotipos y serotipos presentes.

En carne de porcino las cepas de Y. enterocolitica aisladas son mayoritariamente del biotipo 1A.
Los biotipos patdgenos son aislados ocasionalmente en carne de cerdo. No obstante, es importante
contar con mas informacion sobre la prevalencia de Y. enterocolitica patdgena en carne de porcino,
incluyendo informacion sobre los biotipos y serotipos. Dadas las limitaciones de las metodologias
utilizadas y los bajos recuentos en carne de porcino, la prevalencia puede estar subestimada. Dada
la mayor prevalencia en carne picada de porcino observada en la bibliografia y su asociacion a
casos de yersiniosis, se considera que seria un buen objetivo para hacer un plan de control, siendo
aconsejable proceder a determinar tanto el biotipo como el serotipo.

Es importante armonizar la metodologia para poder comparar los resultados obtenidos. Principal
atencion se debe prestar a las limitaciones de las distintas metodologias utilizadas. La Norma IS0
10273:2017 incluye la deteccion de Y. enterocolitica patdégena, y afade pruebas relacionadas con la
patogenicidad que permiten diferenciar las cepas patdégenas y no patégenas. Esta norma incluye
la confirmacién opcional alternativa mediante la deteccion del gen ail mediante técnicas de PCR
a tiempo real, aunque es preciso considerar que este gen presenta ciertas limitaciones ya que no
se ha identificado en algunos aislados patdgenos 4/0:3. Ademas, la presencia del gen ail se ha
considerado que no es suficiente para asegurar la patogenicidad de las cepas, estando presente
también en algunas cepas del biotipo 1A.

Con el fin de minimizar la contaminacion de las canales de porcino en matadero hay que prestar
especial atencion a las medidas higiénicas adoptadas.

El tratamiento térmico juega un papel importante en el control de Y. enterocolitica por ello se
pueden hacer campafias dirigidas al consumidor para que cocine adecuadamente la carne.
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2.2.2 Vibrio parahaemolyticusy V. vulnificus en productos de la pesca y moluscos hivalvos
2.2.2.1 Informacion general

Las bacterias del género Vibrio son bacilos Gram negativos, relacionados fundamentalmente con
habitats acuaticos. Hay mas de 100 especies dentro de este género, de las que poco méas de 10
se han asociado con enfermedades humanas (Janda et al., 2015). Las especies relevantes para la
salud humana, aparte de V. cholerae (V. parahaemolyticusy V. vulnificus) se asocian principalmente
con aguas templadas (> 15 °C) y baja salinidad (< 25 % NaCl), condiciones que se pueden anticipar
como posibles en muchas zonas de Europa como consecuencia del calentamiento global (Baker-
Austin et al., 2013) (Roux et al., 2015).

2.2.2.2 Caracteristicas generales

V. parahaemolyticus es causante de gastroenteritis aguda caracterizada por diarrea, nduseas, vo-
mitos, dolor abdominal, dolor de cabeza, fiebre y escalofrios, a través del consumo de pescado y
moluscos crudos (Nelapati et al., 2012). Si bien en la mayor parte de las ocasiones se trata de una
diarrea acuosa autolimitante, ocasionalmente causa diarrea sanguinolenta y, raramente, arritmia
cardiaca (Honda et al., 1976). Es la principal causa de gastroenteritis bacteriana por consumo de
productos de la pesca en todo el mundo (Rippey, 1994). También causa diarrea del viajero, infeccio-
nes de heridas, otitis y septicemia secundaria (Pavia et al., 1989).

La cantidad minima necesaria para que se desarrolle la gastroenteritis es de entre 2 x 105y 3 x
107 bacterias, siendo el periodo de incubacion de 3 a 24 horas, generalmente entre 10 y 15 horas
(Nelapati et al., 2012).

Hasta la fecha, se han identificado 13 serotipos O y alrededor de 70 serotipos K en V. parahaemo-
Iyticus, en base al antigeno somatico (0) y capsular (K) (Jones et al., 2012), siendo el serotipo 03:K6
el responsable de la mayoria de los brotes en todo el mundo desde 1996 (Hara-Kudo et al., 2012).

Su patogenicidad esta intimamente relacionada con la sintesis de una hemolisina termoesta-
ble directa (thermostable direct hemolysin, TDH) conocida como hemolisina Kanagawa (Honda e
lida, 1993). Otros serotipos producen una hemolisina relacionada con TDH (thermostable related
hemolysin, TRH) que también se relaciona con la patogenicidad (Honda et al., 1988). TDH y TRH,
codificadas respectivamente por los genes tdhy trh, son factores de virulencia importantes de este
microorganismo, con propiedades citotoxicas, cardiotoxicas y enterotoxicas (Honda e lida, 1993).
El serotipo 03:K6, uno de los mas prevalentes en infecciones gastrointestinales, por ejemplo, es
portador del gen tdh (Matsumoto et al., 2000).

V. vulnificus es una especie que se asocia con casos de enfermedad en animales y humanos. Se
han descrito tres biotipos distintos, de los cuales el biotipo 1 es el que se relaciona con los casos
humanos graves, mientras que el biotipo 2 se asocia al cultivo de anguilas y el 3, muy infrecuente, se
considera un hibrido de los dos anteriores y hasta el momento solo se ha detectado en Israel (FAQ/
O0MS, 2005) (Horseman y Surani, 2011). En humanos puede producir enfermedad gastrointestinal,
aunque la manifestacion mas comun es la infeccion de heridas (por exposicion a aguas contami-
nadas) o sepsis primaria debido a la ingestion de moluscos, principalmente ostras contaminadas
(SCVMPH, 2001) (Janda et al., 2015). Los sintomas de la infeccién aparecen con rapidez y pueden



ser fatales, sobre todo en pacientes varones inmunocomprometidos o que presentan problemas
de salud que resulten en niveles elevados de hierro sérico (hemocromatosis), como enfermedades
hepaticas, diabetes o alcoholismo. La tasa de mortalidad oscila entre el 50y el 60 % de los pacientes
con septicemia.

Existen diversos estudios encaminados a dilucidar los mecanismos empleados por V. vulnifi-
cus para producir enfermedades tan graves. Hay numerosos factores involucrados, como la pro-
duccion de lisina descarboxilasa, que permite neutralizar la acidez estomacal, la presencia de la
capsula polisacaridica, para evitar la fagocitosis, o la produccion de sideréforos y de una toxina
hemolitica, implicados en la captacion de hierro (Horseman y Surani, 2011). Estos factores, entre
otros, contribuyen al desarrollo de la infeccion; sin embargo, el desenlace fatal de la infeccion
parece ser debido al lipopolisacéarido (LPS), ya que cuando se inyecta en animales de experimen-
tacion provoca una muerte rapida, efecto que no se observa cuando se inyecta LPS neutralizado.
Ademas, también aporta una explicacion al hecho de que la infeccion por V. vulnificus afecte casi
exclusivamente a varones, ya que se ha observado una inhibicion de la accion del LPS mediada por
estrogenos (Oliver, 2013).

2.2.2.3 Datos epidemiologicos y de prevalencia en alimentos

Tanto V. parahaemolyticus como V. vulnificus estan ampliamente diseminados por el medio cos-
tero, siendo importantes las condiciones ambientales del agua, principalmente la salinidad (son
microorganismos haléfilos, que crecen entre 2y 25 %0 NaCl, con un dptimo entre 10y 18 %0 NaCl) y la
temperatura (es especialmente preocupante a temperaturas superiores a 20 °C, aunque por encima
de 30 °C se ven afectados negativamente; una temperatura de 13 °C se considera el limite inferior
de crecimiento, pero por debajo de esta temperatura pueden encontrarse en un estado viable no
cultivable) (Kaneko y Colwell, 1975) (Oliver, 2015). Los vibrios son las bacterias predominantes en el
tracto digestivo de ostras, almejas, mejillones y langostinos, siendo el consumo de moluscos crudos
y de crustaceos y pescados crudos o insuficientemente cocinados las fuentes mas importantes de
la enfermedad (Nelapati et al., 2012).

La incidencia de V. parahaemolyticus tiene un marcado caracter estacional, restringiéndose a
los meses de verano, debido a la sensibilidad de este microorganismo a las bajas temperaturas
(Kaneko y Colwell, 1975). En zonas tropicales, cabe esperar que su incidencia se extienda durante
todo el afio (Elhadi et al., 2004).

V. parahaemolyticus se aisl6 por primera vez tras un brote asociado al consumo de sardinas
(272 casos y 20 muertes) en Japon en 1950 (Fujino et al., 1953). Su incidencia ha ido en aumento en
muchas partes del mundo (Hara-Kudo et al., 2012). Su diseminacion por todo el mundo se ha visto
facilitada por distintas vias. Factores como el cambio climéatico, que ha originado nuevas corrientes
oceanicas y un calentamiento de las aguas costeras (Vezzulli et al., 2013) (Burge et al., 2014), el
transporte y almacenamiento inadecuado de pescados y productos de la pesca a través de lar-
gas distancias, o las propias aguas marinas que utilizan los barcos como lastre, han facilitado su
expansion (Martinez-Urtaza et al., 2016, 2018). Una vez introducido en una nueva region, se vuelve
endémico. En una simulacion desarrollada recientemente bajo diferentes escenarios de clima futu-
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ro y horizontes de tiempo, y considerando el efecto de los factores que contribuyen al crecimiento
de V. parahaemolyticus desde las aguas marinas hasta el consumo, se observa que conforme las
aguas costeras se calienten, el riesgo de brotes de este microorganismo continuard aumentando
(Ortiz-Jiménez, 2018). A estos hechos hay que afiadir el incremento en la resistencia a antibioticos,
observado también en V. parahaemolyticus, habiéndose encontrado que un 90 % de las cepas ais-
ladas en un estudio reciente eran resistentes a la estreptomicina, y también a otros antibidticos
(Xie et al., 2017).

En Europa, los principales brotes relacionados con Vibrio se han producido en el drea del Mar
Baltico durante los meses de verano, por el uso recreativo del agua del mar (Baker-Austin et al.,
2010). También en Italia y en Francia se produjeron casos clinicos por el serotipo 03:K6 de V. pa-
rahaemolyticus, relacionados con consumo de moluscos (Baker-Austin et al., 2010). En su informe
anual de 2015 sobre brotes de enfermedades de transmision alimentaria, EFSA recogi6 cuatro bro-
tes debidos a V. parahaemolyticus en Francia, con 29 casos. Los alimentos responsables de dos de
esos brotes fueron crustaceos, mariscos, moluscos y productos derivados (EFSA, 2016). Estos datos
fueron similares a los reportados en 2014. En 2016 se reportaron ocho brotes, con 76 casos en total
(EFSA, 2017). Sin embargo, este dltimo informe no diferencia entre las especies de Vibrio.

En Espafia, y mas concretamente en Galicia, se han producido tres brotes importantes en los
(ltimo 20 afios, uno en 1999, con 64 casos por consumo de ostras crudas, otro en 2004, con 80 casos
relacionados con el serotipo 03:K6 y otro, con cerca de 100 casos, por consumo de gambas en 2012
(Martinez-Urtaza et al., 2016). Sin embargo, desde 2012, se ha observado una clara transicion en la
epidemiologia de este patdgeno, observandose casos esporadicos aislados a lo largo de la costa
en lugar de grandes brotes, causados por cepas distintas y no relacionadas, asociados tipicamente
al consumo de productos de la pesca locales, que serian indicativos de episodios frecuentes de
introduccion de fuentes remotas y separadas, asociados siempre al aumento de la temperatura de
las aguas costeras (Martinez-Urtaza et al., 2018). En cualquier caso, en 2015 no se notificé ninglin
caso de infeccion por V. parahaemolyticus al Sistema de Informacion Microbiolégica (SIM, 2016).

Cabe destacar el caso de Japon, en el que V. parahaemolyticus ocasiona el 70 % de los casos
de gastroenteritis asociados a los productos de la pesca (Kaneko y Colwell, 1975). No obstante,
en el periodo comprendido entre 1999 y 2009 se ha observado un acusado descenso de las infec-
ciones por este microorganismo (Hara-Kudo et al., 2012). Este descenso no se correlaciona con
cambios en la contaminacion de los productos de la pesca con V. parahaemolyticus, que sigue
manteniéndose aproximadamente en los mismos niveles (Hara-Kudo et al., 2012). Sin embargo, el
establecimiento de medidas higiénicas para los productos de la pesca durante la producciony co-
mercializacion (distribucion y almacenamiento a temperaturas inferiores a 10 °C, empleo de aguas
marinas higienizadas o de agua potable y establecimiento de limites microbiolégicos de ausencia
en 25 g en productos cocidos listos para el consumo y <100 NMP/g en productos crudos a lo largo
de la distribucion), asi como la recomendacion a los consumidores de consumir los productos de
la pesca antes de 2 horas de haberlos sacado de la nevera, parecen ser los responsables de este
descenso (Hara-Kudo et al., 2012). Otras medidas preventivas que podrian ayudar a reducir el riesgo
de brotes por este microorganismo incluyen un cocinado adecuado de los productos de la pesca



previo a su consumo, asi como la aplicacion de medidas higiénicas adecuadas para evitar la con-
taminacion cruzada entre alimentos crudos y cocinados (Nelapati et al., 2012).

V. vulnificus se ha aislado de agua, sedimentos marinos y diversos animales acuéticos, princi-
palmente ostras y otros moluscos (Jones y Oliver, 2009). Asimismo, el area geografica de distribu-
cidn se esta expandiendo como consecuencia del cambio climatico y se ha detectado V. vulnificus
en regiones hasta ahora no afectadas, como el Mar Béltico (Baker-Austin et al., 2013). En Espafia
la presencia de V. vulnificus ya se resefid en los afios 90, como patégeno de anguilas y su detec-
cion en las costas mediterraneas (Biosca et al., 1991). Los primeros estudios sobre su presencia
en agua y moluscos bivalvos indicaban una baja prevalencia (Arias et al., 1999), investigaciones
posteriores revelaron su presencia habitual en aguas y moluscos en las costas mediterrdneas
(Cafiigral et al., 2010) y algln caso de infeccion de heridas como consecuencia de la exposicion
al agua en el Mediterraneo (Torres et al., 2002), pero también en el Cantabrico (Martinez-Rienda
et al., 2007).

La enfermedad de transmision alimentaria se da de forma casi invariable en personas con los
problemas de salud ya comentados, principalmente enfermedades hepéticas, y se asocia con el
consumo de ostras crudas y otros mariscos (Strom y Paranjpye, 2000) (Jones y Oliver, 2009) (Janda
et al., 2015). Sin embargo, la exposicion a V. vulnificus, incluso en personas predispuestas, no su-
pone el desarrollo de la enfermedad, ya que se ha demostrado la existencia de dos tipos de V. vul-
nificus, denominados “C” (clinicos) y “E” (medioambientales), que se pueden diferenciar en base
a sus caracteristicas genéticas, y las cepas pertenecientes al tipo C serian las que provocarian la
infeccion humana (Oliver, 2013).

V. vulnificus afecta fundamentalmente a varones con predisposicion fisiol6gica, razon por la que
no se asocia con brotes de enfermedad, sino que se refieren casos aislados. En Estados Unidos
se registran de forma voluntaria las infecciones por V. vulnificus en el sistema COVIS (Cholera and
Other Vibrio Illiness Surveillance; https://www.cdc.gov/vibrio/surveillance.html). Los datos registra-
dos en los dltimos afios indican unos valores medios de 126 casos/afio y 30 fallecimientos/afio,
aunque se estima que el nimero real de casos asociados al consumo de ostras podria ser hasta
2,5 veces superior (FAO/OMS, 2005). En Espafia la infeccion por V. vulnificus no es una enfermedad
de declaracion obligatoria y los datos existentes en la bibliografia registran un total de seis casos
declarados, de los que cuatro fueron causados por infeccion de heridas tras exposicion a agua de
mar y dos se pueden atribuir a la ingesta de ostras crudas y mejillones al vapor (Martinez-Rienda
et al., 2007). En otros paises europeos la incidencia de casos de infeccion por V. vulnificus también
es baja, apareciendo de forma esporadica (Baker-Austin et al., 2010). La mayor parte de los casos
de infeccion se registran en los meses méas calidos, que coincide también con mayores tasas de
aislamiento de la bacteria a partir de muestras ambientales y con una correlacion altamente signi-
ficativa con la temperatura del agua (Baker-Austin et al., 2010) (Oliver, 2015).

En una estimacion realizada en base a los datos recogidos en Estados Unidos en la costa del Gol-
fo de México se concluyé que la concentracion de V. vulnificus en ostras en el momento del consu-
mo podia llegar a ser de mas de 4 log ufc/g (FAO/OMS, 2005). Aunque la mayor parte de los aislados
obtenidos de ostras pertenezcan a cepas del tipo E, la ingesta de una sola ostra contaminada por
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cepas del tipo C por parte de una persona predispuesta puede ser suficiente para desarrollar la
infeccion (Oliver, 2013).

En la UE no hay un requisito legal de vigilancia de la presencia de Vibrios en los moluscos bival-
vos, al no estar contemplado en los criterios microbioldgicos vigentes para alimentos (UE, 2005).
Esta circunstancia, unida la baja incidencia de la enfermedad y a la ausencia, hasta hace poco
tiempo, de técnicas de referencia para su deteccion, hace que muchos paises no lleven a cabo una
monitorizacion regular de esta bacteria (Baker-Austin et al., 2010). No obstante, en el caso de V. pa-
rahaemolyticus, la Xunta de Galicia ha sido pionera en la declaracion obligatoria de sus infecciones
desde 1995 (Marinez-Urtaza et al., 2016), y desde 2013 es de notificacién urgente (DOG, 2013). Con
todo, su incidencia es, probablemente, infravalorada.

Ademas, es importante tener presente que la presencia de V. parahaemolyticusy de V. vulnificus
en aguas no esta asociada a los indicadores de contaminacion fecal (microorganismos coliformes,
E. coli), por lo que la ausencia de estos indicadores en aguas no es una medida efectiva para
garantizar la ausencia de contaminacion por Vibrio en los moluscos, resultando méas (tiles otros
parametros, como la vigilancia de la temperatura y salinidad de las aguas (FAO/OMS 2005). En este
sentido la red Europea de vigilancia medioambiental y epidemioldgica (https://e3geoportal.ecdc.
europa.eu) ha elaborado una herramienta (Vibrio Map Viewer, https://e3geoportal.ecdc.europa.eu/
SitePages/Vibrio %20Map %20Viewer.aspx) que monitoriza temperatura y salinidad de las aguas
para establecer un modelo de probabilidad de riesgo de Vibrio spp.

2.2.2.4 Metodologias para la deteccion

Se han disefiado métodos de PCR que permiten detectar los genes tdhy trh en productos de la
pesca contaminados con cepas patdgenas de V. parahaemolyticus (Nordstrom et al., 2007) (Ne-
moto et al., 2009). Estos métodos son muy sensibles y especificos, sin embargo, no son capaces
de diferenciar si el ADN procede de células vivas o muertas, lo que puede generar falsos positivos
(Sakata et al., 2018).

Dado que tanto TDH como TRH son exotoxinas, cuando un alimento que contiene cepas pato-
genas de V. parahaemolyticus se siembra en un caldo de cultivo, son liberadas al medio. Asi pues,
su presencia en medios de cultivo sirve como marcador especifico de la presencia de las cepas
viables patdgenas de este microorganismo (Honda e lida, 1993). Esto ha permitido desarrollar méto-
dos inmunoldgicos, tales como ELISA. No obstante, este tipo de métodos son relativamente lentos
y complicados de realizar.

También se han disefiado métodos inmunocromatograficos, mas rapidos y sencillos, que per-
miten detectar individual y simultdneamente TDH y TRH (Kawatsu et al., 2006) (Sakata et al., 2018).
Estos métodos permiten la deteccion de los productos de la pesca contaminados con cepas ente-
ropatogenas de V. parahaemolyticus en un tiempo de 8,5 horas, incluyendo el tiempo de crecimiento
en el medio de cultivo.

Recientemente se ha actualizado la norma IS0 21872, incluyendo las técnicas para la deteccion
de especies potencialmente patogenas de Vibrio spp. y, entre ellas, V. parahaemolyticusy V. vulni-
ficus. Este método consiste en un doble enriquecimiento previo de la muestra en agua de peptona



salina alcalina, cribado opcional de las muestras mediante PCR, siembra en el medio sdlido (agar
de tiosulfato, citrato, bilis y sacarosa; TCBS) y un segundo medio de aislamiento a eleccion del
laboratorio, y confirmacion por pruebas bioquimicas y/o mediante la deteccion de los genes de la
hemolisina termoestable directa, tdh, y hemolisina relacionada con TDH, trh (V. parahaemolyticus) y
hemolisina vvha (V. vulnificus) (Hill et al., 1991) (Campbell y Wright, 2003) (UNE-EN IS0, 2018).

2.2.2.5 Pasos futuros

La presencia de V. parahaemolyticusy V. vulnificus en las aguas costeras espafiolas, tanto mediterra-
neas como cantabricas, y suimplicacion en infecciones humanas ya ha sido constatada y es previsi-
ble un aumento de su incidencia como consecuencia de los fendmenos asociados al calentamiento
global (Baker-Austin et al., 2010). El Centro Europeo para la Prevencion y Control de Enfermedades
(ECDC) también considera que el cambio climético puede tener repercusiones en la proliferacion de
V. parahaemolyticusy V. vulnificusy el desarrollo de infecciones por el uso recreativo de las aguas
(https://ecdc.europa.eu/en/climate-change/climate-change-europe/water-borne-diseases), aunque
de momento, de acuerdo con los programas de trabajo del laboratorio de referencia europeo (https://
eurlcefas.org/), no hay una monitorizacion rutinaria de V. vulnificus en moluscos bivalvos.

Existe una técnica analitica normalizada disponible para monitorizar la presencia de V. vulnificus
en aguas costeras y en moluscos hivalvos, aunque es necesario tener presente que la mera pre-
sencia de V. vulnificus no indica que se trate de cepas del tipo clinico, por lo que parece necesario
profundizar en las metodologias disponibles para diferenciar entre los tipos ambientales y clinicos.
En este sentido, hay descritas técnicas basadas en la deteccion de las variantes del gen relaciona-
do con la virulencia (virulence-correlated gene) vegCy vcgE relacionadas con los tipos clinicos y
ambientales respectivamente (Warner y Oliver, 2008) y que ha sido utilizado con éxito para diferen-
ciar entre los dos tipos de cepas en muestras de ostras portadoras de cepas de V. vulnificus que
presentaban una gran diversidad genética (Guerrero et al., 2015).

2.2.3 Tipos patdgenos de E. colino STEC de transmision alimentaria

2.2.3.1 Introduccion

Aunque Escherichia coli es un microorganismo habitual en el tracto gastrointestinal de los hu-
manos, hay algunos tipos que han adquirido atributos de virulencia y son capaces de producir
enfermedades no solo de tipo entérico, sino también extraintestinales (EXPEC), principalmente in-
fecciones del tracto urogenital (Kaper et al., 2004). Actualmente se reconocen seis categorias de E.
coli diarreagénicos: enterotoxigénicos (ETEC), enteropatogénicos (EPEC), enteroinvasivos (EIEC),
enteroagregativos (EAEC), de adherencia difusa (DAEC) y productores de toxina Shiga (STEC),
que incluye el tipo enterohemorréagicos (EHEC) (Nataro y Kaper, 1998) (Kaper et al., 2004) (Tozzoli y
Scheutz, 2014):

e STEC se caracterizan por la produccion de toxinas Shiga (Stx); también se conocen como VTEC
(verotoxigénicos, producen citotoxinas Vtx, que afectan a células de la linea Vero). Las cepas
EHEC, ademas de producir estas toxinas, son portadoras del gen eae que produce una intimina
implicada en las lesiones de “attaching and effacing” en las células infectadas.
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» Las cepas EPEC presentan el gen eae, pero no producen toxinas Stx. Se dividen en dos gru-
pos, cepas tipicas y atipicas, basadndose en la presencia de un plasmido de adherencia, que
incluye los genes de “pili” implicados en la unién a células intestinales. Las cepas tipicas son
portadoras del plasmido y son de origen humano, mientras que las cepas atipicas, carentes del
plasmido, se han aislado también de animales de abasto (Hernandes et al., 2009).

¢ La categoria ETEC engloba a cepas productoras de toxinas termolabiles (LT) y termoestables
(ST) y se asocian con la diarrea del viajero. Aunque coloniza el intestino de animales y de
humanos, hay diferencias entre los factores de virulencia que producen, indicando una cierta
especificidad de huésped.

e EAEC se caracteriza por la produccién de fimbrias de adherencia que dan lugar a una agre-
gacion ordenada de bacterias en la superficie de las células. También producen una toxina
enteroagregativa codificada en un plasmido.

e Las cepas enteroinvasivas (EIEC) portan un plasmido de virulencia que codifica unos antigenos
de invasion. Presentan muchas similitudes con Shigella spp. No se le conoce un reservorio
animal, por lo que se supone que la transmision es a partir de humanos infectados.

¢ Finalmente, DAEC es un grupo heterogéneo de cepas que se adhieren a células de la linea
HEp-2 siguiendo un patrén difuso.

De todos estos grupos, son especialmente relevantes para la salud algunas cepas del tipo STEC y
un patotipo particular de EAEC (del serotipo 0104:H4), implicado en el brote del afio 2011 (EFSA 2013,
2015). También es importante tener presente que cepas de un determinado serogrupo o serotipo
pueden pertenecer a mas de un patotipo, por ejemplo, los serogrupos 05y 026 comprenden cepas
EPEC y STEC y las cepas de 0104:H4 causantes del brote del afio 2011 tenian caracteristicas de
EAEC y STEC (EFSA, 2013, 2015) (Alvarez-Suérez et al., 2016).

El hospedador principal de las cepas diarreagénicas son los humanos, aunque algunos clones
de EHEC, EPEC y ETEC pueden estar presentes en animales y causar enfermedad en ellos (Kaper
et al., 2004).

2.2.3.2 ldentificacion del peligro

No es facil encontrar datos sobre brotes y casos de enfermedad humana causada por E. coli. Mu-
chas veces la enfermedad se resuelve de forma espontanea y no presenta gravedad, por lo que no
se llegan a realizar analisis microbioldgicos de muestras clinicas ni de alimentos (Nataro y Kaper,
1998). La identificacion de los distintos tipos patdgenos se basa en la presencia de determinados
factores de virulencia, por lo que el proceso de caracterizacion implica normalmente el aislamiento
e identificacion de E. coli'y el posterior anélisis de los factores de virulencia caracteristicos (Feng
et al., 2017). Desde la aparicion de STEC, concretamente del serotipo 0157:H7, se han desarrollado
métodos de cultivo especificos y se ha mejorado la deteccién en muestras clinicas y de alimentos;
ademas la gravedad de los sindromes causados por EHEC, hace que se requiera atencion médica
y por tanto aumente el aislamiento e identificacion de cepas de este tipo, permitiendo ampliar los
estudios epidemioldgicos.



Otros tipos patdgenos de E. colino se reportan, pasan desapercibidos o se agrupan en los infor-
mes como otros agentes etioldgicos. Asi, por ejemplo, en el informe anual de la UE aparecen como
“Otros agentes bacterianos” (EFSA, 2017) y los datos disponibles en la pagina web de EFSA mues-
tran en el listado de agentes causales de brotes “Escherichia coli” y “Escherichia coli pathogenic”
sin especificar a qué se refiere cada uno de ellos (http://www.efsa.europa.eu/en/data/biological-
hazards-data), un informe elaborado en Inglaterra y Gales diferencia VTEC 0157, VTEC no-0157 y
“otros E. coli” (Adak et al., 2002), en Estados Unidos diferencian entre “E. coli, ETEC”, “E. coli, 0157
STEC”, “E. coli,non-0157 STEC" y “E. coli, other” (Painter et al., 2013). Finalmente en el informe que
aparece en el Boletin Epidemiolégico Nacional sobre los brotes de enfermedades de transmision
alimentaria entre 2008 y 2011 diferencia entre “E. coli verotoxigénico 0157” y “E. coli patogénico”
(Espinosa et al., 2014).

El informe de los datos de brotes de enfermedad en Espafia entre los afios 2008-2011 contempla
13 brotes por E. coli patogénico, con un total de 413 casos, pero no diferencia entre tipos de E. coli
ni los atribuye a ningtn alimento determinado (Espinosa et al., 2014). Los datos que aparecen en el
informe de brotes de la UE en 2016, indican tres brotes por patotipos de E. coli, uno por EIEC en Rei-
no Unido, uno por EPEC en Eslovaquia y otro por ETEC en Polonia; de ellos, el brote por EIEC fue el
mas numeroso y parece que esta relacionado con un clon emergente que ha causado varios brotes
y casos esporadicos en Europa (incluida Espafia) y pertenece al serotipo 096:H19 (Michelacci et
al., 2016) (EFSA, 2017). Uno de los brotes mejor estudiados atribuido a EIEC ocurrid en Italia en 2012,
afectando a mas de 50 empleados de la brigada contraincendios de Milan y, mediante un estudio
retrospectivo de casos y controles, se relaciond con el consumo de vegetales cocidos (hojas de
remolacha, judias verdes), aunque también se contemplaba la posibilidad de transmision persona-
persona o a través de ambientes contaminados (servicios), identificando como fuente probable de
contaminacion a un manipulador asintomatico, portador de EIEC del mismo serotipo (096:H19) que
el identificado en algunos pacientes (Escher et al., 2014).

Las cepas atipicas de E. coli enteropatogénico (aEPEC) parecen ser un importante agente etiolo-
gico de diarrea adquirida en la comunidad en la UE, como demuestra un reciente estudio multicentro
que analizd muestras procedentes de 10 paises de la UE, y en el que EPEC fue el microorganismo mas
detectado (Spina et al., 2015). En Espafia también se obtuvieron datos similares en un estudio reali-
zado en Lugo sobre méas de 2 000 muestras de pacientes que presentaban diarrea u otros trastornos
gastrointestinales, se detecto la presencia de aEPEC en el 5,2 % de las muestras, siendo la segunda
bacteria patdgena tras Salmonella (Blanco et al., 2006), al igual que en Noruega, donde se realizé un
estudio similar, en este caso sobre nifios menores de 2 afios, detectando aEPEC en el 10 % de las
muestras, lo que indica una elevada prevalencia de este patotipo (Afset et al., 2003). Aunque se han
reportado varios brotes de enfermedad producidos por EPEC, no se han podido confirmar los alimen-
tos implicados en los mismos; en este sentido es importante tener presente que la transmision puede
ocurrir a partir de portadores humanos, pero hay numerosos trabajos que resefian el aislamiento de
cepas aEPEC, pertenecientes a serotipos implicados en enfermedad en humanos, de animales de
abasto, lo que sugiere que estos animales pueden actuar como reservorio de cepas patégenas que
pueden transmitirse a los humanos (Trabulsi et al., 2002) (Hernandes et al., 2009).
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E. coli enterotoxigénico (ETEC) es otro patotipo implicado en la produccion de enfermedades
gastrointestinales, principalmente, diarrea acuosa relacionada con viajes al extranjero, aunque no
Gnicamente causa esta enfermedad (Nataro y Kaper, 1998) (Kaper et al., 2004). Algunos estudios
realizados en Europa indican una prevalencia importante en pacientes con diarrea, sobre todo en
co-infecciones con otros tipos patégenos de E. colio con otros agentes, como NoV (Ethelberg et al.,
2010) (Spina et al., 2015). Se han reportado varios brotes de enfermedad atribuibles a ETEC, algunos
afectando a centenares de personas, y, aunque no se pudo confirmar el alimento implicado, los
productos vegetales, como cebolletas, albahaca y lechuga, eran los més citados como alimentos
consumidos por los afectados (Pakalniskiene et al., 2009) (Ethelberg et al., 2010) (MacDonald et al.,
2015).

EAEC es otro patotipo de E. colide creciente importancia, sobre todo a raiz del brote que comen-
z6 en Alemania en el afio 2011, asociado con brotes de fenogreco; este brote fue causado por una
cepa de EAEC, pero que también era portadora de un profago que codificaba la toxina Stx2 (EFSA,
2015). Aunque se consideraba un agente causante de diarrea persistente en nifios, actualmente se
reconoce su importancia en el desarrollo de diarreas agudas en adultos (Okeke y Nataro, 2001). Se
han descrito varios brotes de enfermedad gastrointestinal causada por EAEC en Europa (ademas
del brote ya mencionado del afio 2011), pero la asociacion con los alimentos no se ha podido con-
firmar; se considera que los productos vegetales son importantes vehiculos, bien contaminados en
origen o por manipuladores, y también se ha descrito un brote en Italia en el que se sospechaba de
queso de oveja elaborado con leche cruda como posible fuente del microorganismo (Scavia et al.,
2009) (Dallman et al., 2014) (EFSA, 2015). Al igual que ocurre con ETEC, es un patotipo que aparece
frecuentemente relacionado con co-infecciones con otros agentes (Spina et al., 2015).

2.2.3.3 Deteccion y vigilancia

En la UE no esté establecida la vigilancia de patotipos de E. coli en alimentos, con la excepcion de
E. coliproductora de toxinas Shiga (STEC) perteneciente a los serotipos 0157, 026, 0111, 0103, 0145
y 0104:H4 y Gnicamente en brotes (UE, 2005). Asimismo, hay una escasez de datos sobre microor-
ganismos presentes en casos de enfermedad diarreica, ya que la mayor parte de las infecciones
se resuelven de forma espontanea, sin requerir asistencia médica e incluso aunque se requiera
esta asistencia, los microorganismos causantes no siempre son detectados, por falta de protocolos
estandarizados para su analisis (Nataro y Kaper, 1998) (EFSA, 2015) (Spina et al., 2015).

La identificacion fenotipica es dificil de abordar, ya que hay pocas pruebas bioquimicas especifi-
cas que permitan la diferenciacion de patotipos, la mas caracteristica es la ausencia de movilidad
y la incapacidad de fermentar lactosa de EIEC, los serotipos, con algunas excepciones, no estan
totalmente relacionados con tipos virulentos especificos y los ensayos empleando lineas celulares
son complejos de realizar y no estan al alcance de todos los laboratorios (Nataro y Kaper, 1998).

En la bibliografia se pueden encontrar diversos protocolos para la deteccion de los patotipos de
E. coli, basados principalmente en la deteccion molecular de genes caracteristicos de los mismos
empleando sistemas de amplificacion mdltiple o “arrays” (Bekal et al., 2003) (Anjum et al., 2007)
(Spina et al., 2015). El Laboratorio Europeo de Referencia para VTEC (http://old.iss.it/vtec/) también



dispone de protocolos para la deteccion de algunos patotipos en muestras de alimentos, basados
en la amplificacién mediante “Real Time-PCR" de genes caracteristicos de los mismos, previo en-
riquecimiento de las muestras en agua de peptona tamponada. La deteccion de EAEC se basa en
la amplificacion de los genes aggR (regulador transcripcional localizado en un plasmido) y aaiC, de
localizacion cromosomica y que forma parte de un sistema de secrecion de tipo VI; EIEC se detecta
por la amplificacion del gen plasmidico ipaH y ETEC mediante la amplificacién de los genes que
codifican las toxinas LT y ST (http://old.iss.it/vtec/). Aunque el Laboratorio Europeo de Referencia
no ofrece ningln protocolo especifico para la deteccion de EPEC, las cepas que sean portadoras
del gen eaey no amplifiquen los genes de las toxinas Stx entrarian dentro de la definicion de este
patotipo, por lo que se podria utilizar el protocolo disponible para STEC.

Teniendo en cuenta que varios de estos patotipos son de origen humano y por tanto transmisibles
via feco-oral, seria posible su presencia en practicamente cualquier tipo de alimento susceptible
de contaminacion fecal o por manipulacion incorrecta; sin embargo un gran nimero de casos de
enfermedad se han visto relacionados con productos vegetales, sobre todo los denominados “ve-
getales de hoja” (leafy vegetables), que incluyen lechugas, espinacas, riicula y, en general, diversos
vegetales mezclados, y cuya implicacion en la transmision de agentes patégenos se ha incremen-
tado considerablemente en los Gltimos afios en los paises de nuestro entorno (Callejon et al., 2015)
(Yang et al., 2017), por lo que se podria considerar que la categoria de frutas y hortalizas troceadas
listas para el consumo seria la mé&s adecuada para elaborar un plan de vigilancia de patotipos de E.
coli en alimentos. Algunos estudios realizados sobre muestras de ensaladas listas para el consumo
revelan la presencia regular de ciertos patotipos de E. coli; asi, un trabajo realizado en México sobre
130 muestras de ensaladas adquiridas en restaurantes observo la presencia de E. colien 85 % de
las muestras y de estas el 7 % eran positivas para algunos patotipos de E. coli: ETEC, EIEC y también
STEC no 0157 (Castro-Rosas et al., 2012) y otro estudio similar, en este caso sobre muestras de en-
saladas con vegetales cocidos, mostraba un porcentaje de contaminacion con E. colidel 72,3 % y
un 4,1 % de muestras portadoras de los patotipos STEC, EPEC y ETEC (Bautista-De Ledn et al., 2013).

2.2.3.4 Pasos futuros
Las enfermedades gastrointestinales producidas por los diversos patotipos de E. coliya represen-
tan un problema importante de salud y, a medida que los métodos de diagnostico se estandariceny
se apliquen de forma rutinaria, es previsible que se incrementen. La transmision de estos patotipos
ocurre frecuentemente por la via fecal-oral, y su presencia en aguas utilizadas para la produccion
de vegetales puede incrementar su incidencia en alimentos de origen vegetal, como sugiere la
tendencia creciente observada en los ultimos afios (Callejon et al., 2015). Los estudios consultados
muestran la presencia regular de patotipos de E. coli en muestras de ensaladas y otros productos
vegetales listos para el consumo; la normativa Europea ya contempla la vigilancia de E. coli como
indicador de contaminacion fecal en esta categoria de alimentos, lo que podria servir de base para
la monitorizacion de cepas patdgenas.

Los patotipos de E. coli que mayor interés presentan para estudios prospectivos ya se han men-
cionado en este documento; asimismo es importante tener presente nuevas especies o patotipos
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que se vayan definiendo. En este sentido, la especie Escherichia albertiies un patégeno emergente,
portador del gen eae, implicado en las lesiones de “attaching and effacing” producidas por EPEC
y EHEC, que se ha relacionado con brotes de enfermedad de transmision alimentaria y que se ha
aislado de algunos alimentos, como canales de pollo, aunque todavia no se han definido métodos
normalizados de diagndstico de este microorganismo (Nimri, 2013) (Lindsey et al., 2015).

Un Gltimo aspecto de interés futuro relacionado con E. coli es la creciente preocupacion por la
presencia de cepas portadoras de genes de resistencia a antimicrobianos en la cadena alimen-
taria, como las productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE). Aunque su presencia
se ha estudiado principalmente en alimentos de origen animal, también se han detectado cepas
resistentes, algunas de ellas con caracteristicas patogénicas, en productos vegetales, que pueden
ser por tanto un vehiculo de transmision de bacterias portadoras de genes de resistencia (van Hoek
et al., 2015) (Skockové et al., 2015).

2.2.4 Clostridium difficile en carne fresca

C. difficile es un microorganismo Gram positivo, esporulado y anaerobio que se encuentra habi-
tualmente en el tracto intestinal del hombre y otros animales, pudiendo causar un espectro de
enfermedades, denominado “infeccion por Clostridium difficile” (ICD) que va desde un cuadro leve
de diarrea hasta colitis pseudomembranosa y, en ocasiones, sepsis, y que suele estar asociado a la
administracion de antibiéticos (Gonzalez-Garcia et al., 2005) (Asensio y Monge, 2012).

2.2.4.1 ldentificacion del peligro
Clostridium difficile es una bacteria esporulada anaerobia que se describi¢ inicialmente como un
componente habitual de la microbiota intestinal de neonatos, aunque al mismo tiempo también se
observo su capacidad de producir toxinas de alta letalidad para ratones (Bartlett, 2008). A finales
de la década de 1970 se comprob6 su asociacion con el desarrollo de colitis pseudomembranosa
asociada al uso de antibiéticos, y actualmente se considera la primera causa de diarrea nosocomial
en paises desarrollados; forma parte de la microbiota fecal normal del 1-3 % de residentes en la
comunidad y en mas del 20 % de adultos hospitalizados, tanto sintomaticos como asintomaticos,
facilitdindose el contagio en los hospitales, al tratarse de un entorno contaminado por esporas, y
aumentado el riesgo en proporcion a la duracion de la hospitalizacion (Rodriguez-Pardo et al., 2013);
ademas, en los ltimos afios se esta detectando infecciones en pacientes sin contacto reciente con
el sistema de atencion sanitario (Gonzalez-Garcia et al., 2005) (Asensio y Monge, 2012). Reciente-
mente se ha propuesto su reclasificacién taxonémica, incluyéndolo es un nuevo género Clostridio-
des, aunque esto no supone ningn cambio en sus caracteristicas patdgenas (Lawson et al., 2016).
Se asume que la exposicion a C. difficile se debe a la ingestién de esporas, dada su capaci-
dad para sobrevivir en el ambiente y transmitirse de forma directa, por el contacto con portadores
sintométicos o asintomaticos, o indirecta por objetos contaminados (Asensio y Monge, 2012). Los
alimentos podrian ser una fuente potencial de exposicion, ya que se ha aislado de diversos tipos de
animales de abasto, principalmente cerdos, y también de alimentos de origen carnico, vegetales y
productos de la pesca (Alvarez-Pérez et al., 2013) (National Food Institute, 2016) (Rodriguez et al.,



2016) (EFSA, 2017) (Brown y Wilson, 2018) (Candel-Pérez et al., 2018), aunque no se ha documentado
ningln caso de enfermedad por transmisién alimentaria. La prevalencia media de C. difficile en car-
ne y derivados carnicos oscila entre el 0y el 15 %. En estudios llevados a cabo en Estados Unidos
y Canadé se obtuvieron valores de prevalencias entre el 20 y el 63 %, mientras que en Europa los
valores fueron mas bajos (0 a 6,3 %), sin quedar claro si se debia a diferencias estacionales, ya que
la deteccion era méas frecuente en las muestras tomadas en invierno, o a diferencias geograficas
(Rodriguez et al., 2016) (Crobach et al., 2018). En el caso de los productos de la pesca, en ltalia se
han reportado tasas de aislamiento del 53 % en moluscos bivalvos, aunque no todas las cepas
aisladas eran toxigénicas; en todos los casos correspondia a zonas de produccion con una elevada
contaminacion (Pasquale et al., 2012). En vegetales listos para el consumo también se ha detecta-
do C. difficile con una baja prevalencia (2,9 %) en Francia; su presencia en este tipo de alimentos
puede deberse a una contaminacion en origen u ocurrir durante el procesado (Eckert et al., 2013).

Parece que, al contrario de otras enfermedades de transmisién alimentaria causadas por espe-
cies del género Clostridium, como C. perfringens, no es necesario el crecimiento de C. difficile en
el alimento y la infeccion se produciria por la ingestion de esporas que germinarian en el tracto
gastrointestinal, estimuladas por la presencia de sales biliares (Warriner et al., 2017). El mecanismo
de produccion de la enfermedad comienza por la colonizacion intestinal, facilitada por la disrup-
cion de la microbiota por un tratamiento antibiético o por otros factores del paciente, como la edad
avanzada o el uso de inhibidores de la acidez géstrica (Freeman et al., 2010) (Asensio y Monge,
2012). Esta disfuncion de la microbiota intestinal permite la germinacion de las esporas, ya que im-
pide la conversion microbiana de los &cidos biliares primarios, activadores de la germinacion de C.
difficile, en acidos secundarios, capaces de inhibirla (Brown y Wilson, 2018) (Crobach et al., 2018).
Tras la colonizacion intestinal las células vegetativas producen dos toxinas: A (TcdA, enterotoxica)
y B (TcdB, citotoxica), que son responsables de la mayoria de los sintomas de la enfermedad, pro-
duciendo lesiones en la mucosa intestinal y acumulacion de fluidos. La mayor parte de las cepas
aisladas de casos clinicos producen las dos toxinas, aunque hay un porcentaje pequefio de cepas
clinicas que solamente producen la toxina B (Voth y Ballard, 2005) (National Food Institute, 2016)
(Brown y Wilson, 2018). Algunas cepas de C. difficile producen una toxina binaria, denominada CDT,
que estd relacionada con manifestaciones clinicas graves, pero cuyo papel en el desarrollo de la
enfermedad no esté dilucidado y no se sabe con certeza si contribuye realmente a la virulencia o
se trata de una molécula marcadora de cepas virulentas (National Food Institute, 2016) (Brown y
Wilson, 2018).

Se diferencian varios tipos de cepas, en funcion de su virulencia y caracteristicas moleculares.
El tipo principal es el ribotipo 027, que se ha visto involucrado en brotes en América del Norte y en
Europa y que est4 adquiriendo una importancia creciente; este ribotipo presenta una mutacion en
los genes reguladores de la produccion de toxinas que hace que produzca méas cantidad que otras
cepas. También el ribotipo 078 se considera de elevada virulencia y es muy prevalente en Europa,
ademas de infectar a pacientes mas jovenes y no siempre sometidos a tratamiento antibiotico (Fre-
eman et al., 2010) (National Food Institute, 2016) (Brown y Wilson, 2018). En Espafia hay pocos datos
sobre los ribotipos circulantes; en un estudio realizado en 2009 en Barcelona se tipificaron 147 ce-
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pas procedentes de 17 hospitales y observaron 48 ribotipos diferentes, siendo los mas comunes el
241 (26 %), el 126 (18 %) y el 078 (7 %), sin que se detectara ningin 027 (Rodriguez-Pardo et al., 2013).

2.2.4.2 Deteccion y vigilancia
Actualmente no existe ninglin protocolo estandarizado para la deteccion de C. difficile a partir de
muestras de alimentos. Tampoco el diagndstico clinico estd estandarizado, ya que las pruebas de
laboratorio de deteccion de C. difficile no diferencian entre colonizacion asintomética e infeccion
clinica y tienen que acumularse evidencias microbioldgicas y clinicas (diarrea, ileo paralitico o mega-
colon toxico) (Alcala-Hernandez et al., 2015). El diagndstico de laboratorio clinico se suele basarenla
deteccion antigénica de las toxinas A y/o B u otros antigenos de C. difficiley que estan disponibles de
forma comercial. También se han desarrollado métodos basados en la amplificacion de acidos nuclei-
cos, sobre todo del gen de la toxina B (tcdB). En cuanto a técnicas de cultivo, se utilizan medios selec-
tivos para el aislamiento a partir de muestras de heces, como agar CCFA (agar cicloserina, cefoxitina,
fructosa) o CCEY (agar cicloserina, cefoxitina y yema de huevo); también se pueden utilizar medios
no selectivos, enriquecidos con sangre y con taurocolato y lisozima, que facilitan la recuperacion al
aumentar la germinacion de las esporas (Sorg y Sonenshein, 2008). Sin embargo, el cultivo no permite
distinguir las cepas toxigénicas de las no toxigénicas, por lo que es necesario realizar pruebas adi-
cionales de deteccion de las toxinas, que enlentecen el diagnéstico (Alcala-Hernandez et al., 2015).
Los diferentes estudios que abordan la deteccion de C. difficile en alimentos utilizan diferentes
metodologias revisadas recientemente por Candel-Pérez et al. (2018), lo que hace dificil establecer
comparaciones entre ellos. Es frecuente el utilizar tratamientos térmicos o con alcohol para inac-
tivar células vegetativas contaminantes, asi como caldos de enriquecimiento suplementados con
agentes que estimulen la germinacion de las esporas; finalmente, el aislamiento en medios solidos
emplea normalmente agentes antibiéticos, como la cicloserina y la cefoxitina, junto con cultivo en
condiciones anaerobias (Alcala-Hernandez et al., 2015) (Candel-Pérez et al., 2018). Ante la ausencia
de un método estandarizado, algunos investigadores han propuesto un método de consenso para
utilizarlo en el analisis rutinario de carnes en Estados Unidos. Dicho método consiste en un enrique-
cimiento de 10 g de muestra en 90 ml de caldo BHI (en el caso de piezas enteras, como pechugas
de pollo o chuletas de cerdo se hace un enjuagado con agua de peptona tamponada que después
se utiliza para inocular el caldo BHI), que se incuba a 35-37 °C durante 3-5 dias; una alicuota de 1
ml se trata con 1 ml de etanol 95 % durante 1 hora, se centrifuga a 3 800 g/10 minutos, decantando
el sobrenadante y resuspendiendo el sedimento en el liquido restante y finalmente se inoculan
los medios agar sangre anaerobio (anaBAP) y CCFA con taurocolato (CCFA-ST) con una gota del
sedimento obtenido tras el tratamiento con alcohol, incubando en condiciones anaerobias a 35
°C durante 96 horas (Limbago et al., 2012). Este protocolo fue puesto a punto en tres laboratorios
diferentes sobre muestras de carne picada inoculada experimentalmente con una concentracion
aproximada de 100 esporas/g y después se empled para analizar 1755 muestras de carne, con
resultados negativos en todas ellas, aunque se detectaron otras especies del género Clostridium,
lo que parece indicar que C. difficile no es un contaminante habitual en la carne en Estados Unidos
(Limbago et al., 2012), aunque también puede ocurrir que el nimero de esporas presentes esté por



debajo del limite de deteccion (que no ha sido establecido en el método de Limbago et al. (2012)),
ya que otros estudios llevados a cabo en Estados Unidos sobre carne y productos carnicos indican
una prevalencia bastante elevada (de mas del 40 % en algunos casos) (Songer et al., 2009).

Precisamente la cuantificacion del nimero de esporas de C. difficile presentes en los alimentos
representa un problema adicional, ya que no existe ninguna recomendacion sobre el nimero de
esporas que seria aceptable en un alimento ni se han desarrollado métodos cuantitativos precisos.
Los escasos estudios que abordan la enumeracion de C. difficile en carne encuentran valores méxi-
mos de 20-33 esporas/g, aunque la relevancia clinica de estos resultados no se ha determinado vy,
en cualquier caso, hay que tener presente la elevada resistencia que presentan las esporas de C.
difficile a los tratamientos utilizados en la preparacion de los alimentos (Weese et al., 2009) (Knight
et al., 2016).

Desde el punto de vista epidemiolgico también es importante la tipificacion de los microorga-
nismos aislados. Para ello, hay disponibles diversas técnicas moleculares, siendo el ribotipado por
PCR el método mas extendido en Europa, mientras que la electroforesis en campo pulsado (PFGE)
tiene mayor implantacion en Estados Unidos. El uso de dos métodos diferentes de tipificacion mo-
lecular da lugar a distintas formas de referirse a las cepas, dificultando el intercambio de datos
interlaboratorio (Knetsch et al., 2013). Con el fin de solventar esta situacion, se ha propuesto un pro-
tocolo estandarizado, basado en ribotipado por PCR con resolucion mediante electroforesis capilar
(“CE-PCR ribotyping”), cuyo principal inconveniente para su adopcion universal es el equipamiento
necesario para el anélisis genético, aunque este tipo de equipos ya presentan un grado de implan-
tacion elevado en la mayoria de los centros de investigacion epidemioldgica (Fawley et al., 2015).

2.2.4.3 Pasos futuros

Pese a la disparidad de datos reflejados en la bibliografia, parece que la contaminacion de los
alimentos con esporas de C. difficile es bastante comun, aunque la concentracion de las mismas
sea baja (Songer et al., 2009) (Limbago et al., 2012). Asimismo, no hay datos sobre casos de enfer-
medad humana directamente relacionados con transmision por alimentos, aunque la presencia de
los mismos ribotipos en cepas aisladas de casos de enfermedad humana, alimentos y animales de
abasto sugiere que los alimentos pueden suponer una via potencial de infeccion (National Food
Institute, 2016) (Warriner et al., 2017). Seria importante definir la dosis infectiva de esporas que
pueden desencadenar la colonizacion, ya que no existe ninguna indicacion al respecto; en el caso
del botulismo infantil, infeccion provocada por la ingestion de esporas de C. botulinum, los estudios
con modelos animales indican que la ingestion de 170 esporas (entre 80 y 360) produce la infeccion
en el 50 % de los animales utilizados (Sugiyama et al., 1978). También habria que tener en cuenta
cuales son las poblaciones méas susceptibles ante la infeccidn, entre las que estarian las personas
mayores de 65 afios y los pacientes en tratamiento antibidtico, pero también hay otros factores de
riesgo, como el tratamiento con inhibidores de la acidez gastrica (inhibidores de la homba de proto-
nes), terapias inmunosupresoras o pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal; asimismo, se
ha observado un incremento en las tasas de infeccion en mujeres en el periodo alrededor del parto
(Asensio y Monge, 2012).
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El control de la presencia de C. difficile en los alimentos es dificil de abordar, dada la elevada re-
sistencia de las esporas a los tratamientos culinarios, por lo que las estrategias se tienen que basar
en reducir la contaminacion a lo largo de todas las etapas de produccion de alimentos. En este sen-
tido, se ha propuesto el uso de vacunas en animales para disminuir los animales portadores y limitar
el uso de antibidticos que puedan influir en la prevalencia de C. difficille en animales de abasto (Na-
tional Food Institute, 2016) (Warriner et al., 2017). También es de gran importancia la implantacion
de medidas de higiene correctas en los trabajadores sanitarios, asi como en los manipuladores de
alimentos, mediante el lavado frecuente de las manos con agua y jabon, en lugar de utilizar desin-
fectantes con alcohol, que son inefectivos frente a las esporas de C. difficile (Rodriguez-Palacios
et al., 2013) (National Food Institute, 2016). En |la preparacion de alimentos es importante realizar un
tratamiento térmico de al menos 85 ‘C durante 10-15 minutos, aunque hay que tener presente que
no es un tratamiento totalmente efectivo y los alimentos cocinados deber enfriarse y mantenerse a
temperatura de refrigeracion, igual que se recomienda para otros patdgenos similares (Rodriguez-
Palacios et al., 2013) (National Food Institute, 2016) (Candel-Pérez et al., 2018).

2.3 Parasitos

2.3.1 Protoozos: Toxoplasma

2.3.1.1 Caracteristicas generales e impacto

Toxoplasma gondii es el parasito protozoario de distribucién geografica mundial que causa toxo-
plasmosis, una infeccién zoondtica con importancia médica en pacientes inmunodeprimidos, muje-
res embarazadas y recién nacidos infectados congénitamente. El diagnostico rapido y preciso de la
enfermedad y, consecuentemente, el tratamiento adecuado y eficaz son esenciales.

Se estima que un 30 % de la poblacion mundial es seropositiva (Scallan et al., 2011) y que los
alimentos contribuyen entre el 42y 61 % de todos los casos, dependiendo de la zona geogréfica
(Belluco et al., 2017). La principal via de transmision para T. gondii es la oral, siendo la fuente de
infeccion mas importante la carne cruda o poco cocida, ademas de vegetales de IV gama. La leche
se considera una potencial fuente de infeccion, ya que el parasito infeccioso en su forma taquizoito
puede ser transmitido por fluidos animales. Cualquiera que sea la fuente alimenticia, los habitos de
consumo juegan un papel critico, ya que T. gondii se puede inactivar a través de la coccion, conge-
lacion y la salazdn, dependiendo de las caracteristicas del producto.

Los humanos, asi como practicamente todos los animales de sangre caliente, incluidos los ma-
miferos y las aves, pueden ser infectados por este paréasito intracelular. Aunque casi todos los
animales de sangre caliente pueden actuar como hospedadores intermediarios, el ciclo de vida del
parasito solo se completa en gatos y otros felinos (incluyendo el lince en Europa), Gnico huésped
definitivo capaz de facilitar la propagacion sexual del parasito. Los felinos pueden difundir millones
de ooquistes durante la infeccion primaria, causando una enorme contaminacion ambiental ya que
después de la esporulacion, los ooquistes son infecciosos para los hospedadores accidentales al
ingerir productos contaminados.

La infeccion primaria con T. gondii en individuos con el sistema inmunitario sano generalmente
aparece con sintomas leves como la gripe, mientras que en los pacientes con el sistema inmunitario



deprimido puede causar infecciones potencialmente mortales. El impacto de T. gondii en individuos
sanos no esta claro, pero sabe que el parasito puede enquistarse en los tejidos con potencial de
reactivacion durante periodos de inmunodepresién. Ademas, la transmision trans-placentaria de T.
gondii, cuando la infeccién primaria se adquiere durante el embarazo, puede causar serios proble-
mas como aborto, alumbramiento de mortinato o malformaciones fetales graves. Recientemente,
la toxoplasmosis se considera un factor de riesgo para trastornos neurolégicos y psiquiatricos. Por
ello, el diagnostico de toxoplasmosis es critico en cuatro grupos de individuos; pacientes inmuno-
deprimidos como infectados por VIH o pacientes trasplantados de érganos, mujeres embarazadas
que adquieren lainfeccion durante el embarazo, fetos y recién nacidos congénitamente infectados,
y aquellos con retinocoroiditis (Rostami et al., 2018).

Las manifestaciones clinicas de la infeccion por T. gondii son inespecificas; tradicionalmente el
diagnostico de la toxoplasmosis se ha basado en pruebas de laboratorio, en particular seroldgicas
y bioensayos. Pero la variabilidad en la sensibilidad y especificidad de estas pruebas, el tiempo
requerido y la imposibilidad para diferenciar entre las cepas de parasitos ha llevado al desarrollo
y empleo de nuevas técnicas seroldgicas, moleculares y de imagen para el diagnostico rapido y
preciso de la enfermedad. El analisis por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) fue el principal
método usado en el siglo pasado. Métodos basados en ELISA mejorados como quimioluminescen-
cia (CLIA), ensayo de fluorescencia ligado a enzimas (ELFA), ensayo inmunocromatografico (ICT),
ensayo de avidez por IgG plasmético y ensayos de aglutinacion del inmunoadsorbente (ISAGA) han
demostrado alta sensibilidad y especificidad. Estudios recientes empleando antigenos recombi-
nantes o quiméricos y el método de péptidos multiepitopo han demostrado resultados muy prome-
tedores en el desarrollo de nuevas estrategias capaces de discriminar infecciones recientemente
adquiridas de una infeccion cronica. La polimerizacion en cadena (PCR) en tiempo real y la amplifi-
cacion isotérmica lazo-mediada (LAMP) son dos métodos de PCR recientemente desarrollados con
alta sensibilidad y especificidad que podrian ser (tiles para el diagnéstico precoz de la infeccidn.
Las técnicas de imagen como tomografia computarizada (CT), imagen por resonancia magnética
(MRI), imagen nuclear y la ultrasonografia (US) son dtiles para el diagndstico de la toxoplasmosis
cerebral y ocular, aunque sus resultados independientemente no serian especificos (Rostami et al.,
2018).

Los métodos desarrollados recientemente con mayor sensibilidad para el diagndstico de la to-
xoplasmosis como son la serologia, técnicas moleculares y de imagen tienen sus ventajas y limita-
ciones pero su comhinacion puede lograr resultados precisos y efectivos. Para este propdsito, se
sugiere que ELISA de 1gG/IgM en combinacién con RT-PCR/LAMP en fluido amniético y ultrasono-
grafia prenatal para la deteccion de la infeccion aguda en mujeres embarazadas y también como
medida preventiva de transmision congénita. Deteccion seroldgica (por ELISA usando antigeno
lisado de Toxoplasma (TLA), antigenos recombinantes o quiméricos) es el patron perfecto en los
recién nacidos, aunque RT-PCR/LAMP en sangre del cordon o sangre entera puede ser (til para el
diagnastico definitivo. Ademas, la combinacion de ELISA (usando TLA, antigenos recombinantes
o0 quiméricos), RT-PCR/LAMP en fluido cerebroespinal (CSF) y deteccion por imagen por MRl o CT
podrian dar un diagnostico definitivo en pacientes inmunocomprometidos (Rostami et al., 2018).
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En Estados Unidos, T. gondiise incluye entre los 31 agentes patdgenos causantes de 9,4 millones
de episodios de enfermedad alimentaria, responsable de un 8 % de las principales causas de hos-
pitalizacion y 24 % de las muertes (Scallan et al., 2011).

La notificacion de los brotes en alimentos de la toxoplasmosis humana es obligatoria segin la
Directiva de zoonosis 2003/99/CE (UE, 2003) (traspuesta mediante el Real Decreto 1940/2004). Aun-
que la toxoplasmosis congénita se reporta al ECDC, los sistemas de vigilancia nacional de esta
infeccion difieren entre paises, y sdlo tres paises miembros (Republica Checa, Francia y Eslovaquia)
tienen una vigilancia activa de toxoplasmosis congénita cubriendo a toda la poblacion. En 18 paises
miembros e Islandia, es obligatorio implementar un sistema de vigilancia, el Reino Unido tiene un
sistema voluntario y Espafia tiene otro sistema no especificado. Por ello, no es posible hacer una
buena estimacion de la prevalencia de toxoplasmosis congénita en la UE.

Pese a que la toxoplasmosis congénita sigue siendo una enfermedad rara en la UE, en 2016 se
reportaron 47 casos en 19 paises miembros. Excluyendo los datos de Francia, el nimero de casos
reportados es comparable con el namero anual de casos (un promedio de 40 casos/afio) y tasa
de notificacién de 1,48 casos por 100 000 habitantes en 2012-2015. Francia reportd las tasas de
notificacion mas altas en 2012-2015, con un aumento significativo de 142,2 % de 12,7 a 30,8 casos
por 100 000 habitantes. En 2016, las tasas de notificacion méas altas fueron en Polonia, Eslovenia y
Eslovaquia con 5,42, 4,84 y 3,60 casos por 100 000 habitantes, respectivamente (EFSA, 2017).

2.3.1.2 Datos de prevalencia en alimentos

Recientemente, la OMS ha informado que la toxoplasmosis transmitida por los alimentos se ha
extendido por carne cruda o poco cocida y productos frescos, causando hasta el 20 % de la carga
total de enfermedades transmitidas por alimentos en la UE y afectando a mas de un millén personas
en Europa cada afo (OMS, 2015).

En una revision sistematica y meta-anélisis de estudios de casos controlados realizada por Be-
lluco et al. (2017), con limitaciones por el reducido nimero de casos, se indica el riesgo de infeccion
aguda de T. gondii de tres matrices alimenticias diferentes, consumo de carnes crudas o poco
cocidas (sin diferenciar la procedencia animal) Odds ratio (OR) 3,44 (1,11-9,16), consumo de carne
de vacuno cruda o poco cocida OR 2,22 (1,57-3,12), y el consumo de carne de oveja cruda o poco
cocida, OR 3,85 (1,85-8,00). Sin embargo, el consumo de cerdo crudo o poco cocido, los huevos
crudos y la leche no pasteurizada resultaron no ser factores de riesgo significativos.

Segun la informacion de los paises miembros de la UE en 2016, la mayoria de las especies gana-
deras estan infectadas por Toxoplasma. Sin embargo, no se pueden sacar conclusiones epidemio-
l6gicas para evaluar los riesgos para seres humanos por el reducido tamafio de las muestras. El
nimero total de muestras testadas de oveja y de cabra (muestras clinicas y de vigilancia/supervi-
sion) representa sélo una pequefia fraccion de la poblacion de ovejas (85,5 millones) y cabras (12,5
millones) en la UE, respectivamente (Eurostat, 2016).

La deteccion de anticuerpos especificos de Toxoplasma, asi como la deteccién del DNA del pa-
rasito, no implica un riesgo directo para los consumidores; de hecho no hay una correlacién directa
entre la presencia de anticuerpos y/o DNAy la infectividad del parasito. Ademas, como los quistes



tisulares no estan uniformemente distribuidos en los tejidos comestibles, un resultado negativo ob-
tenido por un método de deteccion directa en un animal seroldgicamente positivo, no puede excluir
la presencia de quistes infecciosos en otras porciones comestibles.

Los datos bibliogréaficos indican una alta incidencia de la toxoplasmosis por contacto parési-
to-animal (ovejas, cerdos, cabras, caballos, pequefios mamiferos incluyendo roedores, animales
domésticos y animales salvajes) sugiriendo que el control de este parasito es extremadamente
dificil y s6lo es posible en ganado criado bajo condiciones de estabulacion estrictas. Asi, estudios
recientes en cerdos muestran un descenso importante en las Gltimas décadas de la prevalencia
de Toxoplasma en cerdos comercializados; sin embargo, se espera un aumento en la prevalencia
debido al aumento de animales criados en régimen extensivo (Dubey, 2009) (Papini et al., 2017). La
alta incidencia de Toxoplasma en ovinos (21 %) y cabras (9 %) podria explicarse, en parte, por su
comportamiento alimentario. Las ovejas podrian ser mas susceptibles a Toxop/lasma en compara-
cion con el resto de ganado, aunque la alta positividad de anticuerpos especificos de Toxoplasma
utilizando pruebas indirectas parece ser resultado de la vacunacion.

Ciertos factores de riesgo se asocian con mayor riesgo de transmision de animales a humanos
como la presencia de gatos en granja y practicas de cria al aire libre y en granja (Opsteegh et al.,
2016).

Se dispone de informacion limitada sobre la contaminacion de hortalizas, frutas y agua potable
por ooquistes de Toxoplasma en la UE. En 2016, ningan pais miembro inform6 sobre investigaciones
en estas matrices.

Por altimo, las pruebas de deteccion directas e indirectas para Toxoplasma no proporcionan
evidencias para distinguir entre una infeccion por ingesta de carne infectada con quistes tisulares
y una ingesta de alimentos contaminados por ooquistes de gatos. Entender las vias de transmision
mejoraria la evaluacion de riesgo para este parasito alimentario y facilitaria la identificacion de las
medidas de control.

2.3.1.3 Metodologias disponibles

En la UE no existe reglamentacion sobre la vigilancia y monitorizacion de Toxoplasma en anima-
les, por lo que la informacion disponible viene determinada por la legislacion nacional de cada
pais miembro. Asi, la deteccion de Toxoplasma en animales varia segln el pais, en funcion de los
métodos de diagnostico utilizados, asi como de las diferentes matrices analizadas. También debe
tenerse en cuenta que tanto la edad de los animales como los sistemas de produccion a nivel de
granja influyen en la prevalencia de Toxoplasma.

Las principales especies animales testadas son los pequefios rumiantes (cabra y oveja), bovi-
nos, porcinos y animales de compaiiia (gatos y perros) utilizando muestras de abortos de animales
(rumiantes) asi como de investigaciones clinicas. En 2016, los métodos de diagndstico indirectos
(seroldgicos) utilizados para la deteccion de Toxoplasma en animales fueron test de aglutinacion
en latex (LAT), ELISA, inmunofluorescencia (IFA) y test de fijacion de complemento (CFT) mientras
que los métodos directos fueron histologia, inmunohistoquimica, PCRy PCR en tiempo real. Los pri-
meros se utilizan para la deteccion de anticuerpos especificos de Toxoplasma en suero o muestras
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de jugo de carne mientras que los segundos se aplican a 6rganos o a tejidos. Se detecté una mayor
prevalencia mediante pruebas diagnésticas indirectas (20 %) que directas (6,1 %). La prevalencia
fue mas alta en pequefios rumiantes (ovinos y caprinos; alrededor del 9 %) seguida de bovinos
(alrededor del 3 %) y cerdos (alrededor del 2 %).

La mayoria de los paises miembros usan métodos indirectos para detectar Toxoplasma. Opstee-
gh et al. (2016) realizaron una comparacion entre los métodos de deteccion directa e indirecta y
concluyeron que la deteccion basada métodos indirectos no se recomienda para detectar T. gondii
viable en bovinos y equinos, sino que en estas especies se recomiendan métodos de deteccion di-
recta. Para cerdos, aves de corral y pequefios rumiantes los métodos serol6gicos podrian ser (tiles
para la deteccion de animales/rebafios de alto riesgo, pero no como un indicador para la infeccion
en un animal individual. Ademaés, los métodos directos deben aplicarse sobre matrices tomadas
post mortem ya que se demostr6 que la carga del parasito en diferentes mdsculos esqueléticos en
ovejas y cerdos no varia mucho, encontrandose el parasito mayoritariamente en el cerebro, tejido
cardiaco y pulmonar.

Se debe tener en cuenta que los métodos directos son caros y pueden aplicarse en una pequefia
cantidad de tejido, y por lo tanto, utilizarse s6lo en un namero muy limitado de muestras que pueden
no ser representativas de la poblacién objetivo, dificultando la obtencién de datos epidemioldgicas
fiables. Ademas de los métodos de deteccion directos, es importante la identificacion de cepas ya
que su patogenicidad y virulencia para los humanos varia entre los genotipos y las cepas atipicas.

2.3.1.4 Pasos futuros

El consumo de carne de vacuno o de oveja cruda o poco cocida es una fuente importante de trans-
mision de T. gondii a los seres humanos como muestran los estudios epidemioldgicos. Es importante
tener en cuenta este riesgo, especialmente en personas de riesgo, debido a los efectos severos de
la toxoplasmosis en circunstancias particulares. En general, es necesaria la coccién adecuada de la
carne de todas las especies y se debe tener precaucion en el consumo de carne poco cocida, debido
al efecto desconocido de los bradizoitos de T. gondii enquistados crénicamente (Belluco et al., 2017).

Un protocolo armonizado para la recoleccion de muestras y la deteccion de T. gondii mejoraria
los estudios sobre la prevalencia de las diferentes especies ganaderas de la UE.

Para obtener datos epidemiolégicos adecuados sobre la circulacion de este patégeno entre las
diferentes especies ganaderas en los paises miembros, debe estandarizarse un protocolo para la
recoleccion de muestras y deteccion del parasito. Ademds, cuando se establezca un esquema de
muestreo debe tenerse en cuenta importantes variables epidemiolégicas como son: especie, edad
del sector de produccion, condiciones de crianza (animales de caza de rango libre, cria al aire libre
o de interior), contacto con gatos o roedores si los animales son criados en interior, informacion
sobre recurso de agua y tipo de alimentacion, que pueden ser contaminados por heces de gato y
consecuentemente por ooquistes de Toxoplasma, si no son controlados o tratados adecuadamente.

Los estudios sobre factor de riesgo deben basarse en datos obtenidos por métodos directos en
lugar de métodos indirectos. Para controlar el riesgo de Toxoplasmay proponer estrategias de in-
tervencion en el ganado (por ejemplo, vacunacion), es importante recolectar y analizar informacion



obtenida de investigaciones epidemiol6gicas y encuestas que estandarizan la matriz de la muestra
(cerebro, corazon, pulmones), el método analitico (métodos directos preferentemente) y la pobla-
cion diana (especies y categorias de riesgo).

2.3.2 Protozoos: Cryptosporidium

2.3.2.1 Caracteristicas generales

Cryptosporidium es un género de parasitos protozoarios perteneciente al subphylum Apicomplexa.
Aunque la ubicacion del género Cryptosporidium ha sido controvertida, la clasificacion mas recien-
te lo considera como un grupo separado dentro de este taxon (Adl et al., 2012). Actualmente, el gé-
nero comprende 25 especies, muchas de las cuales son relativamente especificas de hospedador,
y aproximadamente el 50 % de las especies tienen alglin grado de potencial zoonético, lo que sig-
nifica que tienen el potencial de infectar a los humanos asi como a especies animales domésticas.

C. hominis, se asocia casi exclusivamente con infeccion en humanos, y la mayoria de las infec-
ciones en el hombre se deben a la infeccion con esta especie o con una especie menos especifica
de hospedador, C. parvum. Otras especies importantes como patdégenos humanos incluyen C. me-
leagridis, que se asocia principalmente con infecciones en pavos, pero también se ha identificado
con relativa frecuencia en nifios en América del Sur, y C. cuniculus, asociado con infecciones en
conejos, pero también agente etiolégico en un brote de criptosporidiosis transmitida por el agua.
Algunas especies de Cryptosporidium solo se han asociado con casos esporadicos de infeccion
humana (por ejemplo, C. ubiquitum, que se asocia mas habitualmente con infecciones en ovino y
cérvidos) o estan particularmente asociadas con infecciones en pacientes inmunocomprometidos
(por ejemplo, infecciones por C. suis, que es generalmente diagnosticado en infecciones en cerdos,
e infecciones por C. felis, més cominmente asociadas con infecciones en gatos).

El ciclo vital de Cryptosporidium es directo (sin hospedador intermedio) pero, no obstante, es bas-
tante complejo y contiene tanto un ciclo sexual como un ciclo asexual. La etapa de transmisién es el
ooquiste. Estos son la Gnica etapa exdgena y se excretan en las heces de los huéspedes infectados.
Son esféricos, alrededor de 3-5,5 pm de didmetro, y tienen una pared resistente de 50 nm de grosor
con tres o cuatro capas, con una capa interna de glicoproteina que parece proporcionar fuerza
y flexibilidad (Jenkins et al., 2010). Cada ooquiste contiene cuatro esporozoitos desnudos, que se
desarrollan y son totalmente infecciosos tras la excrecion (a diferencia de otros géneros de Api-
complexa como Eimeria spp., Cystoisospora spp. o Toxoplasma gondii, donde los esporozoitos estan
envueltos y requieren un periodo de desarrollo en el medio ambiente después de la excrecion). La
infeccion con Cryptosporidium se inicia cuando un hospedador susceptible ingiere un ooquiste
viable. Esto puede ser poringestion fecal-oral directa, o a través de un vehiculo como el agua o ali-
mentos contaminados. La dosis infectiva es, teéricamente, un solo ooquiste; sin embargo, no todas
las especies de Cryptosporidiumy no todas las cepas o subtipos de una especie son igualmente
infecciosas para los humanos. Asi, diferentes estudios han establecido dosis infectivas para C. ho-
minisy C. parvum en el rango de 10 a 100 ooquistes. Sin embargo, los anélisis de dosis-respuesta no
deben limitarse a las consideraciones del parasito ya que las variaciones del hospedador también
pueden tener relevancia (Teunis et al., 2002a, b).
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Cuando los ooquistes viables son ingeridos por un huésped susceptible, generalmente los espo-
rozoitos se liberan en el intestino delgado donde invaden las células epiteliales y se localizan epi-
celularmente y se desarrollan a la etapa de trofozoito. Los ciclos repetidos de reproduccion asexual
dan como resultado la produccién de grandes cantidades de merontes, que se dividen para formar
merozoitos, y cada merozoito maduro abandona el meronte para infectar a otra célula huésped, con
la consiguiente destruccion de la célula huésped inicial. Este ciclo asexual resulta en una enorme
multiplicacion de los parasitos. El ciclo sexual involucra el desarrollo de microgametos y macroga-
montes, con microgametos producidos a partir de los microgamontes que fertilizan el macrogamon-
te, y que finalmente resultan en la produccion de ooquistes. Los ooquistes se esporulan mientras
estan dentro del huésped y pueden escindirse dentro del mismo huésped, dando como resultado
la reinvasion de las células epiteliales y la continuacion de la infeccion. Alternativamente, los oo-
quistes se excretan en las heces y son inmediatamente infecciosos para el siguiente huésped.
Debido al ciclo asexual, que resulta en una gran multiplicacion del paréasito, miles de ooquistes se
excretan de un huésped infectado; mas de 1 x 10° ooquistes en adultos sanos e inmunocompetentes
(Chappell et al., 1996), o incluso mas de 10° ooquistes en pacientes con SIDA con criptosporidiosis
sintomética (Goodgame et al., 1993).

La criptosporidiosis es una enfermedad entérica. Los sintomas cominmente comienzan alrede-
dor de 1 semana después de la infeccidn, pero también se han descrito periodos de incubacion que
varian desde 1 dia a 2 semanas. Suele ser autolimitada en individuos inmunocompetentes, pero se
ha descrito una alta tasa de recaida (Hunter et al., 2004a). Los sintomas se caracterizan por diarrea
acuosa, a menudo voluminosa y a veces mucoide, pero rara vez sanguinolenta, dolor abdominal,
nauseas y vomitos. La diarrea generalmente es aguda, pero también puede ser persistente. Sin
embargo, en algunas personas, la infeccion puede ser en gran medida asintomatica. También se
han descrito otros sintomas extraintestinales (dolor en las articulaciones, dolor en los ojos, dolor
de cabeza) generalmente asociados con la infeccion por C. hominis (Hunter et al., 2004). Asimismo,
Cryptosporidium es uno de los cuatro principales agentes etioldgicos asociados con la diarrea in-
fantil grave en los paises en desarrollo (Kotloff et al., 2013). Los sintomas a menudo son mas graves
en pacientes inmunodeprimidos y la infeccién puede volverse cronica, debilitante y potencialmente
mortal, con altos volimenes de diarrea, posibilidad de propagacion de la infeccion mas alla del sitio
primario y pérdida de peso.

Los ooquistes de Cryptosporidium son extremadamente robustos. Pueden sobrevivir durante pe-
riodos prolongados en condiciones himedas y frias en las que generalmente se almacenan pro-
ductos frescos, y también pueden sobrevivir en condiciones mas adversas, como el contacto con
el cloro. Sin embargo, son susceptibles a la desecacion, el calentamiento y la congelacion-descon-
gelacion, asi como a algunos tipos de irradiacion, incluida la ultravioleta, y algunos tratamientos
quimicos. Esto significa que para los productos alimenticios destinados a la alimentacion con un
procesamiento minimo (sin coccion) para conservar sus cualidades sensoriales es preferible evitar
la contaminacion original. El medio méas eficaz para controlar dicha contaminacion en los produc-
tos frescos es la aplicacion de buenas practicas agricolas (BPAs) durante la produccion primaria,
Buenas Préacticas de Fabricacion (BPFs) durante el procesado y la Buena Practica Higiénica (BPH)



antes del consumo (Dawson, 2005). Las BPAs incluyen el uso de agua no fecal para el riego, la
aplicacion de fertilizantes y plaguicidas, asi como la prevencion de que los animales domésticos no
pasten o contaminen las areas horticolas y los animales silvestres no tengan acceso a estas areas
de cultivo. Los tratamientos previos de las aguas residuales antes del uso para el riego pueden
reducir la cantidad de patdgenos viables, incluidos los ooquistes de Cryptosporidium, que de lo
contrario podrian contaminar los productos frescos. Los tratamientos adecuados incluyen la irra-
diacion UV y el tratamiento con ozono (Kalisvaart, 2004) (Orta de Velasquez et al., 2006). También
se ha demostrado que la ultrafiltracién de membrana con un sistema de fibra hueca sumergida es
adecuada (Lonigro et al., 2006).

Durante el procesado de alimentos también se debe usar agua potable (Sutthikornchai et al.,
2005) y si el agua de lavado se reutiliza, los procedimientos de desinfeccion deben ser efectivos
para inactivar los ooquistes de Cryptosporidium. También se debe tener en cuenta que los proce-
dimientos de lavado en si mismos pueden ser ineficaces para eliminar los ooquites en productos
frescos. Si no se puede evitar la contaminacion y la eliminacion por lavado u otros procedimientos
es ineficiente, entonces se debe aplicar procedimientos de inactivacion para garantizar la seguri-
dad microbiolégica de los alimentos.

El desinfectante mas cominmente utilizado es tradicionalmente el cloro. La eficacia de la clo-
racién estandar para inactivar los ooquistes de Cryptosporidium en productos frescos depende de
una variedad de factores, incluido el tiempo de contacto. En particular, para algunos productos méas
delicados, como fruta blanda (por ejemplo, fresas y frambuesas), la forma de tratamiento puede
proporcionar un tiempo de contacto insuficiente para su inactivacion efectiva. Por otro lado, el
empleo de dicloroisocianurato de sodio (NaDCC) en la inactivacion de varios protozoos intestinales,
incluidos los ooquistes de Cryptosporidium en productos frescos vegetales y frutas crudas, puede
ser adecuado para uso a nivel de hogar y restaurante, asi como en la industria de catering (El
Zawawy et al., 2010). Otros desinfectantes que pueden ser apropiados para inactivar los ooquistes
de Cryptosporidium en productos frescos incluyen el dioxido de cloro gaseoso (Ortega et al., 2008),
y una combinacion de acido levulinico y dodecil sulfato de sodio (SDS) (Ortega et al., 2011). La in-
vestigacion de la Gltima técnica de desinfeccion se basoé en la reduccion de mas de 6 log de los pa-
tdgenos bacterianos (Salmonellay E. coli0157) en la lechuga (Zhao et al., 2009). Otras tecnologias
que pueden ser Utiles para usar en la industria de productos frescos para inactivar los ooquistes de
Cryptosporidium incluyen la irradiacion (UV, cobalto-60), el tratamiento con altas presiones hidros-
taticas y la ozonizacion. Cabe sefialar que el uso de tratamientos de inactivacién secuencial podria
optimizar los tratamientos existentes a través de efectos sinérgicos (Erickson y Ortega, 2006).

Cryptosporidium no sobrevive bien en bebidas carbonatadas (Friedman et al., 1997), y la pérdida
de viabilidad también se ha observado en la cerveza (incluida la sin alcohol), asociandose a un pH
bajo. Por otro lado, se ha demostrado que la pasteurizacion a alta temperatura-tiempo corto (HTST)
inactivo con éxito los ooquistes de Cryptosporidium (Harp et al., 1996). Asimismo, los ooquistes
viables en la leche no se inactivan por el proceso de fermentacion utilizado para la fabricacion de
yogur; sin embargo, el proceso de mezclay congelacion en la fabricacioén de helados provoca apa-
rentemente la pérdida completa de la viabilidad (Deng y Cliver, 1999). Ademas, se ha comprobado
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que diferentes métodos de inactivacion como presiones ultraelevadas (Slifko et al., 2000), pasteuri-
zacion HTST (Deng y Cliver, 2001), irradiacion UV (Hanes et al., 2002) y 4cidos organicos combinados
con peroxido de hidrégeno son efectivos en sidra (Kniel et al., 2003).

2.3.2.2 Distribucion y prevalencia

Cryptosporidium spp. tiene una distribucion global describiéndose infecciones humanas en mas de
100 paises (Fayer, 2008). Aunque las estimaciones de prevalencia varian entre paises, entre grupos
de edad y entre estudios, es evidente que los nifios en los paises en desarrollo son los méas afectados
(Shirley et al., 2012); se ha sugerido que la criptosporidiosis es responsable de alrededor del 20 % de
los casos de diarrea infantil en los paises en desarrollo (Mosier y Oberst, 2000), y en 2004, el vinculo
comun de la criptosporidiosis con la pobreza fomenté su inclusién en la “Iniciativa de enfermedades
desatendidas” de la OMS (Savioli et al., 2006). En Europa, el ratio de notificacién de criptosporidiosis
en humanos es de 3,1 casos por cada 100 000 habitantes (ECDC, 2018), pero existe una clara hetero-
geneidad en los resultados de prevalencia. Mientras que varios paises como Irlanda, Reino Unido, o
Suecia presentan una prevalencia superior a 5 casos por cada 100 000 habitantes, la mayoria del resto
de los paises que envian informacion al ECDC reportan menos de 90 casos, y varios paises ni siquiera
informan de esta infeccion (ECDC, 2018). Sin embargo, la tasa mas alta confirmada de casos también
se encuentra en el grupo de edad de 0 a 4 afios (12,6 casos por 100 000 habitantes) (ECDC, 2018).

2.3.2.3 Metodologias disponibles

El diagndstico de la criptosporidiosis por lo general se asocia al hallazgo de ooquistes (0, con menor
frecuencia, sus antigenos 0 ADN) en muestras fecales. Aunque la deteccion basada en anticuerpos
en suero, saliva o heces tamhién es posible para demostrar la exposicion a Cryptosporidium, solo
tiene un beneficio diagnoéstico adecuado si se demuestra la seroconversion, ya que de lo contrario
un resultado positivo puede indicar también una exposicion pasada.

En muestras fecales, se usan generalmente técnicas de concentracién con formol-éter (acetato
de etilo) o la flotacién (a menudo sacarosa o cloruro de sodio) antes de la microscopia. Como los 0o-
quistes son muy pequefos, se recomienda el uso de una técnica de tincion, particularmente el uso
de anticuerpos marcados con un fluorocromo y cribado con microscopia de fluorescencia (prueba
de inmunofluorescencia de anticuerpos, IFAT). EI IFAT se considera la técnica de referencia, aun-
que otras técnicas como la tincion de Ziehl-Neelsen (mZN) modificada o la auramina fendlica tam-
bién pueden emplearse. Sin embargo, algunos métodos de tincién de ooquistes no funcionan hien
en ooquistes que se han conservado en fijadores de alcohol polivinilico, y se ha descrito una falta
de sensibilidad y especificidad provocando una sobreestimacion de la prevalencia de la infeccion
cuando se ha empleado una tincion con mZN (Chang’a et al., 2011). Asimismo, existen técnicas
inmunolégicas, principalmente técnicas de ELISA, empleandose los tests inmunocromatograficos
como pruebas rapidas de una manera rutinaria. La principal desventaja de estos tests rapidos, ade-
mas de su relativamente alto coste, es tanto su baja sensibilidad como especificidad (Johnston et
al.,, 2003) (Robertson et al., 2006). Sin embargo, las pruebas son muy simples de usary proporcionan
resultados en minutos. Los métodos moleculares, y principalmente la deteccion especifica del ADN



del parésito en muestras de heces utilizando PCR a tiempo real es probable que se convierta en el
método de eleccion, especialmente si se emplea sistemas de PCR multiple que permita la deteccion
simultanea de diferentes patdgenos entéricos (Stensvold et al., 2011). Una revision reciente de los
métodos actuales para la deteccion e identificacion de ooquistes en muestras fecales ha sido rea-
lizada por Ahmed y Karanis (2018a).

La deteccion de la contaminacion del agua o alimentos por ooquistes de Cryptosporidium, se
basa en aislar e identificar los ooquistes, o su ADN. Sin embrago, la concentracion de ooquistes de
Cryptosporidium en una muestra fecal de un individuo infectado es considerablemente mayor y por
lo tanto la deteccién en alimentos o agua es mucho més dificil. Por esta razon, el diagndstico de
infeccion por Cryptosporidium mediante la identificacion de ooquistes en muestras fecales y la de-
teccion de contaminacién mediante la identificacion de ooquistes de Cryptosporidium en muestras
de alimentos no son del todo comparables.

La deteccion de ooquistes de Cryptosporidium en el agua potable implica la concentracion de
particulas que son aproximadamente del tamafio de ooquistes de Cryptosporidium (o mas grandes)
de una muestra de agua relativamente grande (minimo de 10 I) por filtracion (también se pueden
usar floculacién y sedimentacion, pero se usan con menos frecuencia, 0 se puede usar también
centrifugacion de flujo continuo), eluyendo estas particulas del filtro a un volumen méas pequefio
a menudo por centrifugacion, y luego aislando los ooquistes antes de la deteccion. La deteccion
de los ooquistes generalmente se realiza secando el concentrado final de alrededor de 50 ul en un
portaobjetos de microscopio y examinandolo con IFAT. El marcador fluorescente del anticuerpo
monoclonal utilizado suele ser el isotiocianato de fluoresceina (FITC) y, adicionalmente se emplea
usualmente la tincion de los ntcleos de los esporozoitos con 4,6 diamidino-2-fenilindol (DAPI) para
mejorar la deteccidn proporcionando marcadores visuales adicionales para la identificacion.

En principio, la aproximacion para analizar la contaminacion de alimentos con ooquistes de
Cryptosporidium es similar a la empleada para el agua. Sin embargo, no es posible filtrar un gran
volumen (la filtracion de liquidos coloidales, como la leche, tampoco es practica) y, en su lugar, se
debe utilizar algln tipo de procedimiento de elucidn. Esto significa que s6lo puede analizarse una
cantidad de producto relativamente mas pequefia. Asimismo, las variaciones en las caracteristicas
bioquimicas y fisicas de los diferentes alimentos hacen inviable una estrategia horizontal ya que un
método apropiado para un tipo de alimento puede resultar en eficiencias de recuperacion que son
suboptimas en otros. Ahmed y Karanis (2018b) resumen los diferentes métodos usados para la recu-
peracion de ooquistes de Crytosporidium a partir de cada matriz alimentaria, ademas de revisar las
ventajas e inconvenientes de los diferentes métodos para su recuperacion y los factores que afec-
tan a la eficiencia de la misma. La IFAT sigue siendo el método de eleccion para la deteccion y es
el método designado en la Norma IS0 18744:2016 para su andlisis de vegetales y bayas para Cryp-
tosporidium (1SQ, 2016). Es sorprendente que la IFAT (que es basicamente un sistema de deteccion
basado en microscopia) no haya sido sustituida por una técnica como la PCR en tiempo real o el
LAMP, particularmente cuando el equipo requerido para IFAT, un microscopio de fluorescencia, es
muy costoso, mientras que los equipos de PCR tienen precios cada vez mas competitivos y, ademas,
brinda la oportunidad de identificar simultdneamente distintas especies. Sin embargo, la presencia
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de distintos tipos de inhibidores de la PCR y la incapacidad de detectar parasitos no nucleados
hacen que estas técnicas no estén totalmente implantadas en los laboratorios de alimentos.

2.3.2.4 Pasos futuros

Cryptosporidium es un parasito reconocido como uno de los principales causantes de enfermedad
diarreica transmitida por el agua en los seres humanos en todo el mundo, con consecuencias a lar-
go plazo, como la desnutricidn, el retraso en el crecimiento y los déficits cognitivos en nifios peque-
fios en entornos con recursos limitados, y que causa infecciones oportunistas en huéspedes inmu-
nodeprimidos. A pesar de la carga mundial de la criptosporidiosis, las opciones de tratamiento se
limitan a la terapia de apoyo y a un solo medicamento, nitazoxanida, que inhibe la enzima piruvato
ferridoxin oxidorreductasa (PFOR) interrumpiendo el metabolismo del parasito, pero que tiene una
eficacia limitada en nifios desnutridos y es ineficaz en individuos inmunodeprimidos. La bisqueda
de nuevas estrategias farmacoldgicas estd enormemente dificultada por la notoria intratabilidad
del parasito y la limitacién de herramientas técnicas para su estudio. Aunque se han logrado avan-
ces significativos en el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de la criptosporidiosis,
algunos de los candidatos no eliminan el desprendimiento de ooquistes, reducen moderadamente
la gravedad o la duracion de la diarrea (o ambas), 0 no se ha evaluado su toxicidad ni se han eva-
luado en ensayos preclinicos. Hasta la fecha, ninguno de los medicamentos ha alcanzado la etapa
de ensayo clinico en humanos. No obstante, se podrian desarrollar nuevos analogos con mayor
eficacia y menor toxicidad para las células humanas (Bhalchandra et al., 2018).

Este parasito intestinal transmitido por agua y alimentos representa una amenaza para la salud
humana incluso en los paises industrializados. Las pruebas de diagnéstico presentan limitaciones
en cuanto a rendimiento, coste, tiempo, disponibilidad, etc. La eleccidon del método mas adecuado
y preciso para la deteccion de Cryptosporidium es una decision dificil. Existe una gran variedad
de métodos, desde sencillos a altamente complejos, para la deteccion e identificacion de Cryp-
tosporidium en heces, siendo los mas sensibles la inmunofluorescencia directa y el diagndstico
molecular (PCR, PCR en tiempo real, LAMP). Las heces son el material mas sencillo de procesary
la confirmacién visual de ooquistes en el examen microscopico despeja toda duda de infeccion, si
bien tiene un valor limitado para identificar especies de ooquistes y evaluar el estado del paciente.
Se recomienda la estandarizacion y validacion de procedimientos en los diferentes laboratorios.

Sin embargo, no hay métodos de deteccion estandar de los ooquistes de Cryptosporidium en los
alimentos y se requiere personal experto para asegurar tanto el control como la deteccién, por lo
que se deben utilizar métodos complementarios teniendo en cuenta sus limitaciones. La mayoria
de métodos disponibles, adaptados de los utilizados para aguas, incluyen la detecciéon conven-
cional o de estrategia molecular, estos Gltimos mucho mas sensibles, rapidos y faciles de realizar
que los microscopicos, y con posibilidad de diferenciar especies y genotipos. Se han mejorado
los métodos para ciertos alimentos “de alto riesgo” (especialmente ensaladas listas para comery
alimentos frescos preparados). El manual analitico bacterioldgico (BAM) de la FDA (Food and Drug
Administration) proporciona un protocolo disefiado para detectar los ooquistes de Cryptosporidium
en lavados de productos frescos y en muestras filtrables como zumos (Ahmed y Karanis, 2018b).



La naturaleza de las diferentes matrices alimentarias (tamafio, consistencia, forma y superfi-
cie) dificulta su procesado para la deteccion e identificacion de ooquistes ya que se requieren
muchos pasos previos (elucion, concentracion, purificacion y aislamiento). Por ello, la necesidad
de un meétodo estandar, fiable y validado, que se adapte a las diferentes matrices alimentarias
es esencial para asegurar la calidad de los anélisis y establecer la vigilancia de la seguridad
alimentaria.

Conclusiones del Comité Cientifico

Se ha llevado a cabo una revision de algunos peligros biolégicos para los que no existe una regu-
lacion especifica y que pueden suponer un riesgo emergente para la salud. La relacion de peligros
que se abordan en este informe no pretende ser exhaustiva, ya que no contempla todos los posi-
bles peligros bioldgicos novedosos y su enfoque es el de servir de punto de partida para la posible
realizacion de estudios prospectivos, razon por la cual se presta especial atencion a sefialar los
alimentos que pueden ser de especial importancia en la transmision de los peligros contemplados y
describir las metodologia disponibles para su deteccion en muestras alimentarias.

Al mismo tiempo se identifican lagunas en el conocimiento de dichos peligros que pueden ser
el punto de partida para promover actividades de investigacion encaminadas a mejorar el conoci-
miento de los mismos.

Finalmente se ha incluido informacién sobre las posibilidades de control de la transmision de los
microorganismos a través de la cadena alimentaria, que puede servir para mejorar el conocimiento
de los mismos entre los consumidores y otros sectores involucrados.
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A lo largo de la cadena alimentaria pueden estar presentes, incorporarse o producirse distintos
peligros de tipo quimico que podrian suponer un riesgo para el consumidor.

El Comité Cientifico ha realizado una revision de los peligros quimicos de mayor interés para la
seguridad alimentaria en Espafia que no cuentan con una regulacion especifica, identificAndolos y
sefialando aquellos alimentos o condiciones que, a priori, podrian implicar un mayor riesgo para el
consumidor, con el fin de realizar, eventualmente, estudios prospectivos.

En el informe se han contemplado los siguientes peligros quimicos y matrices: Cilindrospermop-
sina (toxina de cianobacterias) en agua de bebida (no envasada), Cloropropanoles y Glicidol en
alimentos infantiles, Furano y derivados en alimentos procesados en general y alimentos infantiles
en particular, Hidrocarburos de aceites minerales, Micotoxinas producidas por hongos del género
Claviceps en cereales y alimentos derivados, Toxinas de Alternaria en frutas, hortalizas, cereales y
tomate, Micotoxinas de Fusarium (Eniatinas, Nivalenol) en cereales y Alcaloides de la pirrolizidina
en alimentos infantiles, complementos alimenticios, miel, polen, té, infusiones y cereales.

De cada uno de ellos se describe su identificacion y caracterizacion, la evaluacion de la exposi-
cion, y se incluyen asi mismo recomendaciones y consideraciones futuras.

Por otro lado, la identificacion de nuevos peligros para los que puede producirse una exposi-
cion significativa, o la evaluacion del riesgo derivado de una exposicion o susceptibilidad nuevas
o incrementadas significativamente a un peligro conocido es importante, no solo a efectos de un
eventual control de estos peligros emergentes, sino también de promover la investigacion y mejorar
su conocimiento por parte de los consumidores y de la comunidad cientifica.
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Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (AESAN) on the prospection of chemical and biological ha-
zards of interest in food safety in Spain

| Abstract
Along the food chain different chemical hazards may be present, incorporated or produced that
could pose a risk to the consumer.

The Scientific Committee has reviewed the chemical hazards of most concern for food safety in
Spain that are not specifically regulated, identifying them and drawing attention to those foods or
conditions which, a priori, may involve a greater risk to consumers, with the purpose of eventually
carrying out prospective studies.

The following chemical hazards and matrices have been considered in the report: Cylinderper-
mopsin (cyanobacteria toxin) in drinking water (not bottled), Chloropropanols and Glycidol in baby
food, Furan and derivatives in processed foods in general, and particularly in baby food, Hydrocar-
bons of mineral oils, Mycotoxins produced by fungi of the Claviceps genus in cereals and derived
foods, Alternariatoxins in fruits, vegetables, cereals and tomatoes, Fusarium mycotoxins (Enniatins,
Nivalenol) in cereals and Pyrrolizidine alkaloids in baby food, food supplements, honey, pollen, tea,
infusions and cereals.

The identification, characterisation, and exposure assessment of each are described, and re-
commendations and future considerations are also included.

Furthermore, the identification of new hazards which may have a significant exposure, or the risk
assessment derived from a new or substantially increased exposure or susceptibility to a known ha-
zard is important in order to not only eventually control these emerging hazards, but to also promote
research and improve the knowledge of both consumers and the scientific community.

Cylinderpermopsin, Chloropropanol, Furan, Hydrocarbons of mineral oils, Claviceps, Alternaria and
Fusarium Mycotoxins, Pyrrolizidine alkaloids.
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1. Introduccion

A lo largo de la cadena alimentaria pueden estar presentes, incorporarse o producirse distintos
peligros de tipo quimico o bioldgico que pueden suponer un riesgo para el consumidor.

Los programas de control oficial tratan de garantizar la realizacién de controles de los peligros
de interés en seguridad alimentaria en funcion del riesgo pero sélo afectan a aquellos pardmetros
con limites maximos fijados en determinados alimentos.

Sin embargo, existen otros peligros de interés en seguridad alimentaria para los que no existe
una regulacién especifica, o existe pero sélo en determinados alimentos, que pueden ser objeto de
programas de prospeccion con el fin de obtener datos que, ademds de proteger al consumidor de
una exposicion puntual a un peligro, permitan realizar una evaluacién del riesgo.

Por otro lado, la identificacion de nuevos peligros para los que puede producirse una exposi-
cion significativa, o la evaluacion del riesgo derivado de una exposicion o susceptibilidad nuevas
o incrementadas significativamente a un peligro conocido es importante, no solo a efectos de un
eventual control de estos peligros emergentes, sino también de promover la investigacion y mejorar
su conocimiento por parte de los consumidores y de la comunidad cientifica.

Por ello, se ha solicitado a la Seccion de Seguridad Alimentaria y Nutricion del Comité Cientifico
de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) que realice una revision
de los peligros de mayor interés en seguridad alimentaria en Espafia que no cuenten con una re-
gulacion especifica, identificandolos y sefialando aquellos alimentos o condiciones que, a priori,
podrian implicar un mayor riesgo para el consumidor con el fin de realizar, eventualmente, estudios

prospectivos.

2. Peligros quimicos

Se han contemplado los siguientes peligros quimicos y matrices:

e Cilindrospermopsina (toxina de cianobacterias) en agua de bebida (no envasada).

¢ Cloropropanoles y Glicidol en alimentos infantiles.

e Furanoy derivados en alimentos procesados en general y alimentos infantiles en particular.

» Hidrocarburos de aceites minerales en todas las matrices.

¢ Micotoxinas producidas por hongos del género Claviceps en cereales y alimentos derivados.

* Toxinas de Alternaria en frutas, hortalizas, cereales y tomate.

¢ Micotoxinas de Fusarium (Eniatinas, Nivalenol) en cereales.

¢ Alcaloides de la pirrolizidina en alimentos infantiles, complementos alimenticios, miel, polen,
té, infusiones y cereales.

2.1 Cilindrospermopsina

2.1.1 Identificacion y caracterizacion del peligro

La cilindrospermopsina (CYN) es una toxina producida por distintas especies de cianobacterias,
entre ellas Cylindrospermopsis raciborskii, Aphanizomenon (actualmente Chrisosporum) ovalispo-
rum, Anabaena lapponica, Aphanizomenon flos-aquae o Raphidiopsis curvata (Buratti et al., 2017).
Se trata de un alcaloide triciclico derivado de la guanidina unido a un grupo hidroximetiluracilo



(Ohtani et al., 1992), con un peso molecular de 415 Daltons y una elevada solubilidad en agua (Figura
1). También se han identificado variantes estructurales como la 7-epi-CYN y la 7-deoxi-CYN (Norris
et al., 1999) (Banker et al., 2000).

Figura 1. Estructura quimica de la CYN

Con respecto a su toxicidad, el higado y el riidn son los principales 6rganos diana de su toxicidad
aguda, aunque también produce efectos en otros drganos (Terao et al., 1994) (Falconer et al., 1999)
(Seawright et al., 1999).

Presenta distintos mecanismos de accion toxica. Asi, la CYN es un potente inhibidor de la sin-
tesis de proteinas lo que conduce a citotoxicidad (Terao et al., 1994) (Froscio et al., 2003). Ademas,
también inhibe la sintesis de glutation (Runnegar et al., 1995), induce la produccion de especies
reactivas de oxigeno, estrés oxidativo y muerte celular por apoptosis (Buratti et al., 2017). Su toxifi-
cacion por accion del citocromo P450 parece que tiene un papel importante en su toxicidad (Norris
et al., 2002) y es considerada una sustancia pro-genotoxica (Zegura et al., 2011), no estando ain
clasificada por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC).

El principal accidente de toxicidad humana asociado con CYN tuvo lugar en Palm Island (Queens-
land, Australia) en 1979 donde mas de 100 nifios de familias aborigenes tuvieron que ser hospitali-
zados con sintomas de hepatoenteritis (Byth, 1980). El accidente tuvo lugar tras aplicar sulfato de
cobre para eliminar una floracion de C. raciborskii en el Gnico deposito de agua potable de la isla.
Una de las razones esgrimidas para explicar la escasez de episodios toxicos por floraciones de cia-
nobacterias en humanos es la dificultad para establecer una relacién causal cuando los sintomas
son subclinicos (Buratti et al., 2017).

En la literatura cientifica existen diversos estudios sobre la toxicidad de CYN principalmente in
vitro (Pichardo et al., 2017) pero también in vivo, en modelos experimentales de mamiferos (por
ejemplo, Terao et al. (1994), de Almeida et al. (2013)) y peces (por ejemplo, Gutiérrez-Praena et al.
(2012), Guzméan-Guillén et al. (2015)).

La dosis letal media (DL,)) de la CYN pura en raton por via intraperitoneal depende del tiempo
de observacion siendo 2,1 mg/kg p.c. tras 24 horas, y 0,2 mg/kg p.c. a las 120-144 horas (Ohtani et
al., 1992). Por via oral, la DL,; fue de 4,4-6,9 mg CYN equivalentes/kg p.c. tras 2-6 dias (Seawright
et al., 1999). Humpage y Falconer (2003) expusieron a ratones a un extracto de cianobacterias
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conteniendo CYN tanto a través del agua de bebida durante 10 semanas como por sonda gastrica
durante 11 semanas y establecieron como dato de nivel sin efecto adverso observado (NOAEL)
30 pg/kg p.c./dia, del que derivaron una ingesta diaria tolerable (IDT) de 0,03 pg/kg p.c./dia y un
valor guia en agua de 1 pg/l. No obstante, en la actualidad no existen limites legislados de CYN en
agua en Espafa.

2.1.2 Evaluacion de la exposicion

Se han detectado cianobacterias productoras de CYN en todos los continentes. En Europa, en-
tre otras, Chrysosporum ovalisporum en Espafia, Anabaena laponica en Finlandia, Aphanizomenon
flos-aque en Alemania, A. gracile en Alemania y Polonia, Anabaena planctonica en Portugal y Fran-
cia, etc. La variedad de productores indica que esa produccion no es especifica de especie y que
la lista de especies productoras puede seguir incompleta (Kokocinski et al., 2017). Aphanizomenon
gracile y A. flos-aquae son las especies productoras de CYN mas importantes en Europa (Cires y
Ballot, 2016).

En cuanto a los niveles de CYN, el dato mas alto del que se tiene constancia en el medio ambiente
es 173 pg/l en un lago arido de Arabia Saudi (Mohamed y Al-Shehri, 2013). Rzymski y Poniedziatek
(2014) recogen una tabla con niveles maximos de CYN en aguas superficiales en distintos paises,
por ejemplo 12,1 pg/l en Alemania, 126 pg/l en ltalia, 9,4 pg/l en Espafia (Quesada et al., 2006), etc.,
superiores al valor propuesto por Humpage y Falconer (2003) de 1 pg/l. No obstante, generalmente
se ha documentado la presencia de CYN en bajas concentraciones en el agua de bebida (Buratti
et al., 2017). Dada su presencia en agua, la CYN también puede estar presente en alimentos como
pescados, plantas y complementos alimenticios, aunque los datos al respecto son escasos (Buratti
etal., 2017).

La exposicion humana a CYN puede tener lugar principalmente por via dérmica a través del bafio
y actividades recreativas en agua contaminada, y por via oral al ingerir agua y alimentos contami-
nados o tragar agua durante actividades acuéticas.

Existen distintas técnicas analiticas que permiten detectar y/o cuantificar CYN en distintas matri-
ces (agua, alimentos), tales como el ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), la cromatogra-
fia liquida con detector de ultravioleta (LC-UV) o la cromatografia liquida asociada a espectrometria
de masas (LC-MS/MS), considerandose ésta como la de eleccion. Hay disponibles protocolos pu-
blicados para su identificacion y cuantificacion (Guzman-Guillén et al., 2012) (Triantis et al., 2017),
existiendo ademas estandares comerciales aunque no materiales de referencia certificados.

2.1.3 Consideraciones futuras

Se espera una mayor incidencia de floraciones de cianobacterias (productoras o no de cianotoxi-
nas) tanto en namero como en distribucion por distintos motivos, tales como su plasticidad genoti-
pica, el cambio climético y la eutrofizacion de las aguas. De hecho, CYN fue identificada en aguas
superficiales por primera vez en el afio 2000 en Alemania, en 2004 en Espafia e ltalia, en 2006 en
Francia, etc. (Rzymski y Poniedziatek, 2014) indicativo de la naturaleza emergente de este tipo de
peligro.



Actualmente la CYN no es un pardmetro a controlar segln el Real Decreto 140/2003, por el que
se establecen los criterios sanitarios de la calidad del agua de consumo humano (BOE, 2003), que si
incluye a otra cianotoxina, la microcistina con un valor de 1 pg/l (el mismo propuesto por Humpage y
Falconer (2003) para CYN). La determinacion de la misma solo es preceptiva realizarla cuando exis-
ta sospecha de eutrofizacion en el agua de la captacion, a la salida de la estacion de tratamiento de
agua potable o depésito de cabecera.

Recientemente, Testai et al. (2016) publicaron un informe cientifico externo para la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) en relacion al analisis de la presencia, exposicion y toxi-
cidad de las toxinas de cianobacterias en alimentos. Con respecto a la CYN se indica que son ne-
cesarios mas datos toxicoldgicos, principalmente en lo que concierne a su genotoxicidad, a partir
de los que se puedan derivar valores guia en salud. La bibliografia cientifica también establece la
necesidad de monitorizar de forma sistematica la presencia de CYN en los embalses.

2.2 Cloropropanoles y Glicidol
Los cloropropanoles integran un grupo de contaminantes quimicos derivados del glicerol que se
forman durante el procesado y elaboracion de determinados alimentos e ingredientes.
Estructuralmente los cloropropanoles estan formados por una cadena de tres dtomos de car-
bono, 4tomos de cloro y grupos alcohol. Los cloropropanoles que se encuentran habitualmente
en los alimentos se distinguen entre si por el nimero de 4tomos de cloro, de grupos hidroxilo y de
su posicion en la molécula: 3-monocloropropano-1,2-diol (3-MCPD), 2-monocloropropano-1,3-diol
(2-MCPD), 1,3-dicloropropanol (1,3-DCP), 2,3-dicloropropanol (2,3-DCP), y 3-cloropropan-1-ol. El
3-MCPD es el contaminante més com(n del grupo de los cloropropanoles en los alimentos, seguido
de 2-MCPD mientras que el compuesto 2,3-DCP se encuentra generalmente en los alimentos en
concentraciones mucho mas bajas que el 1,3-DCP y 3-cloropropan-1-ol.
Se conocen diferentes rutas de formacion en los alimentos:

a. Hidrolisis acida de proteinas vegetales (PVH-acido)

El 3-MCPD se detect6 por primera vez en proteina vegetal hidrolizada mediante hidroélisis acida
(PVH-acido) que es un ingrediente muy utilizado como acentuador del aroma en productos ali-
menticios procesados (VeliSek et al., 1978). En este proceso las proteinas (proteinas de maiz, trigo,
caseina, levadura y arroz) son sometidas a un proceso de hidroélisis con acido hidroclérico (a una
temperatura entre 70 y 135 °C), el cual reacciona también con triglicéridos, fosfolipidos y glicerol
presentes en la materia prima, dando lugar a la formacién de cloropropanoles. Igualmente se en-
cuentran en salsa de soja y condimentos afines, cuyo proceso de fabricacion incluye el tratamien-
to del grano de soja con &cido hidroclérico. En este mecanismo, se propone la formacion de un
epoxido (glicidol) como producto intermedio de reaccion.

b. Procesado térmico de los alimentos
Posteriormente los cloropropanoles se han detectado también en cantidades méas pequefias en
otros alimentos que no son sometidos a hidroélisis acida durante la fabricacién, como productos a
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base de cereales y de panaderia, carnes procesadas, pescado ahumado, cerveza y café (Crews
et al., 2002). Se ha demostrado que se puede formar 3-MCPD cuando se someten alimentos que
contienen lipidos y cloruro de sodio a una elevada temperatura, tales como los productos de pan
y bolleria (JECFA, 2006). También el cocinado/asado a la parrilla (tratamiento a alta temperatura)
puede dar lugar a alguna formacion de 3-MCPD en los alimentos. Hamlet et al. (2004a) proponen
la formacion de 3-MCPD cuando el glicerol reacciona con el cloruro sédico en presencia de otros
acidos, tales como acido citrico y acético, a temperatura elevada. Asimismo, se ha sugerido que
el uso de la sucralosa en productos horneados puede conducir a la formacion cloropropanoles
mediante la pirdlisis del edulcorante sintético sucralosa, un compuesto policlorado, en presencia
de glicerol (Rahn y Yaylayan, 2010). En alimentos procesados térmicamente, la formacion y estabi-
lidad del 3-MCPD depende del pH y temperatura a la que se expone el alimento, de hecho se ha
comprobado que aditivos como el bicarbonato de sodio pueden inhibir su formacioén o acelerar su
degradacion (IFST, 2011).

c. Migracion de materiales en contacto con los alimentos

Existe otra via de contaminacion alimentaria documentada por migracién de 3-MCPD de resinas
de poliamida-epiclorhidrina resistentes a la humedad presentes en cubiertas de papel y celulosa
de uso alimentario (Pace y Hartman, 2010). No obstante, el desarrollo y utilizacién de resinas con
niveles méas bajos de 3-MCPD hace suponer que la exposicién al 3-MCPD a partir de esta fuente
seguird disminuyendo.

d. Hidrolisis de ésteres de acidos grasos de 3-MCPD

Por otra parte, diversos estudios describen una nueva fuente de 3-MCPD a partir de los ésteres
del 3-MCPD (3-MCPDE) presentes en diversos productos alimenticios, puesto que de ellos se puede
liberar 3-MCPD in vivo por la reaccion de hidrélisis catalizada por la enzima lipasa. Estos estudios
sugieren que las exposiciones al 3-MCPD liberado de sus ésteres son significativamente superiores
alas observadas por el 3-MCPD en forma libre. Actualmente se acepta la hipdtesis de un equivalen-
te biodisponibilidad de 3-MCPD en forma libre y en forma de éster (EFSA, 2013).

Al igual que el 3-MCPD, sus ésteres se producen en los alimentos procesados a altas tempera-
turas, que tienen bajo contenido en agua, altos niveles de cloruro sddico y se almacenan durante
largos periodos (FAO, 2007). Hamlet et al. (2004b) encontraron este tipo de ésteres en cereales pro-
cesados y mostraron que podian ser generados como intermedios estables o como productos de
formacion a partir de mono y diacilgleroles. Asimismo, diversos estudios han puesto de manifiesto
la presencia de niveles significativos de ésteres de 3-MCPD en los aceites y grasas comestibles
refinados y productos elaborados con ellos (BfR, 2007) (FSA, 2009) (EFSA, 2016). Estos se forman
por reaccion de los acidos grasos libres presentes en los aceites y grasas con 2- y 3-MCPD. De-
pendiendo del 4cido graso se pueden formar 14 monoésteres y 49 diésteres diferentes de 3-MCPD.

Por otra parte, el glicidol es un compuesto organico formado por un anillo epoxido y un grupo
alcohol (2,3-Epoxy-1-propanol) considerado genotdxico y carcindgeno. Fue detectado por primera
vez en aceite de palmay en cantidades mas pequefias en otros aceites refinados (Weibhaary Pertz,



2010). Durante el proceso de refinado de los aceites, principalmente durante la fase de desodoriza-
cion, reacciona con los diglicéridos generando ésteres del acido graso glicidil (GE), los cuales se
hidrolizan en el tracto gastrointestinal en su precursor glicidol.

Los estudios para dilucidar el mecanismo de formacién de estos compuestos toxicos esterifica-
dos muestran que en alimentos procesados térmicamente con baja actividad de agua y que contie-
nen grasa, el 3-MCPD y sus ésteres se forman a partir de glicerol o/y acilgliceroles (triacilgliceroles
y diacilgliceroles) e iones cloruro, mientras que los GE se forman principalmente a partir de diacil-
gliceroles o monoacilgliceroles independientemente de la presencia de compuestos clorados. La
formacion de 3-MCPDE tiene lugar a temperaturas de 160-200 °C y el proceso de formacién no se
acelera a temperaturas méas elevadas, mientras que la formacion de GE se inicia a >200 °C, viéndo-
se incrementada de manera exponencial a una temperatura creciente cuando los diacilgliceroles
superan en un 3-4 % los lipidos totales.

La mayor parte de aceites no refinados no contienen niveles detectables de 3-MCPDE ni GE
sin embargo, tienen distintas capacidades para formar 3-MCPDE y GE durante la desodorizacion
del proceso de refinado. Entre los factores que contribuyen a esta variacién se incluyen el clima,
el terreno y las condiciones de cultivo de las plantas, su genotipo, las técnicas de recogida y las
condiciones de procesamiento, que afectan, todos ellos, a los niveles de precursores de 3-MCPDE
y GE (acilgliceroles y compuestos que contienen cloro). En general, los niveles de 3-MCPDE y GE en
alimentos elaborados con aceites refinados se corresponden con las concentraciones de 3-MCP-
DE y GE en los propios aceites. En la actualidad preocupa especialmente la presencia de estos
compuestos en formulas infantiles.

2.2.1 Caracterizacion toxicologica

La presencia de cloropropanoles en los alimentos es preocupante debido a sus propiedades
toxicoldgicas. En el momento actual no se dispone de suficiente informacion toxicoldgica sobre
los cloroésteres y GE en los alimentos para poder evaluar su importancia sobre la salud. Sin em-
bargo, los datos toxicocinéticos indican que los 3-MCPDE y GE se descomponen en sus formas no
esterificadas, por lo que las evaluaciones toxicolégicas llevadas a cabo se basan en el 3-MCPD y el
glicidol, compuestos para los que se dispone de datos toxicoldgicos (JECFA, 2016).

El 3-MCPD ha sido clasificado como posible agente carcindgeno (Grupo 2B) por la Agencia In-
ternacional para la Investigacion del Cancer (IARC, 2012), al provocar infertilidad y disminucién
en la actividad del sistema inmunolégico en ratas de experimentacion, lo que provoca céancer de
testiculo y de rifién. La evaluacion llevada a cabo en 2001 por el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos
en Aditivos Alimentarios (JECFA) reunid los estudios de toxicidad a corto y largo plazo concluyendo
que el rifién y los testiculos son los érganos diana y demostrando su actividad mutagénica in vitro
en ausencia de estudios clinicos o epidemioldgicos en humanos (JECFA, 2001). Por el contrario, el
2-MCPD no ha sido evaluado por la IARC y hasta la fecha no se ha confirmado su potencial toxico-
l6gico (efectos en los mlsculos estriados, corazon, rifion e higado).

En relacion al 1,3-DCP, JECFA concluyé en 1993 que es cancerigeno y que se deberia reducir su
contenido en los alimentos tanto como fuera posible. Actualmente se reconoce que tiene hepato-
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toxicidad, nefrotoxicidad, neurotoxicidad, teratogénesis y mutagenicidad (Lu et al., 2014), ademas
muestra similitudes de estructura-actividad con otros conocidos carcinégenos identificados por
la IARC, y ha sido clasificado como posiblemente cancerigeno para los seres humanos (grupo 2B)
(IARC, 2012). Hoy en dia, el interés de su estudio se debe a su potencial toxico como carcindgeno a
través de mecanismo genotoxico, y a que actia como un disruptor endocrino en los seres humanos
y animales. El 2,3-DCP ademas de toxicidad testicular, hepéatica y renal produce efectos de inmuno-
toxicidad en las células T tanto in vivo como in vitro (Lu et al., 2013).

En 2001, JECFA asigno provisionalmente un valor maximo tolerable de ingestion diaria por kg de
peso (IDTMP) de 2 pg de 3-MCPD basandose en el nivel més bajo con efecto observado (LOEL) y
un factor de seguridad de 5 para la extrapolacion desde el LOEL hasta el nivel sin efecto observado
(NOEL) (JECFA, 2001), dicho valor fue ratificado en 2006 (JECFA, 2006). Posteriormente, JECFA deter-
mind una ingesta diaria tolerable méaxima provisional (IDTMP) de 4 pg/kg p.c. para el 3-MCPD y los
3-MCPDE (de forma individual o combinada, expresada como equivalentes del 3-MCPD) con base
en la hiperplasia tubular renal en ratas macho (JECFA, 2016).

Por su parte, el Comité Cientifico de la Alimentacion Humana (SCF) adopt6 en 2001 una ingesta dia-
ria tolerable (TDI) de 2 pg/kg p.c. para el 3-MCPD (SCF, 2001). En 2016, el Panel Cientifico sobre Conta-
minantes en la Cadena Alimentaria (CONTAM) de EFSA concluyd que no era posible mantener la TDI
previamente establecida para el 3-MCPD y determind una ingesta diaria tolerable (IDT) de 0,8 pg/kg
p.c./dia para la suma de 3-MCPD y sus ésteres de &cidos grasos basandose en la evidencia cientifica
que vincula esta sustancia con nefrotoxicidad en ensayos de experimentacion animal (EFSA, 2016).
Ante la divergencia de opinion con JECFA, EFSA ha revisado dicho valor y basandose en el nuevo
enfoque “Benchmark dose” (BMDL,; de 0,20 mg/kg p.c./dia para efectos renales) ha establecido una
TDI de 2 pg/kg p.c./dia, mas cercana a la posicion de JECFA, a la vez que recomienda la realizacion
de estudios adicionales para confirmar la toxicidad del 3-MCPD (EFSA, 2018).

Por otra parte, el glicidol ha sido clasificado como probable agente carcinogénico (Grupo 2A) por
la IARC (2000). Actualmente se considera probado que el glicidol, precursor del GE, es genotoxico
y cancerigeno, por lo que no se puede establecer un nivel de seguridad para la ingesta de ésteres
de acidos grasos de glicidilo (expresados como glicidol). En su lugar JECFA aplica la aproximacion
del margen de exposicion (MOE) calculado a partir del limite mas bajo de confianza en la dosis
de referencia BMDL,  de 2,4 mg/kg p.c./dia para los mesoteliomas en ratas macho mientras que
EFSA ha usado la T,, de 10,2 mg/kg p.c./dia para los efectos neoplasicos en ratas como punto de
referencia toxicoldgico, considerandose que un margen de exposicion inferior a 10 000 y 25 000,
respectivamente es preocupante para la salud (EFSA, 2016) (JECFA, 2016).

2.2.2 Evaluacion de la exposicion y riesgo para la poblacion infantil

Diversos informes cientificos publicados en los Gltimos afios ponen de manifiesto la presencia de
cloropropanoles y cloroésteres en los alimentos. La opinién publicada por el Instituto Aleméan de
Evaluacion de Riesgos (BfR) sobre ésteres de 3-MCPD concluyd la existencia de altos niveles de
ésteres de 3-MCPD en grasas y aceites vegetales refinados, aceites de fritura, crema de avellanas
y en preparados infantiles (BfR, 2007). El informe de la Agencia Britanica de Seguridad Alimentaria



(FSA) sefialé que los contenidos méas altos de 3-MCPD se encontraron en las galletas y pastas (FSA,
2009). El Instituto Internacional de Ciencias de Salud (ILSI) publico datos que relaciona la presencia
de ésteres de 3-MCPD con alimentos derivados de cereales, café, pescado, carne, patatas, frutos
secos y aceites refinados (ILSI, 2011). La opinién cientifica publicada por EFSA (2016) sefiald que
los valores promedio mas altos de GE, asi como 3-MCPD y 2-MCPD vy sus ésteres se encontraron
en los aceites de palmay en las grasas de palma y que eran 5 a 10 veces mas altos que los valores
promedio encontrados en la mayoria de los deméas aceites comestibles refinados.

Los estudios més recientes han concluido que la exposicion de la poblacion a los 3-MCPDE y GE
se produce principalmente por consumo de aceites vegetales refinados y productos alimenticios
que los contengan (productos de patata y productos de panaderia fina), incluyendo preparados
para lactantes.

En la Union Europea (UE), la evaluacion de los datos analiticos sobre la presencia de 3-MCPD/GE
en los alimentos aportados por diversos paises demostrd que los aceites comestibles aportaban la
mayor contribucion a la ingesta diaria de estos contaminantes y que las margarinas, y los productos
de bolleria y pasteleria eran las principales fuentes de exposicidn a dichos contaminantes quimicos
para la poblacion infantil a partir de 3 afios y para la poblacién joven. Asimismo, se estim¢ para
nifios alimentados exclusivamente con formulas infantiles una ingesta diaria promedio de 2,4 mg/
kg p.c. y de 1,8 a 2,1 mg/kg p.c. para el 3-MCPD vy glicidol, respectivamente (EFSA, 2013, 2016). De
acuerdo a la Gltima evaluacion de la exposicion estimada por EFSA (2018), la exposicion media al
3-MCPD y a sus ésteres no se excede en la poblacion adulta mientras que se encuentra por encima
de su estimacion de una dosis segura en los grupos de edades jovenes de mayor consumo, inclu-
yendo adolescentes (hasta los 18 afios de edad), y en particular para los lactantes que consumen
solamente formulas infantiles. Para este grupo poblacional la ingesta diaria de 3-MCPD puede ser
tres veces superior a la IDT, constituyendo por ello una preocupacion potencial para la salud de
dichos grupos de poblacion.

Por su parte, JECFA (2016) concluyd que la exposicion alimenticia estimada al 3-MCPD para la
poblacion general, incluso para los grandes consumidores, no excedia su dosis segura. Sin em-
bargo, la media de la exposicion alimentaria al 3-MCPD de los grupos alimentados con preparados
para lactantes excedia la IDTMP 2,5 veces.

Respecto al glicidol, tanto EFSA (2016) como JECFA (2016) han encontrado evidencia cientifica de
que es genotoxico y cancerigeno, y suponiendo una conversion completa de los ésteres en glicidol
después de la ingestion, ambos organismos han propuesto un margen de exposicion (MOE) alto a
estos compuestos para no afectar a la salud del consumidor. JECFA (2016) estimé que los limites
mas bajos de los rangos de los MOE determinados para los lactantes, nifios y adultos (inferiores
a 10 000) puede suponer un problema de salud, y EFSA (2016) concluyd que los GE son una preo-
cupacioén potencial para la salud de los grupos de edad de jovenes con una exposicion promedio,
y para todos los grupos de edad con una alta exposicion, y que la exposicion de los lactantes que
consumen exclusivamente formulas infantiles es especialmente preocupante por la presencia de
aceites vegetales en dichas formulas (MOE de 5 400 y 2 100 para una exposicién promedio y alta
exposicion, respectivamente).
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Las formulas infantiles como sustitutos de la leche materna se elaboran a partir de aceites vege-
tales para conseguir un perfil cualitativo y cuantitativo de acidos grasos similar a la leche materna.
Sin embargo, la informacién disponible sobre la presencia de cloropropanoles y cloroésteres en
estos productos que constituyen la base de la dieta de los lactantes alin es muy limitada.

En general los resultados publicados hasta la fecha aportan las siguientes conclusiones: aun-
que no se detecta 3-MCPD libre el contenido de MCPDE y GE encontrado en férmulas infantiles
comercializadas constituye un riesgo potencial para la salud de los lactantes; se ha observado una
variacion importante en los niveles de 3-MCPDE y GE en los preparados para lactantes que puede
deberse a los tipos de aceites empleados en estos preparados; el contenido més alto determinado
para ésteres glicidilicos de acido palmitico y oleico es consistente con la composicion de la leche
infantil en estos acidos grasos a partir de los aceites vegetales refinados afiadidos; los ésteres de
2-MCPD se encuentran en una concentracion equivalente a la mitad de los ésteres de 3-MCPD; se
observa una tendencia de reduccién de la concentracién en el tiempo lo que sugiere la posibilidad
de implantar medidas de mitigacion en el proceso de elaboracion (Zelinkova et al., 2009) (Becalski
et al., 2015) (Wahrlin et al., 2015) (Jedrkiewicz et al., 2016) (Leigh y MacMahon, 2017) (Pavesi et al.,
2017).

2.2.3 Estrategias de gestion del riesgo

Segun lo establecido en la Recomendacion 2014/661/UE, la industria ha ido adaptando sus procesos
para el control de la presencia de 2- y 3-MCPD, de ésteres de acidos grasos de 2- y 3-MCPD y de
ésteres glicidilicos de acidos grasos en los alimentos (UE, 2014). Asi, diversas organizaciones como
la Federacion europea de la industria aceitera (FEDIOL, 2015) y la Federacion Alemana de Derecho
Alimentario y Ciencia de los Alimentos (BLL, 2016) han desarrollado pautas para reducir los 3-MCP-
DEy GE en aceites refinados y en alimentos que los contienen.

En 2008, el Codex Alimentarius establecio un Codigo de practicas (CAC/RCP 64-2008) relativo a los
3-MCPD en proteinas vegetales hidrolizadas mediante acido y recientemente, el Comité del Codex
sobre contaminantes de los alimentos (CCCF, 2018) ha presentado un anteproyecto de Cddigo de
préacticas para reducir los ésteres de 3-monocloropropano-1,2-diol (3-MCPDE) y los ésteres glicidi-
licos (GE) en los aceites refinados, especialmente en los preparados para lactantes, basado entres
estrategias de gestion: buenas practicas agricolas, buenas practicas de fabricacion, y seleccion
y usos de los aceites refinados en productos alimenticios elaborados a partir de estos aceites,
incluyendo los preparados para lactantes. En relacion a esta dltima se recomienda seleccionar
aceites vegetales refinados con niveles mas bajos de 3-MCPDE y GE (ya sea por su menor conteni-
do natural o por la aplicacion de medidas de atenuacion) y reducir la cantidad de aceites vegetales
refinados en los productos terminados aunque esto podria afectar a las cualidades organolépticas
o nutricionales de los productos terminados.

En la UE se establecieron en primer lugar niveles maximos permitidos de 20 pg/kg para proteina
vegetal hidrolizada y salsa de soja (Reglamento (CE) N° 1881/2006 (UE, 2006)). Dicho Reglamento ha
sido modificado recientemente por el Reglamento (CE) N° 2018/290 (UE, 2018) que afiade los limites
de los ésteres glicidilicos de 1 000 pg/kg para cualquier aceite y grasa vegetal disponible en el mer-



cado, bien para consumo directo, bien para su uso como ingrediente en alimentos, y de 500 pg/kg en
el caso de aceites y grasas vegetales destinados a la produccion de alimentos infantiles y alimen-
tos elaborados a base de cereales para lactantes y nifios de corta edad. Asimismo, considerando
el riesgo de exposicion de los lactantes (inicamente alimentados con preparados para lactantes,
se limita el contenido maximo de ésteres glicidilicos de acidos grasos expresados como glicidol a
50 pg/kg y 6 pg/kg en preparados para lactantes, preparados de continuacion y en alimentos para
usos médicos especiales, en polvo y liquido repectivamente. No obstante, la Comision considera
que es preciso reducir alin mas la presencia de GE en estos alimentos una vez que se disponga de
metodologia fiable para determinar contenidos mas estrictos.

Por otra parte, la UE ha establecido para la epiclorhidrina un limite maximo de migracion espe-
cifica en materiales y plasticos destinados a entrar en contacto con los alimentos de 1 mg/kg (UE,
2011).

El Reglamento (CE) N° 333/2007 (UE, 2007) establece requisitos de muestreo para el control oficial
sobre el contenido de 3-MCPD en alimentos, si bien no se ha establecido a nivel comunitario ningdn
método especifico para la determinacion de 3-MCPD en productos alimenticios, por lo que los labo-
ratorios podran escoger cualquier método de analisis validado (a ser posible, la validacion incluira
un material de referencia certificado), siempre que el método seleccionado cumpla los criterios de
funcionamiento especificos.

Para determinar el MCPD vy el glicidol ligados en forma de ésteres, la Comision (UE, 2014) re-
comienda utilizar los métodos normalizados de la American 0il Chemists” Society (AOCS). Estos
métodos basados en la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) han
sido validados por un estudio colaborativo en relacién con los aceites y grasas vegetales. Se re-
comienda que el limite de cuantificacién no sea superior a 100 pug/kg para el anélisis de MCPD y
glicidol ligados en forma de ésteres de acidos grasos en los aceites y grasas comestibles. En el
caso de otros alimentos que contengan mas de un 10 % de grasa, es preferible que el limite de
cuantificacion no sea superior cuando esté relacionado con el contenido en grasas del alimento, es
decir, el limite de cuantificacion para el andlisis de ésteres de acidos grasos de MCPD vy glicidol en
los alimentos que contengan un 20 % de materia grasa no debe ser superior a 20 pg/kg en relacion
con el peso total. En el caso de los alimentos que contengan menos de un 10 % de materia grasa,
el limite de cuantificacion no debe ser superior a 10 pg/kg en relacion con el peso total. Asimismo,
los laboratorios deben disponer de procedimientos de control de calidad para evitar que, durante
el anélisis, los ésteres glicidilicos se transformen en ésteres de MCPD y viceversa. Ademas, es
necesario especificar inequivocamente el mensurando e informar por separado sobre el 2- y el
3-MCPD libres presentes en la matriz analizada que procedan de ésteres de acidos grasos de 2-y
3-MCPD, pues ambos se miden como 3-MCPD. Debe informarse por separado sobre los mensuran-
dos siguientes: 2-MCPD, 3-MCPD, ésteres de 2-MCPD, ésteres de 3-MCPD y ésteres glicidilicos.

El andlisis de los diversos mono y diésteres 3-MCPD y ésteres glicidilicos es muy complejo y para
su determinacion en los alimentos se dispone de métodos analiticos directos e indirectos.

Los métodos indirectos requieren la hidrolisis alcalina o acida de los ésteres de los acidos grasos
del glicidol o el MCPDE antes medir la cantidad total de 3-MCPD y de glicidol sin diferenciar los
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tipos de éster mediante GC-MS. Tienen la ventaja de proporcionar limites de deteccion muy bajos
pero exigen un control de las condiciones de anélisis debido a la capacidad del 3-MCPD vy glicidol
de interconvertirse facilmente. La AOCS (AOCS, 2013a, b, ¢) ha establecido tres métodos indirectos
interlaboratorios validados para determinar los 3-MCPDE y GE en aceites y grasas comestibles
(Métodos Cd 29a-13, Cd 29b-13, y Cd 29¢-13) y recientemente el Joint Research Center (JRC) ha
publicado el estudio de validacién de un método de anélisis de MCPDE y GE en diversas matrices
alimentarias (productos de panaderia, pescado ahumado, carne ahumada, margarina, productos a
base de cereales) (JRC, 2017).

La determinacion directa de ésteres 3-MCPD y ésteres glicidilicos se basa en un aislamiento
de los analitos generalmente por extraccion en fase solida y la identificacion individual de cada
uno de ellos mediante HPLC-MS. Estos métodos proporcionan un menor grado de incertidumbre
en la cuantificacion de los analitos pero exigen una gama de estandares de referencia que alin no
se encuentran disponibles para todos los tipos de ésteres. Actualmente se dispone de un método
directo para cuantificar siete ésteres glicidilicos (C12-C18), usando dos operaciones consecutivas
de extraccion en fase solida seguidas de LC-MS basada en una reciente version de AOCS (Ame-
rican Oil Chemists” Society) (Eurofins). Haines et al. (2011) desarrollaron un método directo para
la determinacion de esteres de 3-MCPD vy de glicidol en aceites y grasas comestibles basado en
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de tiempo de vuelo (LC-TOFMS).

Para alimentos que contengan aceites refinados, especialmente formulas infantiles, se han vali-
dado pocos métodos, tanto directos como indirectos. Recientemente se ha publicado la validacion
de un método para la determinacion de ésteres 3-MCPD concretos y ésteres glicidilicos en formu-
las infantiles basado en una extraccién liquido-liquido de la grasa, purificacién mediante extraccion
en fase sdlida y posterior cuantificacion por LC-MS/MS (Leigh y MacMahon, 2016).

2.2.4 Pasos futuros
La informacidn toxicoldgica disponible sobre el 2-MCPD es demasiado limitada para establecer un
nivel seguro de ingesta.

Hacen falta mas datos sobre la presencia de ésteres de acidos grasos de MCPD y de ésteres
glicidilicos de acidos grasos en formulas infantiles y alimentos para lactantes para abordar una
evaluacion méas exacta de la exposicion.

A pesar de los avances logrados, EFSA insiste en la recomendacion de una reduccion significa-
tiva de 3-MCPD/GE en los productos alimenticios para lactantes, y JECFA viene recomendando que
se haga lo posible para reducir los 3-MCPDE y al 3-MCPD en los preparados para lactantes y que
se continien las medidas para reducir los GE y el glicidol en grasas y aceites, especialmente los
empleados en los preparados para lactantes.

2.3 Furano y derivados

2.3.1 Identificacion y caracterizacion del peligro

El furano (C,H,0; CAS No. 110-00-9) es un compuesto organico heterociclico aromatico con un &to-
mo de oxigeno, es lipofilico y muy volatil con una temperatura de ebullicion de 32 °C. Es un liquido



transparente e incoloro que se obtiene industrialmente mediante la descarbonilacion catalitica del
furfural y se utiliza como intermediario en la produccion de sustancias quimicas para la industria
y la agricultura (produccion de lacas, como disolvente para resinas, insecticidas, estabilizantes y
productos farmacéuticos).

Ademas de su aplicacion industrial, el furano y sus derivados metilfurano (2-metilfurano, 3-me-
tilfurano y 2,5-dimetilfurano) forman parte de un grupo de compuestos orgénicos que se forman
de manera natural en alimentos procesados a altas temperaturas o por exposicion a radiacion
ionizante o ultravioleta. Dichos compuestos se asocian desde hace mucho tiempo a los aromas de
los alimentos (FAQ/OMS, 2011).

En 2004, la Food and Drug Administration (FDA) informé de su presencia en alimentos enlatados
y envasados en vidrio (alimentos para bebés, preparados para lactantes, hortalizas en conserva,
frijoles horneados, sopas, salsas, estofados y carnes y pescados en conserva) y posteriormente en
una gran variedad de alimentos sometidos a procesos térmicos como café, cerveza, zumos de fruta
y de hortalizas, salsa de soja, bebidas nutricionales y alimentos a base de cereales, como galletas,
crackers, cereales para el desayuno y pan. En general el contenido de furano es mayor en los ali-
mentos envasados (FDA, 2004a, 2006, 2007, 2008).

Segun los datos més recientes publicados por EFSA en 2017, las mayores concentraciones de
furano se encontraron en los granos de café tostados enteros, seguidos del café molido tostado,
sdlidos de café no especificados e imitaciones de café y, en menor grado, café instantdneo en pol-
vo. También se detectaron concentraciones medias en alimentos compuestos basados en cereales
y verduras, comidas listas para el consumo para lactantes y nifios pequefios, salsa de soja, pany
bollos, pasta cruda, cereales para el desayuno, productos de panaderia fina y licores. Asimismo,
se informd de la presencia de 2-metilfurano, 3-metilfurano y 2,5-dimetilfurano en diversos alimentos
con ratios 2-metilfurano/furano de 4 (café), 1,4 (cereales para nifios), 1,1 (cereales de desayuno) y
0,23 (comidas listas para el consumo para lactantes y nifios pequefios) (EFSA, 2017). No obstante,
segln la Agencia Britanica de Seguridad Alimentaria (FSA) la tendencia observada sobre la pre-
sencia de este contaminante de procesos en los alimentos de mayor riesgo, incluidos los alimentos
para nifios, no supone actualmente un aumento de la preocupacion para la salud humana (FSA,
2017).

El furano se produce en los alimentos sometidos al calor y se han documentado diferentes meca-
nismos de formacion a partir de diversos precursores presentes de forma natural en los alimentos,
entre ellos se incluye la degradacion térmica de azlcares reductores con o sin aminodacidos, la
degradacion térmica de aminoacidos, la oxidacion térmica del cido ascorbico y de acidos grasos
polinsaturados y carotenoides (Crews y Castle, 2007).

Diversos estudios coinciden en que la degradacion de 4cido ascorbico a partir de 120 °C consti-
tuye la via mas importante de formacién de furano en los alimentos, si bien, algunas investigaciones
sefialan que los alimentos ricos en carbohidratos son mas propensos a la formacion de furano
debido probablemente a la reaccién de Maillard y que la retencion de furanos en los alimentos
se relaciona con la fraccion lipidica especialmente de acidos grasos poliinsaturados, motivo por
el cual los alimentos ricos en carbohidratos sometidos a procesos de fritura son especialmente
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susceptibles. Los experimentos en sistemas modelo han confirmado la formacién de furano por
pirdlisisde azlcares, principalmente eritrosa seguido de ribosa, sacarosa, glucosa y fructosa. Asi-
mismo, los aminoacidos como serina y cisteina pueden generar furano por pirélisis en ausencia de
carbohidratos y los &cidos grasos poliinsaturados como linoleico y linolénico fueron considerados
precursores de furano durante el tratamiento térmico a 120 °C durante 25 minutos (Fan, 2015). En
general el nivel de furano tiende a ser mayor en alimentos con mezclas complejas de carbohidratos,
grasay proteina (FAO/OMS, 2011).

Ademas de los precursores citados (azlicares, aminoacidos, 4cidos grasos insaturados y carote-
noides) se ha investigado el papel de algunos metales como el cobre como posibles catalizadores
de laformacion de furano en los alimentos (Lawely et al., 2012). Asimismo, se ha evaluado la influen-
cia de otros factores como el pH y el potencial redox aunque los resultados no son concluyentes.
En condiciones acidas los azlicares pierden eficiencia como precursores de furano y sin embargo
dichas condiciones favorecen la conversion del 4cido ascorbico en furano (EFSA, 2017). Durante
el almacenamiento de alimentos a 25 °C durante 3 dias la formacion de furano fue 3,5 veces mayor
a pH 9 que a pH 3 0 6 (Fan, 2015). También hay evidencias de que el uso de antioxidantes reduce la
formacion de furano (EFSA, 2017), siendo mas efectivos los compuestos liposolubles (BHT y a toco-
ferol) a excepcion del acido cafeico (Zheng et al., 2015), aunque el efecto mitigante de la formacion
de furano ejercido por los antioxidantes disminuye con el tiempo de tratamiento térmico (Shen et
al,, 2017).

Por otra parte, se ha demostrado que el furano se puede formar en alimentos no sometidos a
procesos térmicos, a partir de carbohidratos y acido ascorbico sometidos a radiacion ionizante
(Fan, 2005a, b) (Fan y Geveke, 2007) (Fan y Sokorai, 2008). También el tratamiento con radiacion UV-C
(11,5 J/cm?) origind |a formacion de furano a partir de los acidos grasos linoleico y linolénico, mien-
tras que la irradiaciéon gamma hasta 20 kGy no indujo la formacion de cantidades significativas de
furano a partir de los acidos miristico, palmitico, estearico, oleico, linoleico y linolénico (Fan, 2015),
e incluso a dosis inferiores a 10 kGy redujo significativamente el contenido de furano formado en
alimentos carnicos listos para el consumo (Fan y Sommers, 2006).

Al margen de las caracteristicas propias de los alimentos, la concentracion final de furano en el
momento del consumo depende de las condiciones de transformacion y preparacion de los mismos.
Diversos estudios relacionan la formacion de furano con temperaturas superiores a 120 °C, incluso
puede formarse durante el recalentamiento de alimentos procesados en envases cerrados. En este
sentido, los alimentos para nifios a base de hortalizas, mezclas de carne y verduras o de frutas que
se elaboran cominmente con aplicacion de calor a altas temperaturas en recipientes sellados,
son especialmente susceptibles a la formacion de furano. En este tipo de alimentos los niveles
mas altos de furano se relacionaron mas con productos de hortalizas que de frutas, con productos
esterilizados en lugar de pasteurizados y con un contenido de vitamina C (natural o afiadido) y pH
mas elevado (Arisseto y Toledo, 2008). En el proceso de tostado de pan el nivel de furano aumento
con el tiempo de tostado y con el grado de dorado (FAO/OMS, 2011). Otro estudio revelé que las
barritas de pescado fritas presentaban una concentracion de furano superior cuando se usaba
aceite de oliva (30 pg/g) en lugar de aceite de girasol (20 pg/g) y que cuando se cocinaban al horno



se generaba mucha menos cantidad (10 pg/g), demostrandose que la cantidad de furano es menor
segln disminuye la temperatura y el tiempo de fritura (Pérez Palacios et al., 2013).

Por otra parte, diversos estudios han evidenciado una pérdida de furano por evaporacion en la
preparacion por el consumidor de alimentos listos para el consumo. Dicha pérdida se atribuye a la
inestabilidad y volatilidad del furano en los alimentos después de preparar o abrir productos comer-
cialesy se relaciona con la temperatura del producto y con el tiempo de exposicion a la atmosfera.

En el caso del café los diferentes métodos de preparacién determinaron la pérdida de furano
en diferente grado, asi en café hervido/turco la pérdida fue de 3 a 4 veces mayor que en café
preparado con filtro y expreso. También se ha documentado que los niveles de furano disminuian
en bebidas de café cuando se dejaban reposar a temperatura ambiente hasta 20 minutos sin tapa
y que los niveles de furano en café preparado en maquinas automéaticas eran mas altos que en
maquinas caseras debido a la retencion mayor de furano en el sistema cerrado de las automaticas
(FAQ/OMS, 2011).

Asimismo, se ha estudiado la influencia del recalentamiento de los alimentos comercialmente
procesados respecto a la concentracion de furano y, aunque la informacion es todavia muy limita-
da, se haindicado que la practica de recalentar los alimentos procesados comerciales destinados
a poblacion infantil mediante un bafio de agua caliente sin tapa puede reducir su exposicion en un
15-30 % (EFSA, 2017). Igualmente, se ha documentado que remover las muestras en lata y en frasco
de alimentos para bebés aumentaba la liberacion de furano, en comparacion con dejar los alimen-
tos sin moverse y que, por otra parte, el aceite afiadido a alimentos para bebés calentados antes
de su consumo producia una retencion mayor de furano que los que no tenian aceite afiadido (FAQ/
O0MS, 2011). También se ha observado una pérdida de furano después de recalentar al microondas
barritas de pescado fritas (Pérez Palacios et al., 2013). Por el contrario, otros investigadores no
encontraron reducciones significativas en el contenido de furano por aplicacion de calor ni por
remover alimentos preparados o calentar frascos de alimentos comerciales para nifios en un ca-
lentador especial para alimentos infantiles (FAO/OMS, 2011).

Taly como informé la Agencia Britanica de Investigacion para los Alimentos y el Medio Ambiente
(FERA) la pérdida por evaporacion de furano de los alimentos supone otra fuente potencial de ex-
posicion porinhalacion, debido a la presencia de furano en el aire doméstico, especialmente tras la
fritura de patatas en recipiente abierto, la preparacion de café y el horneado de algunos alimentos
(FERA, 2009).

2.3.1.1 Caracterizacion toxicologica

De acuerdo con la informacién obtenida de estudios in vitro e in vivo en animales, el furano pue-
de pasar facilmente a través de las membranas bioldgicas y después de la administracion oral a
ratones y ratas es rapidamente absorbido a nivel del tracto gastrointestinal. El furano tiene una
vida media corta, se metaboliza por el citocromo P450 2E1 (CYP2E1) al metabolito reactivo, cis-but-
2-eno-1,4-dialdehido (BDA) y se elimina en la orina y las heces como metabolitos, y se exhala al
aire como furano sin modificar y diéxido de carbono formado a consecuencia de la apertura de los
anillos. El furano es citotoxico y afecta principalmente al higado (EFSA, 2004) (JECFA, 2011).
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Diversos estudios realizados en ratas han evidenciado su potencial cancerigeno y por esta razon
ha sido clasificado en el grupo 2B (posible cancerigeno en humanos) por la Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer (IARC, 1995). Aunque el mecanismo de cancerogenicidad no esta
claramente definido existen evidencias cientificas de genotoxicidad in vitro del metabolito BDA
formado in vivo a partir del furano, y en base al peso de la evidencia, el furano es considerado
como carcindgeno genotoxico para la evaluacion del riesgo por la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA, 2004, 2017).

La mayor preocupacion para la salud humana corresponde a su efecto debido a una exposicion
cronica a través de la dieta (Lawely et al., 2012). Los diversos estudios realizados con animales de
experimentacion concluyeron que el dafio hepatico (colangiofibrosis) y el cancer de higado (ade-
noma y carcinoma) eran los efectos mas criticos para la salud relacionados con el furano. En dosis
altas (<30 pg/kg p.c./dia) puede afectar también a rifidén y pulmén.

La Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos (NAS) calculé una BMDL,, de 0,09 mg/
kg p.c./dia para el efecto critico de colangiocarcinoma inducido por furano (NAS, 2000). En 2010,
JECFA examing la induccion de adenomas hepatocelulares y carcinomas en ratones hembras como
punto final pertinente y calculé una BMDL,; de 1,3 mg/kg p.c./dia, correspondiente a 0,96 mg/kg
p.c./dia al ajustarse de un programa de dosificacion de 5 dias a la semana a una dosis promedio
diaria (FAO/OMS, 2011). En 2012, la Autoridad Noruega de Seguridad Alimentaria (VKM) calculé una
BMDL,, de 0,02 mg/kg p.c./dia para el riesgo de colangiocarcinoma aplicando un factor de correc-
cion de 7 a la dosis obtenida de un estudio de 9 meses de duracion (VKM, 2012). En 2017, el Panel
CONTAM examin6 la informacion toxicoldgica y consideré como punto de referencia una BMDL,
de 0,064 mg/kg p.c./dia y de 1,31 mg/kg p.c./dia para efectos no neoplasicos (colangiofibrosis) y
efectos neoplasicos (adenoma y carcinoma hepatocelular), respectivamente (EFSA, 2017).

Hasta el momento no se han podido identificar los puntos de referencia toxicoldgicos para los
metilfuranos aunque en base a la informacion disponible se asume un efecto aditivo de hepato-
toxicidad asociado a furano, 2-metilfurano y 3-metilfurano, si bien adn se desconoce el potencial
hepatotdxico in vivo del 2,5-dimetilfurano (EFSA, 2017).

2.3.2 Evaluacion de la exposicidon a traves de la dieta y caracterizacion del riesgo para la salud
humana

En 2004, la FDA de los Estados Unidos alert6 de la presencia de furanos en los alimentos como un
problema emergente de seguridad alimentaria y EFSA publicé su primera evaluacion provisional
sobre la presencia de furanos en los alimentos advirtiendo que habia una diferencia relativamente
pequefia entre la exposicion humana y la dosis que produce efectos cancerigenos en animales de
laboratorio (EFSA, 2004).

Posteriormente, a partir de los datos de la presencia de furano en los alimentos sometidos a
tratamiento térmico aportados por los Estados miembros, EFSA ha publicado diferentes informes de
seguimiento en 2009, 2010, 2011y 2017. El anélisis de los mismos confirmé que el café es el alimento
que mas contribuye a la ingesta de furanos para los adultos seguido de la cerveza y las sopas ins-
tantaneas. Los cereales y los productos a base de cereales son los que mas contribuyen en nifios y


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.2903/j.efsa.2004.137/abstract
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.2903/j.efsa.2004.137/abstract

adolescentes. Para nifios pequefios fueron zumos de frutas, productos a base de leche y productos
a base de cereales, y los alimentos para bebés, los cuales se convirtieron en los contribuyentes
principales para este grupo de edad (EFSA, 2017).

Los resultados de los estudios publicados de exposicién al furano a través de la dieta coinciden
en que las estimaciones mas altas se asocian al grupo de poblacién infantil y aunque el margen de
exposicion para la mayoria de consumidores indica una baja preocupacion para la salud, para la
poblacién con hébitos de consumo extremo, la exposicion es hasta tres veces mayor de lo que se
considera de baja preocupacion para la salud publica.

En la Unién Europea las exposiciones dietéticas medias calculadas para lactantes variaron de
0,14 20,99 ug/kg p.c./dia mientras que para los adultos la ingesta media fue de 0,78 pug/kg p.c./dia. En
cuanto a las exposiciones correspondientes a percentiles 95, las estimaciones mas altas también
se observaron para lactantes (0,27 a 1,8 pg/kg p.c./dia). Ademas, EFSA estimé que la exposicion
calculada podria ser mayor por la presencia de 2- y 3-metilfurano en los alimentos, ya que en mu-
chos de los alimentos los niveles de 2-metilfurano son incluso mas altos que de furano (EFSA, 2017).

Con todos los datos disponibles la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) al igual que EFSA y
otras instituciones y autoridades sanitarias, han informado que la exposicion estimada a los furanos
y metilfuranos a través de los alimentos podria provocar un posible dafio hepético a largo plazo, y
han considerado especialmente preocupante el nivel de exposicion estimado para la poblacién
infantil a través del consumo de alimentos enlatados o listos para el consumo. No obstante, y en
base a las incertidumbres existentes, coinciden en considerar que hay una mayor probabilidad de
sobreestimacion que de subestimacion del riesgo, y que es necesario disponer de nuevos datos
sobre métodos de andlisis, presencia, formacion, exposicion y toxicidad, especialmente de los me-
tilfuranos para abordar una evaluacion del riesgo mas realista (FDA, 2004b) (FERA, 2009) (FSA, 2012)
(JECFA, 2011) (VKM, 2012) (ANSES, 2016) (Health Canada, 2016) (EFSA, 2017).

2.3.3 Estrategias de gestion y mitigacion del riesgo

Hasta el momento en el ambito europeo no se han definido limites legales de concentracion de
furano en los alimentos ni tampoco se ha propuesto la metodologia oficial de analisis para la deter-
minacién de furano en los alimentos.

La Comision Europea publicé en 2007 una recomendacion relativa al seguimiento de la presencia
de furano en alimentos (UE, 2007a) por la que instaba a los Estados miembros de la UE a realizar,
durante los afios 2007 y 2008, un seguimiento de la presencia de furano en productos alimenticios
sometidos a tratamiento térmico. Posteriormente EFSA recomendd que los controles de furano se
realicen en productos tratados con calor para los que se dispone de pocos datos y que, siempre
que sea posible, se analice la misma muestra tal y como se compra, y después de prepararla para
su consumo, indicando el modo de preparacion seguido (tiempo, temperatura e informacion de
manipulacion) (EFSA, 2011).

Desde el punto de vista analitico, la Comision Europea recomendd seguir los procedimientos de
muestreo contemplados en la parte B del anexo del Reglamento (CE) N° 333/2007 para garantizar
que las muestras fueran representativas del lote objeto de muestreo y una preparacion cuidadosa
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de las muestras previa al andlisis para garantizar que no se altere el contenido de furano de la
muestra (UE, 2007b).

La FDA desarroll6 en 2004 la metodologia de analisis para la determinacion cuantitativa de furano
en alimentos basada en la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
con automuestreador headspace (HS-GC/MS) (FDA, 2004c). Posteriormente numerosos investiga-
dores han propuesto la técnica de microextraccion en fase sélida (SPME) acoplada a GC/MS como
técnica alternativa aunque no ha quedado demostrada la mejora en términos de sensibilidad.

Recientemente se han publicado los resultados de validacion de un método analitico selecti-
vo para el analisis de furano y derivados (2-metilfurano, 2-etilfurano, 2-butilfurno, 2-pentilfurano,
2-acetilfurano, furfural y furfuryl alcohol) en alimentos infantiles basado en la microextraccion en
fase solida por espacio en cabeza acoplada a GC/MS (HS-SPME-GC/MS). Los buenos resultados
obtenidos en términos de precision (RSD <5,02-5,55 %), recuperacion (98,42-99,8 %), linealidad (dos
ordenes de magnitud) y sensibilidad (limite de deteccion y cuantificacion de 0,018-0,035 ng/g y
0,060-0,117 ng/g, respectivamente) avalan su aplicacion para la obtencion de datos funcionales en
el proceso de evaluacion del riesgo (Condurso et al., 2018).

Por otra parte, considerando las numerosas incertidumbres que aln existen en relacion a la
cinética de formacion y estabilidad del furano en los alimentos tampoco se han propuesto por parte
de las autoridades sanitarias practicas recomendadas para minimizar su presencia en los mismos.
No obstante, se han evaluado experimentalmente las posibilidades de mitigacion en alimentos, si
bien la informacion es limitada y especifica y no puede extrapolarse a otros alimentos ya que la
formacion de furano es claramente dependiente de cada tipo de matriz alimentaria.

A continuacion, se relacionan las practicas recomendadas en la preparacion de alimentos en el
ambito doméstico extraidas de la bibliografia cientifica (Anese y Suman, 2013) (Pérez-Palacios et
al., 2013) (Mesias y Morales, 2014) (Palmers et al., 2015) (Becalski et al., 2016) (Juaniz et al., 2016)
(Rannou et al., 2016) (Cepeda-Vazquez et al., 2018):

¢ Respetar la recomendacion de preparacion que se informa en la etiqueta de los alimentos.

¢ Calentar o remover los alimentos envasados sin tapa, para permitir una volatilizacion parcial y

dispersion del furano.

¢ Cocinar los alimentos en recipientes abiertos para permitir la evaporacion del furano formado.

¢ Realizar una coccion al horno o al microondas, ya que estos métodos generan menos furano

que la fritura.

¢ Ajustar las condiciones de fritura disminuyendo la temperatura y el tiempo a 160 °C durante 4

minutos.

e Esperar un tiempo adecuado (10 minutos) desde que se prepara el alimento hasta su consumo

y removerlo con regularidad.

e Preparar café en sistemas que permitan bajos niveles, como filtrado con goteo o en méaquinas

que pasan directo desde el grano a la taza.

* Remover el café durante 5 minutos antes del consumo o almacenar en termo durante 8 horas.

e Moderar el tiempo y el grado de tueste del pan.


https://www.fsai.ie/uploadedFiles/Legislation/Legislation_Update/Recomm2007_196.pdf

2.4 Hidrocarburos de aceites minerales

2.4.1 ldentificacion y caracterizacion del peligro

Los hidrocarburos de aceites minerales (HAM) son compuestos quimicos obtenidos normalmente
por destilacién del petréleo crudo, aunque también se pueden producir sintéticamente a partir de
carton, gas natural y biomasa. Los HAM se utilizan en un gran nimero aplicaciones: en la industria
alimentaria como aditivos o en materiales que estan en contacto con alimentos, en maquinaria
industrial como lubricantes o aceites de motor, en productos fitosanitarios, en piensos, tintas de
impresion, en productos farmacéuticos y cosméticos. También se pueden generar de manera natu-
ral en organismos marinos, bacterias, hongos, plantas, insectos y a través de algunas operaciones
del procesado de alimentos como los tratamientos térmicos y el refinado de aceites, entre otros.
Por tanto, los HAM forman parte de nuestra vida cotidiana y pueden estar presentes en alimentos
bien por su uso intencionado como aditivos alimentarios o coadyuvantes tecnoldgicos, o bien por
diferentes vias de contaminacion.

La denominacion HAM es imprecisa y recoge mezclas muy heterogéneas y complejas de hidro-
carburos con distinto nimero de carbonos y estructura tanto lineal como ramificada o ciclica. En
funcion de su estructura general, los HAM se pueden clasificar en:

¢ Parafinas: alcanos lineales y ramificados.

¢ Naftenos: cicloalcanos con sustituyentes alquilicos.

¢ Aromaticos: hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP) alquil sustituidos.

Todos ellos pueden contener pequefias cantidades de compuestos nitrogenados y azufrados (EFSA,
2012) (AECOSAN, 2017).

En 2012, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) emitid una opinion cientifica so-
bre los HAM en contacto con alimentos y los defini6 como hidrocarburos que contienen entre 10y
50 4tomos de carbono, donde los aceites minerales crudos son los predominantes y los agrup6 en
dos categorias:

¢ Hidrocarburos saturados de aceites minerales (HSAM), que comprenden basicamente parafi-

nas y naftenos. Pueden acumularse en algunos tejidos del cuerpo pudiendo causar dafios en
el higado, ganglios linfaticos y el bazo.

e Hidrocarburos aromaticos de aceites minerales (HAAM), que estan constituidos por HAP sus-

tituidos con alquilo. Pueden actuar como carcindégenos genotoxicos y dafiar el ADN.

Los alimentos pueden contener aceites minerales resultantes de su procesado, envasado, aditivos
alimentarios, coadyuvantes tecnolégicos o contaminantes ambientales. En este sentido, los exper-
tos del Panel Cientifico de Contaminantes en la Cadena Alimentaria de EFSA (CONTAM), en 2012,
identificaron las siguientes fuentes de contaminacion en alimentos y piensos:
¢ Materiales en contacto con alimentos: papel y carton reciclados, tintas de impresién off-set
sobre papel y carton para envases, aditivos en la fabricacion de plasticos, papel y carton en-
cerados, sacos de yute o sisal tratados, lubricantes en la fabricacién de envases metalicos,
ceras aplicadas directamente sobre los alimentos y adhesivos.
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¢ Contaminantes: a) origen medioambiental: aceite lubricante para motores sin catalizador, com-
bustible sin quemar, restos de neumaticos y asfalto de carreteras; b) maquinaria empleada en
la cosechay el procesado de alimentos: gasoleo, lubricante de bombas, dosificadoras y otras
maquinas, agentes de limpieza y disolventes.

¢ Aditivos alimentarios, coadyuvantes y otros usos: antiadherentes (panaderia y confiteria), tra-
tamiento superficial (arroz), aglutinadores para aditivos menores, antiespumantes, agentes
antipolvo (cereales), coformulantes de piensos y fitosanitarios.

Los HSAM, sobre todo la fraccién que comprende cadenas de carbono de 16-35 4tomos, pueden
acumularse en el cuerpo humano, especialmente en los ganglios linfaticos, el bazo y el higado,
pero, segln EFSA, esto no se ha asociado con consecuencias adversas para la salud. Los HAAM
con 3 0 mas anillos aromaticos monoalquilados o no alquilados pueden ser mutagénicos y car-
cindgenos por lo que los considera mas preocupantes que la fraccion de HSAM. En general, los
toxicologos se concentran en los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), especialmente en
los HAP de 3-7 anillos, algunos de los cuales son cancerigenos, mientras que los sistemas de 1-2
anillos altamente alquilados no son genotéxicos y no se consideran preocupantes en cuanto a car-
cinogenicidad. En conclusion, la presencia de HAAM en si misma no es indicativa de su potencial
carcinogénico (FEICA, 2017).

EFSA (2012) no ha podido establecer un valor de ingesta diaria admisible (IDA), ya que considera
que no son adecuados los valores de IDA tomados como referencia anteriormente (EFSA, 2009).
Dadas las deficiencias en las bases de datos, EFSA ha decidido utilizar el enfoque del margen de
exposicion (MOE). Como no existen datos de dosis-respuesta de los HAAM relativos a su carci-
nogenicidad, EFSA no ha podido establecer un punto de referencia sobre el que se pueda basar
el margen de exposicion, pero considera una preocupacion potencial la exposicion a los HAAM a
través de la alimentacion.

En el caso de los HSAM, EFSA (2012) ha considerado como efecto critico la formacion de mi-
crogranulomas en el higado de ratas Fischer 344 en estudios de 90 dias debidas a la presencia de
HSAM con un namero de atomos de carbono entre 16 y 35 procedentes de varios productos con
HSAM para uso alimentario, en particular aceites blancos como agentes de liberacion para el pan
y la pulverizacion de granos. Se ha considerado 45 mg/kg p.c./dia como referencia, tomado en base
al NOAEL de los estudios revisados y se han establecido los MOE en base a los distintos escenarios
posibles. Como conclusion, EFSA también ve una preocupacion potencial asociada a los niveles
actuales de estos HAM en Europa.

La opinion de EFSA (2012) proporciona una base para revisar las IDA de HAM de baja y media
viscosidad para uso en alimentos. Estos HAM fueron evaluados por el anterior Comité Cientifico de
la Alimentacion Humana (SCF) y el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios
(JECFA) en 2002 (FAO/OMS, 2002) y se encuentran en revision actualmente. Segdn EFSA, la acumu-
lacion de HSAM en ganglios linfaticos del intestino de animales de laboratorio es menos relevante
para la salud humana de lo que se pensd cuando se establecid su IDA. EFSA considera de baja
prioridad la revision de las IDA de los HAM de alta viscosidad.



2.4.2 Evaluacion de la exposicion

Dada su presencia como mezclas complejas es imposible separar los compuestos individuales
para cuantificarlos, con el problema afiadido de la limitacién en la disponibilidad de patrones
analiticos certificados. Si se puede medir la concentracion de fracciones de saturados y de aro-
maticos por separado mediante cromatografia de gases. Actualmente el analisis de su presencia
en alimentos consiste en una extraccion seguida de pre-separacion por cromatografia liquida
acoplada a otra de gases con detector de ionizacion de llama (AECOSAN, 2017), y en ello se basa
el Gnico método europeo estandarizado para su determinacién en algunos alimentos que sirve
para determinar concentraciones por encima de 10 mg/kg pero cuyo valor depende de la matriz
alimentaria y sobre todo de su contenido en grasa dando valores menos fiables cuanto mayor es
el contenido en ella (DIN EN, 2017). Las especificaciones de los HAM suelen referirse a propie-
dades fisico-quimicas como la viscosidad, relacionadas con el uso al que se destinan. Produc-
tos con las mismas caracteristicas pueden tener diferente composicion quimica en funcion del
origen del aceite y su procesado. Los HAM de grado técnico contienen normalmente 15-35 % de
HAP y los de grado alimentario se someten a una destilacion adicional para reducir al minimo el
contenido de HAP (EFSA 2012).

Solo se dispone de datos de presencia de HAM en un ndmero limitado de grupos de alimentos,
centrandose en el contenido de HSAM, sin diferenciar entre parafinas y naftenos, con un nimero
de carbonos entre 12y 40. No hay informacion disponible sobre los HAAM por lo que solo se puede
hacer una estimacion de su composicion. En general, los niveles de HSAM son bajos en casi todos
los grupos alimentarios, salvo en “panes y bollos” y “cereales para el consumo humano”, princi-
palmente arroz con valores de 261 mg/kg y 132 mg/kg de media, respectivamente, los cuales, por
el contrario, presentan niveles muy bajos de HAAM. El resto de grupos muestran valores medios
significativamente mas bajos: productos de confiteria distintos de chocolate (46 mg/kg), aceites ve-
getales (41-45 mg/kg), productos de la pesca en conserva (40 mg/kg), semillas oleaginosas (38 mg/
kg), grasas animales (22-24 mg/kg), carne de pescado (21 mg/kg), frutos de cascara (20-21 mg/kg)
y postres y helados (14 mg/kg) (EFSA, 2012). La presencia de ambas sustancias en alimentos secos
puede atribuirse en parte al uso de papel reciclado.

El grupo de trabajo también revisd la migracion de HAM en alimentos envasados con papel y
carton reciclados, encontrandose que cuando no se utilizan barreras funcionales (bolsas o recu-
brimientos que impidan la migracion) existe una transferencia significativa hacia los alimentos por
lo que deben realizarse anélisis de migracién y permeabilidad a lo largo del tiempo y considerar
ademas que la migracion desde el envase esta influida por la temperatura y solo los HAM de hasta
25 carbonos migran a temperatura ambiente (FoodDrink Europe, 2018).

EFSA (2012) estima, considerando los valores medios encontrados en los distintos grupos de
alimentos, que la exposicion cronica media de la poblacién europea esta en el rango de 0,03-0,30
mg/kg p.c./dia, y es méas alta en consumidores jovenes, en especial en edades de 3 a 10 afios, que
en adultos y ancianos. La migracion procedente de los envases de papel reciclado podria contribuir
significativamente a la exposicion total, pero hay poca informacion al respecto.
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La exposicion de los consumidores a los HAAM procedentes de contaminacion supone un 20 %
de la exposicion a los saturados HSAM, mientras que la aportacion de los HAM de uso alimentario
es minima y la exposicion a HAAM no se incrementa debido a este uso.

La preocupacion potencial asociada al consumo de HAM, tanto HAAM como HSAM, puede ser
de importancia en consumidores leales a una marca o que compran habitualmente el mismo pro-
ducto en la misma tienda, por estar expuestos a altos niveles de HAM de forma regular.

Dada la complejidad de las mezclas que constituyen los HAM se deben acometer estudios adi-
cionales tanto relacionados con técnicas analiticas como con la exposicion humana y sus efectos
reales sobre la salud para poder establecer recomendaciones y normativas. En este sentido Food-
Drink Europe (2018) ha propuesto una serie de herramientas, considerando las tres posibles rutas
de contaminacion, que pretenden ayudar en la reduccion del riesgo de contaminacion por HAM
implementando medidas en funcion de la ruta de entrada y el contaminante potencial.

2.4.3 Recomendaciones y consideraciones futuras
Los HAM pueden estar presentes en los alimentos tanto por contaminacion ambiental, como por
generarse o incorporarse durante su procesado, ademas de por migracion desde los materiales de
envase, en particular papel y carton. Los posibles efectos de los distintos compuestos que cons-
tituyen los HAM sobre la salud humana varian considerablemente dependiendo de su estructura
quimica. Por ello, de forma inmediata se deberia disponer de patrones y materiales de referencia
certificados de los componentes de los HAM para mejorar los métodos analiticos y los sistemas
de supervision para evaluar mejor los riesgos que plantean los HAM. Del mismo modo, en el futuro
deberia distinguirse entre HAAM y HSAM, y dentro de estos Gltimos en funcién de las estructuras
quimicas y el nimero de carbonos de la cadena, haciéndose necesarios més datos sobre la accion
de HSAM multi-ramificados y ciclicos. Con respecto a los grupos de alimentos donde se encuentran,
se deberian controlar los que contribuyen en mayor medida a la exposicion y aquéllos en los que se
utilizan aceites blancos. Se hace necesario identificar las fuentes de contaminacion a lo largo de to-
das las etapas del proceso de produccion de alimentos para disefiar sistemas de control adecuados.

La contaminacion de alimentos con HAM debido al uso de cartén reciclado como material de
embalaje se debe prevenir de forma eficaz incluyendo materiales que sirvan de barrera funcional
en el envase. Del mismo modo, es preciso realizar estudios toxicolégicos adicionales sobre los
diversos peligros que plantean las distintas fracciones de HAM enfocada en el rango de pesos
moleculares y subclases estructurales mas que en propiedades fisicoquimicas, como la viscosi-
dad. Se deberia investigar si la exposicion oral de los HSAM estéa asociada con enfermedades
autoinmunes sistémicas o con una funcion inmune alterada, asi como estudiar la transferencia a
los seres humanos de los resultados de los estudios sobre los HAM en animales. Finalmente, EFSA,
en su opinidn cientifica de 2012, sugeria la revision del grupo de IDAs temporales para los aceites
de baja y media viscosidad.

En 2017, la Comision Europea ha publicado la Recomendacion (EU) 2017/84, relativa a la vigilancia
de HAM en alimentos y objetos destinados a entrar en contacto con ellos (UE, 2017). En esta reco-
mendacion se insta a vigilar a lo largo de 2017 y 2018, pudiendo presentarse los (ltimos datos antes



del 28 de febrero de 2019, la presencia de HAM en los siguientes alimentos: grasas animales, pany
productos de panaderia fina, cereales para desayuno y articulos de confiteria (incluido chocolate
y cacao), carne de pescado y productos de pescado (pescado en conserva), cereales para con-
sumo humano, helados y postres, semillas oleaginosas, pasta, productos derivados de cereales,
legumbres, embutidos, frutos con cascara y aceites vegetales, asi como los materiales en contacto
con los alimentos utilizados para dichos productos. Sin embargo, para una aplicacion uniforme de
la Recomendacion y obtener resultados fiables, se deben seguir las directrices especificas del
laboratorio de referencia de la UE, pero alin no existen dichas directrices y se insta a los Estados
miembros a colaborar en la elaboracion de las mismas.

2.5 Micotoxinas de Claviceps

25.1 Identificacion y caracterizacion del peligro

Cornezuelo es el término utilizado para designar el micelio solidificado del hongo Claviceps pur-
purea, africana, fusiformis, sorghiy especies afines que pueden afectar a los pastos y cereales de
todo tipo. Los principales tipos de cereales afectados son centeno, triticale (Claviceps purpurea),
sorgo (Claviceps africana sorghi, sorghicola) y mijo perla (Claviceps fusiformis). Ademas, puede
afectar a trigo y cebada en primaveras con periodos largos de humedad y frio.

El cornezuelo (esclerocio), una especie de “cuerno” de color oscuro (de ahi el nombre) y a veces
blanco, que se forma en lugar del grano en las espigas de los cereales infectados a través de la
inflorescencia de la planta. Si no se hace una buena seleccion de granos antes de moler, se mezcla
con las harinas. La importancia de las buenas practicas agricolas y de procesado fue resaltada
por la Comision del Codex Alimentarius que en 2003 publicé un cédigo de practicas para prevenir
y reducir la contaminacién de los cereales por micotoxinas y lo revisé en 2016 el CAC/RCP 51-2003
(Codex Alimentarius, 2016).

Los esclerocios contienen alcaloides toxicos. Hay 40 alcaloides conocidos del cornezuelo, sien-
do ergometrina, ergotamina, ergosina, ergocristina, ergocriptina y ergocornina, y sus epimeros, los
predominantes. En el cornezuelo del sorgo, ademas son importantes la dihidroergosina y alcaloides
afines (Blaney et al., 2010). Los perfiles de distribucion y concentracion de alcaloides varian en
funcion de la cepa de Claviceps, el huésped, las condiciones meteorolégicas, pues la humedad
facilita su proliferacion, y la zona geografica. Por tanto, el contenido de alcaloides en un esclerocio
es variable pero puede llegar hasta el 0,5 % (Codex Alimetarius, 2016).

La intoxicacion por contaminacion de harinas por cornezuelo se conoce actualmente como ergo-
tismo y antiguamente mal de los ardientes, fuego sagrado o fuego de San Antonio y ha dado lugar a
graves intoxicaciones colectivas: estuvo muy presente en la Edad Media y actualmente, aunque ya
no siguen produciéndose grandes epidemias en el ser humano, siguen produciéndose epidemias
esporadicas locales en afios mas recientes y es frecuente en animales domésticos.

Hay dos formas sintoméaticas de ergotismo: gangrenoso y convulsivo. En la forma gangrenosa,
se percibe un efecto de hormigueo en los tejidos periféricos que conduce finalmente a la pérdida
de extremidades, mientras que en su forma convulsiva, el hormigueo va seguido de alucinaciones,
delirio y convulsiones de tipo epiléptico (Codex Alimentarius, 2016). Tras la ingestion de pequefias
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cantidades de alcaloides de cornezuelo, se producen sintomas agudos como vomito, espasmos,
dolor de cabeza, problemas cardiovasculares y disfunciones del sistema nervioso central, asi como
contracciones de (tero que dan lugar a sangrados y abortos. El consumo de altas concentraciones
da lugar a efectos téxicos agudos como trastornos circulatorios por vasoconstriccion del mascu-
lo cardiaco, pero también en rifiones y extremidades, acompafiados de alucinaciones, espasmos,
sensaciones disminuidas, paralisis, e incluso la muerte por paro cardiaco o respiratorio. La ingesta
cronica de cantidades moderadas de esos alcaloides puede afectar a la reproduccion (provocar
abortos, causa de peso bajo al nacer y lactancia deficiente). Cuando la ingestion cronica es alta
produce los sintomas que corresponden a la ingestion aguda de elevadas cantidades. Ademas, en
determinados grupos de consumidores (nifios pequefios y mujeres gestantes) puede haber efectos
indeseables en su salud cuando consumen productos horneados y harinas que contienen alcaloi-
des del cornezuelo (Maring, 2012).

En el afio 2000, la Comision Europea establecid un limite de 0,05 % de esclerocios como requisito
de calidad para los cereales en régimen de intervencion y, basandose en datos toxicolégicos, Suiza
y Alemania, han considerado los limites de alcaloides totales de cornezuelo en centeno para con-
sumo humano de 100 pg/kg y 400-500 pg/kg, respectivamente (Mariné, 2012).

La contaminacion de alcaloides del cornezuelo es un problema de importancia en piensos pues
el ganado bovino, ovino y las aves de corral son sensibles a las toxinas del cornezuelo del centeno.
La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2005) concluy6 que no se podia establecer
una relacion entre cantidad de esclerocios y de alcaloides del cornezuelo, ya que la concentracion
de alcaloides en los esclerocios es muy variable (0,01-0,5 %), pero asumiendo una media de 0,2
%, un nivel de 0,05 % de esclerocio alcanza un contenido total de 1 000 pg/kg de alcaloides. En
Estados Unidos y Canada, el nivel maximo permisible de esclerocios en grano es de 300 mg/kg. En
lo relativo a los piensos, Canadé y Uruguay han establecido limites que varian de 450 a 9 000 pg/kg,
en funcion del animal (Mariné, 2012). Posteriormente, EFSA (2017) realiz6 un estudio en alimentos y
piensos sobre la exposicion a los 12 alcaloides principales del cornezuelo, ergometrina, ergosina,
ergocornina, ergotamina, ergocristina, ergocryptina, los isémeros o y 3, y sus correspondientes
epimeros inina-S. Se encontr6 una relacion lineal estadisticamente significativa entre el contenido
de esclerocios y los niveles de alcaloides cuantificados en distintos granos de cereal (cebada,
avena, centeno, triticale y trigo). Sin embargo, la ausencia de esclerocios no excluye la presencia
de alcaloides en muestras donde no se identificaron esclerocios por tener contenidos por debajo
de los limites de cuantificacion, lo que serian falsos negativos.

El polvo del cornezuelo es muy fijo y se adhiere con facilidad a la superficie de los granos, hecho
que se debe tener en cuenta en las labores de limpieza en las que se deben retirar los cuerpos del
cornezuelo y el polvo de la remesa de cereal en la mayor medida posible. Los procedimientos de
limpieza del grano se deben adaptar para lograr una eficacia maxima e implementar un segundo
proceso de limpieza para el grano previamente limpiado (Codex Alimentarius, 2016).

La toxicidad aguda del cornezuelo del centeno es relativamente baja. Las dosis mortales por
polvo de esclerocios se cifran en 10-15 gramos. Considerando que una persona consuma 300-400
g de pan al dia, este tendria que contener un 3 % de cornezuelo aproximadamente, lo que seria



apreciable a simple vista en la harina, pues tendria manchas violetas, marronaceas o azules. Es
mas dificil de detectar y evaluar las consecuencias de un consumo reiterado de dosis bajas o muy
bajas. Con respecto a las dosis farmacoldgicas por via oral de los alcaloides, las indicaciones para
la ergotamina estan en 6 mg/dia o 10 mg/semana. Hay que considerar que las grandes intoxicacio-
nes historicas se debian a infestaciones importantes, a que no se controlaba la calidad del grano y
a que la ingestion era reiterada. Por otra parte, si la ingestion es de los esclerocios solidos, s6lo se
absorbe una parte de sus componentes y, ademas, la preparacion de los cereales y sus derivados,
como la panificacion, inactiva, segin algunos hasta el 50 %, la actividad de los alcaloides. Ademas,
es conocido que los alcaloides del cornezuelo no presentan carcinogenicidad e incluso alguno pre-
senta el efecto opuesto por lo que se ha investigado su uso como agentes citostaticos, aunque no
queda claro si la exposicion a esos alcaloides en la dieta tiene capacidad para mitigar los efectos
carcinogenos (De Ruyck et al., 2015).

2.5.2 Evaluacion de la exposicion y riesgos potenciales

EFSA (2012) evalud los datos disponibles sobre presencia y eventuales efectos de los alcaloides
del cornezuelo en alimentos y piensos en la Union Europea y, considerando que es tolerable una
ingesta diaria de 0,6 pg/kg p.c./diay 1 pg/kg p.c./dia para la dosis de referencia aguda del grupo de
alcaloides totales de cornezuelo del centeno (la toxicidad de los principales alcaloides se conside-
ra bastante parecida), concluyo que los datos existentes no implican riesgo para ninglin subgrupo
de poblacion humana. Posteriormente, evalué un nimero mucho mayor de muestras, especialmen-
te de alimentos procesados obteniendo resultados similares (EFSA, 2017). En ambas evaluaciones
se mencion6 que la primera infancia es una etapa de mayor riesgo de ingestion con una exposicion
aguda estimada de 0,02 pg/kg p.c./dia en bebés y de 0,32 pg/kg p.c./dia en nifios mayores. No hay
un riesgo mayor en las personas vegetarianas. Los alimentos en los que se habia detectado méas
presencia de alcaloides son el centeno y derivados, aunque sin descartar que pueda haber otras
fuentes de contaminacién no estudiadas hasta el momento. Uno de los productos recientemente
evaluados ha sido la cebada y su derivado, la cerveza, donde se observé como las concentraciones
iniciales de alcaloides en la cebada se reducian a lo largo del proceso hasta quedar en niveles muy
reducidos en el producto final (<10 pg/l), por lo que la cerveza no puede considerarse como una
fuente de alcaloides de cornezuelo en la dieta (Bauer et al., 2016).

Con respecto al ganado, EFSA (2012, 2017) indic6 que en condiciones normales el riesgo de toxi-
cosis es bajo, siendo los cerdos para engorde los de mayor nivel de exposicion, pero que hay mas
posibilidades de ingerir dosis significativas de los alcaloides en las personas.

En las evaluaciones del Instituto Aleméan de Evaluacion de Riesgos (BfR), se puso de manifiesto
el riesgo potencial para los consumidores de porciones grandes de productos a base de cereales
contaminados con niveles superiores a 64 pg de alcaloides del cornezuelo por kg de producto y se
considera que el contenido de alcaloides de cornezuelo permanece constante durante la elabora-
cion (Fajardo et al., 2012). Ello indica que el nivel de 64 pg/kg es razonable si la cantidad inicial de
alcaloides del cornezuelo presente en los cereales o harinas es baja, situada entre 100 y 250 pg/kg
en funcion de la receta del producto.
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La Comision Europea establecié un nivel maximo de 0,5 g de esclerocios del cornezuelo en un kg
de cereales sin elaborar, comercializados para una primera fase de transformacion de los cereales,
con excepcion del maizy el arroz (UE, 2015). El nivel maximo se podria ampliar en el futuro, cuando
se hayan reunido més datos sobre el contenido de alcaloides de cornezuelo en cereales elabora-
dos, donde los esclerocios del cornezuelo no son visibles.

En la determinacion analitica de los alcaloides del cornezuelo, cabe destacar la existencia de
varios compuestos de referencia de los alcaloides y su alta inestabilidad. Este hecho junto con la
preparacion de muestra en ausencia de luz para evitar la formacion de compuestos derivados de
su accion, deben ser tenidos rigurosamente en cuenta durante las distintas etapas de su analisis.
Hay diversas técnicas analiticas que pueden utilizarse, desde métodos espectroscépicos, los mas
antiguos, hasta la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acoplada a detector de masas,
pasando por la inmunologia y la cromatografia de gases y existe un método de HPLC con detector
de fluorescencia validado internacionalmente (EFSA, 2012y 2017).

2.5.3 Recomendaciones y consideraciones futuras

La ausencia real de un peligro tiene que estar muy demostrada para dejar de considerarlo en la le-
gislacion alimentaria. En el caso de los alcaloides del cornezuelo, no parece que haya un problema
importante si se siguen las recomendaciones de cultivo y almacenamiento, pero si que es nece-
sario estudiarlo y hacer un seguimiento pues podria ser que ciertas practicas agricolas pudieran
comportar algln riesgo si no se toman las precauciones adecuadas. Parece bastante evidente que,
aunque el riesgo en la practica es bajo, hay que incluir el seguimiento y el control de la presencia
de alcaloides del cornezuelo en alimentos y piensos, de la misma manera que se hace con otras
micotoxinas.

Segtn la Comision Europea hay que disponer de méas datos de presencia de alcaloides de cor-
nezuelo en piensos y alimentos, especialmente los procesados, y utilizar métodos analiticos con
suficiente sensibilidad para detectarlos y cuantificarlos y asi poder relacionar la cantidad de escle-
rocios de la planta con la concentracion de alcaloides. Se podria considerar otro plan de muestreo
y un método diferente para evaluar el nivel de contaminacion y tener en cuenta que el polvo del
cornezuelo también puede contaminar el cereal sin que sea visible.

Los cuerpos del cornezuelo y su polvo fino adherido a la superficie de los granos y en el surco
tienen que evitarse y retirarse de la cadena de elaboracidn. La prevencién de la contaminacion con
alcaloides de cornezuelo no queda totalmente cubierta por las disposiciones generales del Codigo
de practicas para prevenir y reducir la contaminacion de los cereales por micotoxinas (CAC/RCP
51-2003) por lo que se hace necesario un anejo especifico para tratar los puntos no incluidos en las
disposiciones generales.

2.6 Toxinas de Alternaria

2.6.1 ldentificacion y caracterizacion del peligro

El género Alternaria fue definido originalmente en 1816 y desde entonces se han descrito numero-
sas especies de Alternaria sp. El género produce méas de 70 micotoxinas, siendo las mas importan-



tes el alternariol (AQH), alternariol monometiléter (AME), altenueno (ALT), acido tenazénico (TeA),
tentoxina (TEN), toxinas de Alternaria alternata f. sp. Lycopersici (toxinas AAL) y las altertoxinas
(ATX) 1, 11, 111 (ATX-1, -1, -111). Entre las principales especies productoras de micotoxinas se incluyen:
A. alternata, A. arborescens, A. brassicae, A. brassiciola, A. citri, A. cucumerina, A. dauci, A. gaisen,
A. jaoinica, A. kikuchiana, A. longipes, A. mali, A. pori, A. racina, A. radicina, A. solani, A. tenuissina

(Tabla 1).

Tabla 1. Especies productoras de micotoxinas de Alternariay alimentos que contaminan

Micotoxina

Especie productora

Alimentos implicados

Acido tenuazénico
(TeA)

A. alternata, A. brassicae, A.
brassiciola, A. citri, A. jaoinica,
A. kikuchiana, A. mali, A. pori, A.
racina, A. tenuissina

Aceitunas, frutas citricas, manzanas y zumo,
pimienta, semillas de girasol, sorgo, tomate,
trigo, especias, naranja, limén, remolacha
roja, bebidas alcoholicas, hortalizas y deri-
vados, alimentos infantiles

Altertoxina I-1I-11 (ATX)

A. alternata, A. arborescens, A.
brassicae, A. gaisen, A. longipes,
A. mali, A. radicina, A. tenuissima

Manzana y zumo, sorgo

Alternariol (AOH)

A. alternata, A. arborescens, A.
brassicicola, A. citri, A. cucu-
merina, A. dauci, A. gaisen, A.
tenuissima

Avena, pimiento, tomate, manzana y zumo,
especias, semillas de girasol, naranja, limon,
trigo, legumbres, bebidas alcohélicas, horta-
lizas y derivados

Alternariol monometil
éter (AME)

A. alternata, A. arborescens, A.
brassicae, A. brassicicola, A.
citri, A. cucumerina, A. dauci, A.
gaisen, A. kikuchiana, A. longi-
pes, A. mali, A. porri, A. solani, A.
tenuissima

Aceitunas, cebada, centeno, frutas citricas,
manzana y zumo, meldn, hortalizas y deriva-
dos, pimienta, bebidas alcohdlicas, semillas
de girasol, sorgo, tomate, legumbres, trigo,
pimiento, especias, naranja, limén, alimen-
tos infantiles

Altenueno (ALT)

A. alternata, A. arborescens, A.
citri, A. gaisen, A. porri, A. te-

Granos de cereales y derivados, semillas de
oleaginosas, aceites de semillas, hortalizas

nuissina y derivados

Tentoxina (TEN) A. alternata, A. mali, A. porri, A. | Granos de cereales y derivados, aceites de
tenuissima semillas, hortalizas y derivados

ALL-toxina A. alternata Granos de cereales y derivados

Fuente: (Soriano, 2007) (Barkai-Golan, 2008) (Ostry, 2008) (Barros et al., 2011) (Pavon et al., 2012).

Las temperaturas de crecimiento 6ptimas para el género Alternaria oscilan entre 22y 30 °C, aunque
puede crecer y producir micotoxinas entre 0y 6,5 °C en las regiones mas frias y con baja actividad
de agua. El género Alternaria deteriora alimentos durante el transporte y el almacenamiento, in-
cluso en alimentos refrigerados por debajo de la temperatura marcada. Por este motivo, las mico-
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toxinas de Alternaria se encuentran con frecuencia en una gran variedad de productos vegetales
frescos y procesados (Tabla 1).

La presencia de micotoxinas de Alternaria en alimentos es probable en las condiciones dptimas
de crecimiento (Soriano, 2007) (Barkai-Golan, 2008) (Ostry, 2008) (Barros et al., 2011) (Pavon et al.,
2012). El consumo humano directo de alimentos infectados de forma visible con hongos es impro-
bable en humanos. Los alimentos mas probablemente contaminados con micotoxinas de Alternaria
son frutas y verduras (Tabla 1). Sin embargo, es frecuente encontrarlas en alimentos procesados
como salsas de tomate, conservas, mermeladas, vino o zumos de fruta (Fernandez-Cruz et al., 2010).
La presencia de micotoxinas de Alternaria en cereales es muy com(n debido al almacenamiento de
los granos en condiciones favorables para el crecimiento del hongo (Logrieco et al., 2003). También,
se ha detectado la presencia de AME y TeA en preparados infantiles que contenian cereales en su
composicion (Scoot et al., 2012). En semillas oleaginosas como la colza, el girasol, el sésamo y la
linaza se ha determinado la presencia de AOH y AME (Visconti et al., 1986) (Ostry et al., 2004) (Ostry,
2008), al igual que en legumbres como las lentejas y |a soja (Barkai-Golan, 2008) (Barros et al., 2011).

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que el AME posee una mala absorcion en el tracto gas-
trointestinal; no obstante, la proporcion absorbida se metaboliza y persiste en los tejidos (Pollock et
al., 1982) (Pfeiffer et al., 2007). EI AOH y el AME producen metabolitos hidroxilados, principalmente
catecoles, a través del citocromo P-450. La importancia de los catecoles radica en su capacidad
para formar intermediarios reactivos tales como quinonas y semiquinonas que son capaces de pro-
ducir especies reactivas del oxigeno (ROS) e unirse al ADN dando lugar a aductos de ADN (Solhaug
etal., 2012). El AOH y el AME (Figura 2) tienen 3y 2 grupos hidroxilo fenélicos respectivamente, que
reaccionan con el 4cido uridindifosfato glucurénico (UDPGA), mediante enzimas uridinglucuronil-
transferasas (UGTs), microsomas intestinales y hepéticas formando conjugados glucurdnidos tales
como AOH-3-0-glucurénido, AOH-9-0-glucurénido y AME-3-0-glucurdnido (Pfeiffer et al., 2009).
Ambas micotoxinas de Alternaria se glucuronidan facilmente en tejidos hepéaticos y extra hepati-
cos. Estas micotoxinas ademas pueden formar conjugados sulfatados mediante sulfotransferasas
y por biometilacion compuestos 0- metilados (Pfeiffer et al., 2007) (Burkhardt et al., 2009, 2011). Por
tanto, aunque el AOH no se absorbe facilmente en el tracto gastrointestinal, una vez biotransforma-
do en higado y excretado via biliar al duodeno, se absorbe rapidamente desde el lumen intestinal y
alcanza la sangre portal en forma de aglicona, glucurénido y sulfato (Burkhardt et al., 2011).

0—CH;

CH; O
e
HO 0 0

Alternariol (AOH) Alternariol monometiléter (AME)

Figura 2. Estructura quimica del alternariol y alternariol monometiléter



Los metabolitos de Alternaria exhiben diferentes actividades hiolégicas tales como propiedades
antimicrobianas, fitotoxicas y citotoxicas. Por ejemplo, la porritoxina de la especie endofitica de
Alternaria porri se ha estudiado como agente quimioprotector del cancer (Horiuchi et al., 2006).
La depudecina es un metabolito de la especie A. brassicicola, inhibidor de la histonadeacetilasa
(HDAC), que presenta un potencial antitumoral (Kwon et al., 2003). Por otra parte, el TeAy la TEN se
han estudiado como posibles herbicidas (Lou et al., 2013).

Se dispone de escasos estudios de toxicidad aguda y crénica experimentales en especies anima-
les. Como se observa en la tabla 2, los animales de experimentacion o embriones se exponen a ex-
tractos crudos de hongos de Alternaria o micotoxinas tales como AOH, AME, mezcla de AOH+AME,
ALT, ATX-1, ATX-1l y TeA por diferentes vias de administracién, oral, intravenosa, intraperitoneal
y subcutanea (Tabla 2). De todos los estudios de toxicidad aguda realizados, (inicamente la TeA
mostrd valor de DL, en pollos de 1 dia y en ratones, variando entre 37,5 a 225 mg/kg p.c./dia. En |a
tabla 2, también se observan algunos efectos de toxicidad crénica obtenidos tras la exposicion de
animales de experimentacion a diferentes dosis de micotoxinas de Alternaria.

Estudios in vitro evidencian que algunas micotoxinas de Alternaria provocan genotoxicidad en
bacterias y células de mamiferos (Tiessen et al., 2013), efectos clastogénicos y de induccion de
rotura del ADN en diferentes células de mamiferos (Lehmann et al., 2006) (Wollenhaupt et al., 2008)
(Fehr et al., 2009).

En humanos se ha observado que en personas inmunodeficientes (transplantados o enfermos
de Cushing) causan infecciones oportunistas, alternariosis cutanea (placas pardorojizas papulo-
nodulares, pustulosas o ulcerocostrosas localizadas (Schracher et al., 2001) (Vieira et al., 2006).
Igualmente se relaciona con rinosinusitis, oculomicosis, y onicomicosis (Pastor y Guarro, 2008).
Como en el caso de otros hongos en algunos pacientes la exposicion a esporas o sus micotoxinas
en el contexto del sindrome de hipersensibilidad a moho y humedad (dampness and mold hypersen-
sitivity syndrome) puede producir sintomas del espectro inflamatorio, reumatoldgico o neurolégico
(Valtonen, 2017).

Por otro lado, el género Alternaria causa reacciones de rinoconjuntivitis y asma mediadas por IgE
(de Vouge et al., 1998) (P4ivi et al., 2006). La especie A. alternata se considera un potente alérgeno,
ya que se asocia a asma bronquial severo y es uno de los hongos que mas sensibilizacion produce
en pacientes alérgicos. Sin embargo, las reacciones alérgicas por ingesta de alimentos y atribuido
a contaminacion por hongos es extremadamente rara (Bobolea et al., 2009).

Con los datos disponibles actualmente, no se puede establece una asociacion entre micotoxinas
de Alternaria y elevada incidencia de cancer de es6fago en humanos debido a multiples factores
limitantes como son la presencia en las mismas muestras de concentraciones elevadas de otros
compuestos carcindgenos, sesgo de datos, etc., no considerados en dichos estudios (Liu et al.,
1991, 1992) (Yekeler et al., 2001) (EFSA 2011).
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Tabla 2. Efectos toxicos de las micotoxinas de Alternaria mediante ensayos in vivo

Especie Micotoxina | Viay dosis Tipo de ensayo Efectos Referencia
Ratén AOH, AME i.p. 100,200, 400 mg/ Toxicidad aguda Espasmos géstricos Pero et al.
kg p.c. (1973)
AOH+AME (100+100) mg/
kg p.c.
AOH s.¢. 100 mg/kg p.c. dia Reproducciony Aumento de muertes.
Administracion a 9-12 desarrollo Reabsorcion parcial o
dias de la gestaciony a total del feto
13-16 de la gestacion
AOH 200y 1000 mg/kg p.c. Toxicocinética Baja absorcion sistémica, | Schuchardt
(AOH radiomarcado) 90 % de la dosis total se etal. (2014)
excreta por las heces
y hasta 9 % a través
de la orina. Niveles
significativos en sangre
(0,5 uM)
3x2000 mg/kg (0, 24,y Genotoxicidad. No se observo efecto
45 horas), tras 48 horas Ensayos de genotoxico en médula
los ratones se sacrifican microndcleos y 6sea ni en tejido hepatico
cometa
AME Alimento: 50 mg/kg p.c. Carcinogenicidad Displasia de la mucosa Yekeler et
10 meses esofagica al. (2001)
ALT i.p. 50 mg/kg p.c. Muertes: 1/3 Pero et al.
(hembras) (1973)
ATX-| i.p. 100 y 200 mg/kg p.c. Muertes: 0/8 (100 mg/kg
(hembras) p.c.); 8/8 (200 mg/kg p.c.)
ATX-Il i.p. 100 y 200 mg/kg p.c. Muertes: 0/2 (100 mg/kg
(hembras) p.c.) 2/2 (100 mg/kg p.c.)
TeA Sal sodica i.v. DL,,= 162 (machos); Smith et al.
DL,,= 115 (hembras) (1968)
Sal sodica oral DL,;= 186 mg/kg p.c.
Toxicidad aguda (machos); DL, = 81 mg/kg
p.c. (hembras)
iv. DL,;= 125 mg/kg p.c. Woodey y
(machos) Chu (1992)
ip. DL,;= 150 mg/kg p.c.
(machos)
s.C. DL,;= 145 mg/kg p.c.
(machos)
Oral DL,;= 225 mg/kg p.c.

(machos)




Tabla 2. Efectos toxicos de las micotoxinas de Alternaria mediante ensayos in vivo

Especie Micotoxina | Viay dosis Tipo de ensayo Efectos Referencia
Rata AME, AOH AOH: 21 dias con 39 mg/ Toxicidad crénica | No hay evidencia de Sauer et al.
kg y dia AME: 21 dias toxicidad (1978)
con 24 mg/kg y dia
TeA Sal sodica i.v. DL,,= 146 mg/kg p.c. Smith et al.

(machos); DL,= 157 mg/ (1968)
kg p.c. (hembras)

Toxicidad aguda
Sal sédica oral DL,;= 180 mg/kg p.c.

(machos); DL,= 168 mg/
kg p.c. (hembras)

Hamster | AME i.p. 200 mg/kg p.c. el dia8 | Reproducciény Dosis toxicas para Pollock et
de la gestacion desarrollo la madre. Aumento al. (1982)
de reabsorciones y
disminucién del peso

del feto
Pollo de TeA Oral DL,;= 37,5 mg/kg p.c. Giambrone
1diade etal. (1978)
vida
Toxicidad agud
Embrién | AME,AOH | ip. 1000 (AGH), 500 ouciaadaguaa o mortalidad Griffiny
de pollo (AME) pg por huevo Chu (1983)
TeA 10 pg/ml de TeA DL, ;= 0,548 mg/huevo

Abreviaturas: AOH: alternariol; AME: alternariol monometil éter; TeA: acido tenazoico; ip.: intraperitoneal;
sc.: subcutanea; p.c.: peso corporal.

2.6.2 Evaluacion de la exposicion y caracterizacion del riesgo

Las mayores concentraciones de micotoxinas de Alternaria encontradas en alimentos segin EFSA
se detallan a continuacion (EFSA, 2016). Para el tratamiento de los datos en los que no se detecta
micotoxina, se sigue (segin recomienda EFSA, 2010) la guia que sugiere el enfoque del limite inferior
(LB) donde los valores por debajo del limite de cuantificacion (LOQ) y el limite de deteccion (LOD) se
reemplazan por ceroy para el limite superior (UB) los valores por debajo del LOD se reemplazan por
el LOD y aquellos por debajo del LOQ se reemplazan por el valor del LOQ. Asi, las concentraciones
mas altas de AOH se han encontrado en castafias (LB= 43,9 pg/kg, UB= 44,5 pg/kg), seguidas de
avena (LB= 35,3 pg/kg, UB= 39,7 pg/kg), trigo sarraceno (LB= 27,9 pug/kg, UB= 33,1 pg/kg) y semillas
de girasol (LB=22,4 ug/kg, UB=29,1 pg/kg). En el caso del AME, las mayores concentraciones se en-
contraron en castafias (LB= 16,8 pg/kg, UB= 17,5 pg/kg), seguidas de semillas de sésamo (LB=11,3
Hg/kg, UB=11,8 pg/kg), trigo sarraceno (LB= 10,1 pg/kg, UB= 11,0 ug/kg) y avena (LB=6,4 yg/kg, UB=
7,1 pg/kg). Respeto al TEN, las semillas de girasol presentaron las concentraciones mas altas (LB=
79,0 ug/kg, UB=82,0 ug/kg). Para el TeA todos los alimentos analizados contenian concentraciones

muy superiores al resto de micotoxinas de Alternaria analizadas. Las concentraciones mas eleva-
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das se obtuvieron en pimentén en polvo (LB=8 801,0 ug/kg, UB= 8 802,0 pg/kg) y moras (LB= UB=5
742,0 ug/kg). El resto de alimentos contenian concentraciones de TeA muy superiores a las concen-
traciones en alimentos del AOH y AME. Por poner algan ejemplo, las castafias contenian niveles de
TeA de 793,0 pg/kg (LB) y 794 ug/kg (UB) y las semillas de girasol 563,0 pg/kg (LB) y 570 pg/kg (UB).

Actualmente no hay legislacion sobre toxinas de Alternaria en alimentos ni en piensos en Europa
o0 en otras regiones del mundo. EFSA considera las siguientes micotoxinas AOH, AME, TeA, iso-TaA,
ATX, TEN, ALT y toxinas AAL (por su mayor presencia en alimentos y piensos) para llevar a cabo la
evaluacion de riesgos en alimentos y piensos (EFSA 2011, 2016). Debido a los pocos datos de toxi-
cidad disponibles de las micotoxinas de Alternaria, el Panel CONTAM de EFSA utiliza el concepto
de umbral de preocupacion toxicoldgica (Threshold of Toxicological Concern, TTC) para evaluar
el nivel relativo de preocupacion de estas micotoxinas para la salud humana. El Panel concluyd
que para las toxinas genotoxicas de Alternaria (AOH y AME), las exposiciones dietéticas cronicas
medias estimadas en el limite superior (UB) y las exposiciones dietéticas del percentil 95 excedian
el valor TTC (2,5 ng/kg p.c./dia). Esto indica la necesidad de datos adicionales de toxicidad espe-
cifica del compuesto ya que suponen un riesgo para la salud. Para las toxinas de Alternaria no
genotoxicas por el test de mutagenicidad en bacterias (TeAy TEN con un valor de TTC de 1500 ng/
kg p.c./dia), las estimaciones de exposicion probablemente no sean un problema de salud humana
considerando las concentraciones encontradas en los alimentos evaluados (EFSA, 2016).

EFSA ha determinado los niveles de exposicion diarios de las micotoxinas de Alternaria para dis-
tintos grupos de poblacion (Tabla 3) (EFSA, 2011). En la estimacion de la exposicion cronica a esta
micotoxinas se consideran (inicamente alimentos de origen vegetal, puesto que no se ha demostra-
do la presencia de micotoxinas de Alternaria en alimentos de origen animal (EFSA, 2011, 2016). Los
alimentos incluidos en dicho estudio fueron: granos y productos a base de granos, vegetales y pro-
ductos a base de vegetales (principalmente tomate), frutas y productos a base de frutas incluyendo
zumos de frutas y vegetales, cerveza, vino, aceite de semillas y aceites vegetales (principalmente
aceite de girasol y semillas de girasol). La exposicion cronica a través de la dieta se calcula tnica-
mente para dos grupos de edad, nifios y adultos.

En la tabla 3 se muestra la exposicion dietética media (consumo promedio en la poblacion) y la
exposicion dietética alta (consumo de alimentos en el percentil 95 en la poblacion) a micotoxinas
de Alternaria segun los informes de EFSA (2011, 2016). La exposicion se calculd por separado para
cada encuesta dietética utilizando datos de consumo a nivel individual. Los datos de consumo de
alimentos individuales se combinaron con los valores medios de presencia de micotoxinas en el
alimento para proporcionar las estimaciones de exposicion. Las estimaciones de exposicion se cal-
cularon para ambos escenarios, LB (limite inferior) y UB (limite superior). Hay que destacar que en
el informe se nombra que hay muchas muestras donde no se detectan micotoxinas de Alternaria, al
estar por debajo del limite de deteccion o del limite de cuantificacion. Como se muestra en la tabla
3, la comparacién demuestra que el mayor consumo de alimentos por kg de peso corporal en nifios
supone una exposicion dietética mayor en comparacion con los adultos (factor de 2 a 3).



Tabla 3. Estimacion de la exposicion cronica a alternariol (AOH), alternariol monometiléter (AME), acido
tenazonico (TeA) y tentoxina (TEN) a través de la ingesta en adultos y nifios
Micotoxina Exposicion media a través de la dieta Percentil 95 %
(ng/kg p.c./dia) (ng/kg)
Nifios Adultos Nifos Adultos
(LB-UB)" (LB-UB)" (LB-UB)" (LB-UB)"
AOH 3,8-716 1,9-39,0 11,4-270,5 5,9-82,0
AME 3,4-38,8 0,8-4,7 10,3-97,3 3,1-15,0
TeA 100,0-1 614,0 36,0-141,0 209,0-1 216,0 89,0-362,0
TEN 1,6-33,4 0,01-7,0 4,9-54,4 0,0-13,0

“Nifios (12-36 meses), adultos (18-65 afios); LB (lower bound): limite inferior; UB (upper bound): limite superior.
Fuente: (EFSA, 2016).

Debido a la presencia de estas micotoxinas principalmente en alimentos vegetales, los vegetaria-
nos pueden estar mas expuestos a estas toxinas debido a la mayor ingesta de alimentos de origen
vegetal. No se dispone de muchos datos de consumo, pero considerando encuestas dietéticas con
sujetos vegetarianos, como se muestra en la tabla 4, el informe de EFSA demuestra que la exposi-
cion cronica a las cuatro micotoxinas de Alternaria (AOH, AME, TeAy TEN) a través de la ingesta es
mayor en los vegetarianos que en |la poblacion general (EFSA, 2016). No obstante, debido al tamafio

muestral, esta conclusion debe interpretarse con cautela.

Tabla 4. Comparacion de la exposicion a alternariol (AQH), alternariol monometileter (AME), acido tena-
zonico (TeA) y tentoxina (TEN) en vegetarianos adultos y poblacion adulta total de una encuesta dietética
seleccionada (Encuesta Nacional de Nutricion I, Alemania)
Micotoxina Exposicion media a través de la dieta Percentil 95 %
(ng/kg p.c./dia) (ng/kg)
Vegetarianos Poblacion total Vegetarianos Poblacién total
(LB-UB) (LB-UB) (LB-UB)" (LB-UB)"

AOH 35-144 2,1-89 11,3-45,5 7,8-31,8

AME 1,8-10,3 1,1-74 8,1-29,8 4,2-19,7

TeA 127,0-227,0 87,0-186,0 442,0-592,0 263,0-403,0

TEN 1,6-5,2 0,8-33 45-12,4 3,3-10,7

“Vegetarianos (n= 237), poblacion total (n= 10 419); LB (lower bound): limite inferior; UB (upper bound): limite

superior. Fuente: (EFSA, 2016).
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2.6.3 Estrategias de mitigacion de micotoxinas

Las estrategias previas y posteriores a la cosecha se utilizan para tratar de eliminar las micotoxinas
en los alimentos y los piensos y prevenir sus efectos adversos sobre la salud de los seres humanos
y animales. Evitar la formacién de micotoxinas en el campo seria el mejor método de prevencion,
pero a menudo no es suficiente y se deben emplear otros métodos. Las estrategias de prevencion
durante el cultivo y el almacenamiento tienen como objetivo la seleccion de variedades de cultivos
que puedan resistir el ataque de hongos; evitar temperaturas favorables para el desarrollo de los
hongos; evita que la floracién coincida con la liberacion de esporas; utilizar técnicas de cultivo
adecuadas para reducir el riesgo de contaminacion por hongos; evitar el ataque de insectos; uso de
técnicas de biocontrol; controlar el contenido de humedad y la concentracion de oxigeno durante el
almacenamiento; etc. Sin embargo, muchas veces estas medidas no se siguen correctamente o0 no
producen cultivos libres de micotoxinas. En estos casos, es necesaria una etapa de descontamina-
cion o degradacion de las micotoxinas transformandolas en metabolitos menos téxicos.

Entre los métodos para reducir o eliminar la presencia de las micotoxinas en los alimentos se
incluyen la reduccion quimica mediante el uso de sustancias quimicas durante el procesamiento
de alimentos, el uso de técnicas durante el tratamiento del alimento y la reduccion de la bioaccesi-
bilidad de las micotoxinas una vez absorbidas.

En la reduccion quimica se usan sustancias que han demostrado ser eficaces para transformar
las micotoxinas en metabolitos menos téxicos o inactivarlos completamente. Entre estos compues-
tos se incluyen los isotiocianatos (ITC), compuestos reactivos naturales antimicrobianos que inhi-
ben el crecimiento del hongo (Azaiez et al., 2013) (Nazareth et al., 2016).

Aunque las micotoxinas son compuestos estables, algunos tratamientos alimentarios como lim-
pieza, molienda, fermentacion con levaduras (cerveza, panificacion), coccion, horneado, fritura,
asado, enlatado, descascarillado, etc. pueden afectar la estructura quimica de algunas de ellas 'y
reducir su toxicidad (Bretz et al., 2006) (Meca et al., 2012a, 2013a, b).

Y por dltimo, se ha comprobado la reduccién de la bioaccesibilidad de las micotoxinas en el
tracto gastrointestinal mediante el empleo de cepas probidticas (Lactobacillus animalis, Lb. Casei,
Lb. Casei, Lb. Plantarum, Lb. Rhuminis, Lb. Casei casei, Bifidobacterium breve, Bf. Adolescents, Bf.
Bifidum, Corynebacterium vitaeruminis, Streptococcus faecalis, Eubacterium crispatus y Saccha-
romyces cerevisiae). Los probidticos se emplean porque el acido lactico que producen las bacte-
rias se considera un agente detoxicante en el tracto gastrointestinal. Los mayor efectividad se ha
obtenido con cepas de Lactobacillus rhamnosus (Meca et al., 2012b). Otros sistemas de reduccion
de la bioaccesibilidad son el empleo de los prebiéticos celulosa e inulina, de las fibras dietéticas
como galactomanano, glucomanano, fibra de citricos, fibra de bambd, fibra de zanahoria, fibra de
pastel, beta-glucan, xilan, y celulosa; y de los ingredientes de proteinas como el suero de leche,
beta-lactoglobulina y caseinato de calcio (Luz et al., 2017).

2.6.4 Conclusiones y consideraciones futuras
Se encontraron micotoxinas de Alternaria (AOH, AME, TeA y TEN) en ciertos granos y productos a
base de granos, tomate y productos de tomate, semillas de girasol y aceite de girasol, frutas, zumos



y productos de frutas, en cerveza y vino. La TeA fue la micotoxina de Alternaria con concentra-
ciones mas altas encontradas en productos a base de tomate, frutos secos, semillas oleaginosas,
granos y frutas.

La mayor exposicion a través de la dieta se estimd en vegetarianos y en nifios debido principal-
mente a una mayor exposicion a “alimentos a base de cereales para bebés y nifios pequefios”.

Se necesita mas informacion sobre la toxicocinética, incluido el metabolismo de las micotoxinas
de Alternaria con mayor relevancia toxicoldgica, asi como datos de toxicidad cronica, los cuales
escasean en la mayoria de las micotoxinas de Alternaria.

Es necesario generar mas datos analiticos sobre toxinas de Alternaria en productos alimenticios
relevantes (por ejemplo, frutas y productos de frutas, tomates y productos a base de tomate, ali-
mentos a base de cereales para bebés y nifios pequefios, entre otros) y desarrollar métodos anali-
ticos mas sensibles que permitan reducir la incertidumbre asociada a la exposicion a las diferentes

toxinas de Alternaria.

2.7 Micotoxinas de Fusarium (Eniatinas, Nivalenol)

2.1.1 Identificacion y caracterizacion del peligro

Las micotoxinas emergentes de Fusarium tales como eniatinas (Ens) y nivalenol (NIV) estan ga-
nando interés debido a que no estan ain reguladas y/o por su aparicién concomitante con otras
micotoxinas (EFSA, 2014b, 2017) (Moretti et al., 2018). Las Ens pueden estar presentes en cantidades
significativas en granos tales como trigo infectado con £ avenaceum. EI NV se encuentra en trigo,
maiz, cebada, avenay arroz infectados con F. crookwellence o F. poae principalmente, en condicio-
nes determinadas de humedad y temperatura (EFSA, 2013, 2014b). Las Ens, de entre las de mayor
prevalencia de estas toxinas, suelen encontrarse junto a bauvericina, deoxinivalenol, moniliformina
y fumonisinas (Meca et al., 2010) (Svingen et al., 2017).

2.7.1.1 Estructura quimica
Las Ens son un grupo amplio de hexadepsipéptidos ciclicos estructuralmente relacionados que
consisten en tres residuos alternativamente unidos de acido D22-hidroxicarboxilico y N-metilami-
noécidos. Hasta el momento se hanidentificado 29 anélogos naturales, pero sélo 4 de ellos, Eniatina
A, A1, By B1 han sido detectados de forma frecuente en alimentos (EFSA, 2014b). Debido a sus
propiedades apolares las Ens pueden incorporarse en las membranas celulares y crear canales
selectivos de cationes (Svingen et al., 2017). La mas representativa en exposicion humana es la
EN-B (Maranghi et al., 2018).

EI NIV es un tricoteceno tipo B, sesquiterpenoide tetracicliclo con un grupo ceto en la posicion
8. La fusarenona-X (FUS-X, 4-acetilnivalenol) es un precursor del NIV y los (nicos productos de
biotransformacidn identificados hasta el momento son el metabolito de fase | de-epoxi-nivalenol
(DE-NIV) y el metabolito de fase Il nivalenol-3-glucésido (NIV3Glc). Sin embargo, se espera que se
formen otros metabolitos conjugados en plantas y hongos (EFSA, 2017).
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2.7.1.2 Toxicocinética (ADME)

Los datos in vitro indican que las Ens son absorbidas y rapidamente metabolizadas a metabolitos
no caracterizados (Meca et al., 2011) (Prosperini et al., 2013). Los estudios in vivo sugieren que la
EN-B se elimina rapidamente de la sangre por excrecion hepatobiliar (Rodriguez-Carrasco et al.,
2016). Los metaholitos de EN-B se han encontrado tanto en higado como en colon, lo que poten-
cialmente contribuye a su distribucion y produccion de efectos toxicos (Rodriguez-Carrasco et al.,
2016) (Maranghi et al., 2018). Ademas, se han identificado algunos metabolitos de fase | de EN-B
en higado y colon lo que sugiere la posible contribucion del metabolismo hepatico e intestinal en el
metabolismo de Ter paso de la EN-B (Rodriguez-Carrasco et al., 2016).

La informacion con respecto a la absorcion de NIV es limitada, pero es rapida y parece que se
distribuye y elimina sin acumulacion (Poapolathep et al., 2003) (EFSA, 2013, 2017). Los conjugados de
NIV pueden romperse en el tracto gastrointestinal liberando NIV (EFSA, 2014c).

En muchas ocasiones, los productos de biotransformacion de las micotoxinas pueden contribuir
a la toxicidad global (EFSA, 2017).

2.7.1.3 Mecanismo de accion
Las Ens tienen un amplio rango de actividades bioldgicas: son iondforos (Meca et al., 2011), in-
hibidores de enzimas (lvanova et al., 2011), y oxidantes (Prosperini et al., 2013). Son citotoxicas e
inducen apoptosis, aparentemente en relacion con sus propiedades ionoféricas (Meca et al., 2011)
(EFSA, 2014b) (Fraeyman et al., 2017).

El NIV induce apoptosis in vitro en células del sistema inmune: linfocitos, células dendriticas
y macréfagos (EFSA, 2013). En estudios in vivo el NIV tiene como diana al sistema inmune incre-
mentando la apoptosis de los linfocitos en el timo, las placas de Peyer o el bazo (Sugita-Konishiet
al., 2008). El NIV induce tanto inmunotoxicidad como hematotoxicidad. También se ha observado
toxicidad reproductiva y del desarrollo, pero no se considera probable que sea un efecto critico del
NIV (EFSA, 2013).

2.1.1.4 Genotoxicidad y carcinogenicidad
La EN-B mostrd un efecto genotoxico en médula dsea y células hepéticas tras administracion oral
aguda en ratones macho. No se observé dafio en el ADN, mutaciones génicas o dafio cromosémico
tras exposicion repetida (Maranghi et al., 2018). No se han identificado estudios de carcinogenici-
dad de Ens ni informes sobre toxicosis humanas por Ens (EFSA, 2014b).

El NIV no es probable que sea genotoxico (Le Hégarat et al., 2014), y su carcinogenicidad es
desconocida en base a los estudios disponibles (EFSA, 2013). La IARC lo incluye en el grupo 3, no
clasificable por su carcinogenicidad en humanos.

2.7.1.5 Niveles guia en salud

La EFSA concluyd que no habia datos suficientes para establecer una ingesta diaria tolerable (TDI)
o bien una ingesta de referencia aguda para la suma de Ens (EFSA, 2014b). Para el NIV, sin embargo,
estableci6 una TDI de 1,2 pg/kg p.c. (EFSA, 2017).



2.1.2 Evaluacion de la exposicion

2.1.2.1 Métodos analiticos de deteccion

La cuantificacion de las Ens se realiza por LC-MS(/MS) a menudo con un enfoque multi analito; UH-
PLC combinada con MS o por métodos inmunohistoquimicos (Rodriguez-Carrasco et al., 2016). Sin
embargo, ninguno ha sido validado inter-laboratorio y no hay materiales de referencia o estandares
analiticos comercialmente disponibles (EFSA, 2014b).

Para el NIV hay métodos analiticos (principalmente LC-MS/MS) disponibles, pero su alta polari-
dad afecta a las tasas de recuperacion. Asi, la deteccion es mas dificil en comparacion con otros
tricotecenos, lo que explica por qué otros metabolitos de fase Il del NIV no hayan sido identificados
aln. Los kits de ELISA son capaces de detectar NIV de forma selectiva y se han desarrollado in-
munoensayos de resonancia de plasmon superficial, pero atn estan en fase de investigacién y no
son adecuados para su aplicacion rutinaria. Sin embargo, ninguno de los métodos cromatograficos
o inmunoldgicos han sido validados en estudios interlaboratorio (EFSA, 2013) y no hay disponibles
comercialmente estandares y materiales de referencia de formas modificadas de NIV (EFSA, 2017).

2.1.2.2 Presencia en alimentos

El Panel CONTAM de EFSA (2014b) informé de las siguientes concentraciones medias méaximas
para Ens en granos sin procesar: cebada (703 pg/kg), centeno (650 pg/kg), y trigo (446 pg/kg), con un
limite de cuantificacion (LOQ) de 0,3-10,8 ug/kg. El grano y los productos basados en grano son los
que mas contribuyen a la exposicion, especialmente pan y bolleria (EFSA, 2014b).

El NIV esta presente junto con menores cantidades de otros tricotecenos en granos, principal-
mente en avena, maiz, cebada y trigo (Juan et al., 2016) (Rodriguez-Carrasco et al., 2016). Los granos
y los alimentos basados en granos son los que contribuyen en mayor proporcion a la exposicion de
NIV. En particular pan, bolleria, productos a base de grano molido, pasta, productos de panaderia
finay cereales para el desayuno (EFSA, 2013).

Tanto las Ens como el NIV, al igual que la mayoria de las micotoxinas y sus formas modificadas,
se concentran en las capas externas de los granos. La limpieza, la clasificacion y el fresado los
redistribuyen provocando una concentracion en el salvado y la fibra, con una reduccion de las
fracciones utilizadas para el consumo humano. Por lo tanto, los productos enriquecidos con salva-
do y fibra son més propensos a la contaminacion (EFSA, 2014a). Son estables durante el procesa-
miento para su comercializacion, incluidos los procedimientos de secado y ensilado (EFSA, 2013)
(Rodriguez-Carrasco et al., 2016).

2.1.2.3 Exposicion dietética
La preocupacion por la salud debido a la exposicion dietética a las Ens se centra en los nifios pe-
quefios (1-3 afios) y los nifios, ya que varios informes los sefialaron como los grupos de edad con
mayor riesgo. El valor medio més alto de exposicion dietética cronica a Ens en nifios pequefios fue
de 0,42-1,82 ug/kg p.c./dia, con un percentil 95 de 0,91-3,28 pg/kg p.c./dia (EFSA, 2014b).

Para el NIV la exposicion crénica mas alta se ha estimado para nifios pequefios (1-3 afios), osci-
lando entre 4,3-202 ng/kg p.c./dia para consumidores moderados y 12-484 ng/kg p.c./dia para gran-
des consumidores (EFSA, 2013).
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2.1.3 Caracterizacion del riesgo
El Panel CONTAM de EFSA (2014b) concluyo que la exposicion aguda a Ens no es indicativa de pre-
ocupacion para la salud humana. Podria haber preocupacion con respecto a la exposicién crénica,
pero no se pueden sacar conclusiones definitivas ya que son necesarios datos de toxicidad in vivo
relevantes que permitan realizar la evaluacion del riesgo en humanos.

La exposicion a NIV y sus formas modificadas no supone una preocupacion ya que la exposicion
mas alta (percentil 95) para grandes consumidores (12-484 ng/kg p.c./dia), fue menos del 20 % de la
IDT establecida para NIV (1,2 pg/kg p.c./dia) (EFSA, 2013).

2.7.4 Niveles maximos legislados

Las Ensy el NIV no estan incluidos en el anexo del Reglamento (CE) N° 1881/2006 de la Comision por
el que se fija el contenido maximo de determinados contaminantes en los productos alimenticios
(UE, 2006), y no estan reguladas bajo la Directiva 2002/32/EC sobre sustancias indeseables en la
salud animal (UE, 2002).

2.1.5 Consideraciones futuras

Como conclusidn, es probable que la evaluacion de la exposicion realizada hasta el momento haya
sido infraestimada debido a la falta de métodos validados de screening, deteccién y cuantifica-
cion de toxinas emergentes tales como Ens, NIV, sus formas modificadas y sus mezclas. Ademas,
hay una clara necesidad de evaluar mas profundamente su potencial toxicoldgico. Se deberian
hacer més esfuerzos en desarrollar y establecer programas de monitorizacioén continuados. Son
necesarios datos adicionales sobre la co-presencia, prevalencia y efectos combinados de las
micotoxinas de Fusarium. Los métodos analiticos para Ens, NIV y sus formas modificadas deberian
ser evaluadas en estudios de validacion inter-laboratorios asi como desarrollarse protocolos y
materiales de referencia. Ademads, se precisa méas investigacion in vivo enfocada en dilucidar las
vias metaholicas, la toxicocinética y la toxicidad y genotoxicidad tanto de Ens, NIV, sus derivados

y metabolitos.

2.8 Alcaloides de la pirrolizidina

2.8.1 Identificacion y caracterizacion del peligro

Los alcaloides de la pirrolizidina (AP) son un amplio grupo de metabolitos secundarios altamente
toxicos para humanosy animales (OMS, 2016) (EFSA, 2017). Los AP son producidos por més de 6 000
especies de plantas de las familias Boraginaceae (todos los géneros), Compositae (Asteraceae)y
Leguminosae (Fabaceae) (género Crotalaria) (OMS, 2016).

2.8.1.1 Estructura quimica

Los AP son compuestos heterociclicos la mayoria de ellos derivados de cuatro bases de necina
(platinecina, retrotecina, heliotridina o otonecina) (EFSA, 2007) (Codex, 2018). La mayoria de los
AP naturales son necinas esterificadas o alcaloides N-oxidos (a excepcion de los alcaloides tipo
otonecina), mientras que los AP no esterificados se dan con menor frecuencia en plantas (Codex,



2018). Sin embargo, nuevos AP contindan siendo identificados tanto en especies de plantas nuevas
como en otras ya estudiadas (OMS, 2016).

Los AP hepatoxicos tienen una base de necina insaturada, mientras que en los no hepatotéxicos
esta base de necina esta saturada. Los primeros tienen una mayor toxicidad porque pueden sufrir
una activacion metabolica y formar pirroles reactivos que pueden reaccionar con las proteinas y
formar aductos de ADN (EFSA, 2011).

2.8.1.2 Toxicocinética

Los AP 1,2 insaturados son absorbidos rapidamente y distribuidos en el cuerpo. Los AP-N-6xidos
son reducidos a sus bases libres en el tracto digestivo (Hessel et al., 2014) (OMS, 2016). Tras la
ingestion, los AP sufren metabolismo hepatico. Los AP 1,2 insaturados son metabolizados en el
higado por tres vias: (1) rotura de los enlaces éster; (2) N-oxigenacion de la necina base en los AP
con retronecina y heliotridina, dando lugar a N-6xidos que son mas rapidamente excretados en la
orina; y (3) oxidacion a través del citocromo P450 (CYP450) que forma 6,7-dihidro-7-hidroxi-1-hidro-
ximetil-5 [[H]]-ésteres de pirrolizidina (DHP) reactivos. Los ésteres DHP sufren una conjugacion
con glutation y otras sustancias nucleofilicas in vivo y son hidrolizadas a dioles DHP. Los ésteres
reactivos forman por alquilacion aductos DHP con grupos nucleofilicos en muchos tejidos (OMS,
2016) (Yang et al., 2017) (Zhu et et al., 2017).

2.8.1.3 Mecanismo de accion

Los AP no son sustancias quimicamente reactivas por lo que su toxicidad es debida a su activacion
metabolica. El paso crucial es la formacion de derivados pirrdlicos (DHP) reactivos, mientras que
la biotransformacion a N-oxidos representa la via mas com(n de destoxicacion (EFSA, 2007). Los
metabolitos pirrélicos se unen a grupos nucleofilicos de las proteinas y ADN celulares dando lugar
a aductos y enlaces cruzados (Dusemund et al., 2018). El grado de hioactivacion de los pirroles
toxicos depende del grado de esterificacon y de la naturaleza de los grupos éster. Por otro lado, la
sensibilidad individual a los AP viene dada por el grado de expresion de las enzimas implicadas en
su biotransformacion (EFSA, 2007).

2.8.1.4 Toxicidad organoespecifica

Los AP tienen un perfil toxico com(n, siendo el higado el principal 6rgano diana (OMS, 2016) (EFSA,
2017) (Codex, 2018). Los principales signos de toxicidad en todas las especies animales incluyen
varios grados de dafio hepatico progresivo (necrosis hepatocelular centrolobular) (Edgar et al.,
2014), y enfermedad veno-oclusiva hepéatica (Kakar et al., 2010). Otros efectos observados incluyen
proliferacion de conductos biliares, megalocitosis hepatica y fibrosis (NTP, 2003) (Merz y Schrenk,
2016) (Codex, 2018). No obstante, también se han indicado efectos en otros érganos: pulmones (hi-
pertension pulmonar), sistema cardiovascular (hipertrofia ventricular derecha) y dafo degenerativo
en los rifones (Codex, 2018). El efecto mas importante en el hombre es la enfermedad veno-oclusiva
hepatica (Copple et al., 2003).
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2.8.1.5 Genotoxicidad y carcinogenicidad

La genotoxicidad de los Apsy de preparaciones que los contienen ha sido extensivamente estudiada
tanto in vitro como in vivo (Merz y Schrenk, 2016) (OMS, 2016) (EFSA, 2017). Los AP 1,2-insaturados
que han sido ensayados forman aductos con el ADN y son mutagénicos. La carcinogenicidad es el
marcador mas critico tras la exposicion prolongada a ciertos AP (OMS, 2016). La riddellina produce
hemangiosarcomas en higado de ratas y ratones y neoplasias alveolares y bronquiolares en ratones
hembra (NTP, 2003). La lasiocarpina produce tumores hepatocelulares y angiosarcomas en el higado
de ratas tanto machos como hembras y tumores hematopoyéticos en hembras. La Agencia Interna-
cional para la Investigacion del Cancer (IARC) ha clasificado tres AP, lasiocarpina, monocrotalina y
riddellina en el grupo 2B “posible carcinégeno humano, mientras que otros AP evaluados no pudie-
ron ser clasificados (Grupo 3) debido a la limitada informacion (Codex, 2018) (EFSA, 2017).

2.8.1.6 Valores de referencia toxicologicos y valores guia en salud

La OMS (2016) concluyd que el mecanismo de accion genotoxico de los AP no permitia establecer
valores guia en salud. El Panel CONTAM de EFSA (2011) no pudo establecer una dosis de referencia
aguda, pero identificé que un nivel de 2 mg/kg p.c./dia estaria asociado a efectos agudos, a partir de
la limitada informacion obtenida de intoxicaciones en humanos. El Panel CONTAM de EFSA (2017)
selecciond el limite inferior del intervalo de confianza de la dosis de referencia que produce un
incremento del 10 % extra de incidencia de hemangiosarcoma hepatico en ratas hembra expuestas
a riddelliina (BMDL, = 237 ug/kg p.c./dia) como punto de referencia para la evaluacion del riesgo

cronico.

2.8.2 Evaluacion de la exposicion

2.8.2.1 Métodos analiticos de deteccion

Existen diversos métodos de screening para AP: cromatografia en capa fina, electroforesis, reso-
nancia magnética nuclear y métodos inmunoldgicos. El anélisis cuantitativo de los AP se realiza por
LC-MS/MS o GC-MS (EFSA, 2011, 2017) (Crews, 2013) (OMS, 2016). Sin embargo, cuando se emplea
HPLC-MS/MS no siempre se consigue una separacion cromatografica adecuada y los AP no se
pueden distinguir por MS debido a su similar peso molecular (Crews, 2013) (Mulder et al., 2015). Por
tanto, una cuantificacion exacta de los AP individuales no siempre es posible.

Las principales cuestiones con respecto al analisis de AP incluyen: grandes variaciones en la
concentracion de AP en las muestras de alimentos; variacion natural de los perfiles de AP en plan-
tas; la estabilidad de los AP durante el almacenamiento y la cuantificacién de AP individuales o de
necinas totales. No se dispone de estdndares de alta calidad, estdndares internos ni materiales de
referencia certificados, y, ademés, tampoco se cuenta actualmente con métodos armonizados o
criterios de actuacion especificos para AP (OMS, 2016).

2.8.2.2 Presencia en alimentos
El té y las infusiones de hierbas son los principales alimentos que contribuyen a la exposicion total
a AP, sin embargo, la miel también lo hace de forma significativa (Kempf et al., 2011) (EFSA, 2017)



(Dusemund et al., 2018). Segtin el Panel CONTAM de EFSA (2017) los principales AP presentes en té
e infusiones de hierbas son: licopsamina, intermedina, intermedina-N-o6xido, senecionina, senecio-
nina-N-6xido, senecifilina, senecifilina-N-oxido y retrorsina-N-6xido. Las concentraciones medias
mas altas de AP fueron encontradas en rooibos (4,1 ug/l) y menta (3,5 pg/l). Y en té negro (1,6 pg/l)
fueron el doble de altas con respecto al té verde (0,8 ug /I) (EFSA, 2016).

Su presencia también ha sido identificada en polen fresco de plantas productoras de AP, lo que
explica su contenido en la miel y en productos a base de polen (Edgar et al., 2002) (Boppré et al.,
2008) (Kempf et al., 2011). A este respecto, el Panel CONTAM determiné equimidina (44 %)y licopsa-
mina (37 %) en mieles comerciales (EFSA, 2017).

Altos niveles de AP también se han encontrado en suplementos alimentarios obtenidos a partir
de plantas productoras (Mulder et al., 2015) (EFSA, 2016). En extractos de plantas y suplementos
basados en polen los principales AP fueron licopsamina, intermedina y sus N-6xidos. La senkirkina
fue, sin embargo, el principal AP en el tusilago, pie de caballo o ufia de caballo (7ussilago) (EFSA,
2017). Concentraciones medias de AP de 235-253 pg/kg se han encontrado en algunos extractos
de plantas consumidos como infusiones tales como borraja (Borago officinalis) y consuelda (Sym-
phytum officinale) (hasta 29 694 ug/kg producto seco). El eupatorio o canabina (Eupatorium canna-
binum) vendido como capsulas/comprimidos para su ingesta directa ha contenido 2 410 275 pg/kg,
los niveles més altos de AP (EFSA, 2016).

En nifios los alimentos que méas contribuyen a la exposicion a AP son los tés e infusiones de
hierbas (EFSA, 2017).

2.8.3 Caracterizacion del riesgo

El Panel CONTAM estimé la exposicion dietética aguda y crénica a AP en la poblacion europea
(EFSA, 2017). Los alimentos que mas contribuyen son el té y las infusiones de hierbas. Concluy
que la exposicién aguda a AP mediante el consumo de tés, infusiones de hierbas y miel es de bajo
riesgo. Sin embargo, las estimaciones mas altas de la exposicion cronica a AP procedentes de
tés e infusiones de hierbas (154-214 ng/kg p.c./dia en nifios) y de la miel (0,7-31 ng/kg p.c./dia para
jovenes grandes consumidores) mostrd una posible preocupacion para la salud para consumidores
frecuentes y elevados, especialmente en nifios pequefios (1-3 afios) y nifios.

El consumo de complementos alimentarios de plantas productoras de AP puede resultar también
en niveles de exposicion que causan toxicidad aguda. La exposicion crénica a AP via complemen-
tos basados en polen (0,7-12 ng/kg p.c./dia) también se considerd que puede dar lugar a riesgos. Sin
embargo, la exposicion aguda (2,8-44 ng/kg p.c./dia) no (EFSA, 2017).

Asi, el Panel CONTAM (EFSA, 2017) estableci6 un conjunto de 17 AP que debian ser monitoriza-
dos en alimentos: intermedina/licopsamina, intermedina-N-6xido/licopsamina-N-6xido, senecioni-
na/senecivernina, senecionina-N-oxido/senecivernina-N-oxido, senecifilina, senecifilina-N-oxido,
retrorsina, retrorsina-N-6xido, equimidina, equimidina-N-6xido, lasiocarpina, lasiocarpina-N-oxido
y senkirkina.
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2.8.4 Gestion del riesgo

Las regulaciones alemanas restringen el contenido de AP en productos herbaceos con probados
beneficios para la salud a 1 pg/dia en administracion oral, y su uso es limitado a 6 semanas/afio (Ed-
gar et al., 2002). Este nivel se reduce a 0,1 pg/dia de dosis oral cuando el producto se usa durante un
tiempo mas prolongado. Su uso en mujeres embarazadas y lactantes esta especificamente prohibi-
do, asi como en aquellos productos que no hayan demostrado efectos beneficiosos para la salud.
Restricciones similares en cuanto a exposicién a AP en productos herbaceos se han impuesto en
Holanda, Austria y Suiza (Edgar et al., 2002). No obstante, a nivel europeo no se han establecido alin
concentraciones maximas permisibles de AP en ningin alimento.

2.8.5 Consideraciones futuras

Es necesario disponer de datos toxicolégicos adicionales en relacion a los AP mas cominmente
encontrados en los alimentos: toxicocinética, activacion metabélica y potencia carcinogénica de
los AP individuales (EFSA, 2016, 2017) (Codex, 2018). También se requiere informacion adicional de
la presencia y niveles de AP en cereales, alimentos infantiles, complementos alimentarios a base
de hierbas (distintos a extractos de plantas) y polen. Pero para ello, deben desarrollarse métodos
analiticos mas sensibles y desarrollar protocolos especializados para el analisis de los AP més re-
levantes en alimentos. Ademas, se requiere investigacion adicional sobre las plantas responsables
de la presencia de AP en té, infusiones de hierbas, polen o miel y desarrollar medidas adecuadas
para controlar la infestacion por éstas. También se deberian tener en cuenta otros AP no incluidos
entre los 17 que requieren monitorizacion segtn EFSA. Finalmente, y debido al posible riesgo de-
tectado en ciertos grupos de poblacion por consumo de AP presentes en determinados alimentos,
se deberia considerar establecer medidas de gestion del riesgo tales como fijar concentraciones
maximas permisibles.

Conclusiones del Comité Cientifico

Se ha llevado a cabo una revision de algunos peligros quimicos para los que no existe una regula-
cion especifica y que pueden suponer un riesgo emergente para la salud. La relacién de peligros
que se abordan en este informe no pretende ser exhaustiva, ya que no contempla todos los posibles
peligros quimicos novedosos y su enfoque es el de servir de punto de partida para la posible realiza-
cion de estudios prospectivos, razén por la cual se presta especial atencion a sefialar los alimentos
que pueden ser de especial importancia en relacion a los peligros contemplados.

Al mismo tiempo se han identificado lagunas en el estudio de dichos peligros, lo cual puede servir
para promover actividades de investigacién encaminadas a obtener nuevos datos relevantes para
su correcta evaluacion.

Se ha incluido informacion especifica sobre la descripcion de la identificacion y caracteriza-
cion de cada uno de los peligros revisados, la evaluacion de la exposicién, asi como una serie de
recomendaciones para la gestion del riesgo y consideraciones futuras sobre las posibilidades de
control en la cadena alimentaria, que puede servir para mejorar el conocimiento de los mismos
entre los consumidores y otros sectores involucrados.
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Secretario técnico
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Los alcaloides de la pirrolizidina son toxinas naturales, producto del metabolismo secundario de las
plantas, que se producen como mecanismo de defensa frente a herbivoros. Su estructura quimica
esta basada en un anillo de pirrolizidina, que consiste en dos anillos fusionados con un atomo de
nitrégeno como puente. Se conocen cerca de 600 de estos alcaloides, el 95 % se encuentran en
cinco familias de plantas: Asteraceae, Boraginaceae, Fabaceae, Orchidaceae y Apocynaceae.

Los alcaloides de la pirrolizidina tienen un perfil comin de toxicidad, los principales son diver-
sos grados de dafio hepatico (necrosis hepatocelular centrolobular) y enfermedad venooclusiva.
Ademaés, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) los ha clasificado como
“posiblemente carcinégenos para el ser humano” (grupo 2B). La Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) ha elaborado dictdmenes sobre distintos aspectos de estos alcaloides en 2011,
2016 y 2017 y la Comision Europea ha seleccionado provisionalmente 17 de ellos como relevantes
en alimentos.

A falta de un limite legal que permita a las autoridades competentes en inspeccion tomar de-
cisiones hasadas en dicho limite ante la deteccion de estos alcaloides en el polen, se solicita a
la Seccion de Seguridad Alimentaria y Nutricion del Comité Cientifico de la Agencia Espafiola de
Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) que realice una evaluacion del riesgo asociado a la
presencia de alcaloides de la pirrolizidina en polen destinado al consumo humano que sirva de base
a dicha toma de decisiones.

Conforme a los datos disponibles actualmente y la estimacion realizada teniendo en cuenta todas
las incertidumbres identificadas en el proceso de evaluacion de riesgos, la ingesta de alcaloides
de la pirrolizidina a través del consumo de polen puede dar lugar a riesgos crénicos en la poblacién
espafiola. No se considera probable, sin embargo, la aparicion de riesgos agudos. Para llevar a
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cabo una evaluacion del riesgo més realista se recomieda realizar estudios de consumo de polen
en la poblacion espafiola. Igualmente, se estima la conveniencia de establecer limites legales en
cuanto al contenido de alcaloides de la pirrolizidina con el fin de limitar la exposicion.

Palabras clave

Alcaloides, pirrolizidina, polen.



Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (AESAN) concerning the risk associated with the presence of
pyrrolizidine alkaloids in pollen intended for human consumption

Pyrrolizidine alkaloids are natural toxins, the product of the secondary metabolism of plants which
are produced as a defence mechanism against herbivores. Their chemical structure is based on
a pyrrolizidine ring, consisting of two rings fused together by a bridge nitrogen atom. There are
approximately 600 known alkaloids, 95 % of which are found in five plant families: Asteraceae, Bo-
raginaceae, Fabaceae, Orchidaceae and Apocynaceae.

The pyrrolizidine alkaloids have a common toxicity profile, the main ones being various degrees
of liver damage (centrolobular hepatocellular necrosis) and veno occlusive disease. In addition, the
International Agency for Research on Cancer (IARC) has classified them as “possibly carcinogenic
to humans” (group 2B). The European Food Safety Authority (EFSA) issued opinions on different
aspects of these alkaloids in 2011, 2016 and 2017, and the European Commission has provisionally
selected 17 of these as relevant in food.

In the absence of a legal limit which enables the competent inspection authorities to make deci-
sions based on this limit in the event of the detection of these alkaloids in pollen, the Section of Food
Safety and Nutrition of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety and Nutrition
(AESAN) is asked to conduct an assessment of the risk associated with the presence of pyrrolizidi-
ne alkaloids in pollen intended for human consumption to serve as a basis for taking such decisions.

According to currently available data and the estimations made, and considering all the uncer-
tainties identified in the risk assessment process, the intake of pyrrolizidine alkaloids through the
consumption of pollen may lead to chronic risk for the Spanish population. However, the appea-
rance of acute risks is not considered likely. In order to conduct a more realistic risk assessment,
studies of pollen consumption among the Spanish population are recommended. Similarly, the es-
tablishment of legal limits for pyrrolizidine alkaloid content is considered to be appropriate in order
to limit the risk of exposure.

Alkaloids, pyrrolizidine, pollen.
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1. Introduccion

Los alcaloides de la pirrolizidina (AP) son un amplio grupo de toxinas producto del metabolismo
secundario de las plantas, que los producen como mecanismo de defensa frente a herbivoros. Se
ha estimado que aproximadamente 6 000 especies botanicas en todo el mundo pueden contener
AP (Dusemund et al., 2018). La distribucién botanica de los AP se limita a varias familias de An-
giospermas no relacionadas que pertenecen principalmente a las familias Asteraceae (géneros
Senecio, Eupatoria, Tussilago), Boraginaceae (Echium, Heliotropium, Symphytum, Trichodesma),
Fabaceae (Crotalaria), y algunos géneros de Apocynaceae y Orchidaceae. Ademas, se encuentran
en un namero reducido de especies de otras familias tales como Ranunculaceae, Convolvulaceae,
Celastraceae, Proteaceae y Poaceae (Ober y Kaltenegger, 2009).

La estructura quimica de estos alcaloides esta basada en un anillo de pirrolizidina, que consiste
en dos anillos fusionados con un dtomo de nitrégeno compartido (Figura 1) (AECOSAN, 2018). Exis-
ten dos grupos principales, los AP 1,2-insaturados y los 1,2-saturados, dependiendo de la existencia
o no de un doble enlace entre las posiciones 1y 2 del anillo. Hasta la fecha, se conocen aproxi-
madamente 600 AP diferentes. No obstante, son los 1,2-insaturados los que presentan toxicidad
debido, principalmente, a que estos compuestos una vez en el organismo, son transformados a
pirroles de elevada reactividad. Son éstos por tanto en los que se centra la evaluacion de riesgos.

N

Figura 1. Estructura bésica del anillo de pirrolizidina

Los alcaloides de la pirrolizidina tienen un perfil com(n de toxicidad, los principales son diver-
sos grados de dafio hepatico (necrosis hepatocelular centrolobular) y enfermedad veno-oclusiva.
Ademaés, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) los ha clasificado como
“posiblemente carcindgenos para el ser humano” (grupo 2B) (IARC, 1976).

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha elaborado dictdmenes sobre distintos
aspectos de estos alcaloides en 2011, 2016 y 2017 y la Comision Europea ha seleccionado provisio-
nalmente 17 de ellos como relevantes en alimentos.

A falta de un limite legal que permita a las autoridades competentes en inspeccion tomar deci-
siones basadas en dicho limite ante la deteccion de estos alcaloides en el polen, se ha solicitado
ala Seccion de Seguridad Alimentaria y Nutricion del Comité Cientifico de la Agencia Espafiola de
Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) que realice una evaluacion del riesgo asociado a la
presencia de alcaloides de la pirrolizidina en polen destinado al consumo humano que sirva de base
a dicha toma de decisiones.



2. Identificacion y caracterizacion del peligro

Tal y como se ha descrito anteriormente, los AP son sustancias naturales producidas por distintas
especies de plantas. De hecho éstas producen mezclas de AP que pueden estar en forma de base
libre o de N-6xido. Estos ultimos, una vez ingeridos se pueden reducir rapidamente en el aparato
gastrointestinal y, en la mayoria de condiciones, su toxicidad in vivo es sélo levemente més baja que
la base libre (Stegelmeier et al., 2016).

Con respecto a su toxicocinética, se absorben rapidamente en el tracto gastrointestinal. Esta ab-
sorcion es muy elevada, como demuestran estudios realizados en ratones, en los que se encontrd
que la absorcion en el tracto gastrointestinal tras la administracion de una dosis oral de riddellina
fue del 100 % del alcaloide suministrado (EFSA, 2011). Una vez que estos compuestos son incor-
porados al organismo, son transformados por tres rutas principalmente, hidrélisis, N-oxidacion y
deshidrogenacion de la pirrolizidina por el citocromo P450, produciendo esta altima via pirroles de
elevada reactividad. El grado de formacion de los metabolitos pirrélicos esta influenciado por la
induccion o inhibicion de las oxidasas de funcién mixta en el higado, pero la relacién entre la tasa
de metabolismo y la toxicidad es incierta (IPCS INCHEM, 1988). La eliminacion de este tipo de com-
puestos es muy rapida, siendo la orina la principal ruta de excrecion (EFSA, 2011).

La toxicidad de los AP es debida a los derivados pirrélicos formados por las oxidasas de funcion
mixta hepaticas. Estos actiian como agentes alquilantes y pueden reaccionar con enzimas y acidos
nucleicos, siendo responsables de la hepatotoxicidad aguda y cronica, genotoxicidad y carcino-
genicidad. Dafian las células endoteliales de las venas centrotubulares del higado, provocando un
engrosamiento de sus paredes y una obstruccion no trombotica de las venas hepaéticas, lo que se
conoce como enfermedad veno-oclusiva hepatica o sindrome de obstruccion sinusoidal hepética
(EFSA, 2017) (Letsyo et al., 2017), pudiendo producir cirrosis y fallo hepatico. Los derivados pirrdli-
cos pueden ser también agentes carcinogénicos (de hecho estan clasificados en el grupo 2B de la
IARC). Esto se debe a que son capaces de inducir modificaciones en el ADN, llegando a ser también
agentes mutagenos (Stegelmeier et al., 2016).

En relacion a valores guia toxicoldgicos para AP, el Panel CONTAM de EFSA no ha podido esta-
blecer una dosis de referencia aguda (ARfD). La limitada informacion disponible sobre casos de
intoxicaciones humanas permitié identificar la menor dosis conocida en aproximadamente 2 mg/kg
p.c./dia (1-3 mg/kg p.c./dia) asociada a efectos agudos/a corto plazo (EFSA, 2017). Esta esta basada
en el caso de una nifia de 6 meses que recibié una dosis diaria de aproximadamente 0,8-1,7 mg AP/
kg p.c. durante 2 semanas y fue diagnosticada con enfermedad veno-oclusiva hepatica y el caso
de un nifio de 2 meses al que se le administr6 una dosis aproximada de 3 mg/kg p.c. durante 4 dias
con un desenlace fatal.

Con respecto a los efectos crénicos, el Panel CONTAM de EFSA (2017) ha actualizado el punto
de referencia (RP) para llevar a cabo la evaluacion del riesgo cronico. Ha seleccionado la BMDL,,
de 237 pg/kg p.c./dia derivada de la incidencia de hemangiosarcoma hepético en ratas hembra
expuestas a riddellina, para realizar la evaluacion del riesgo de los AP 1,2-insaturados asumiendo
la misma potencia para todos ellos. Previamente se habia venido usando la BMDL,; de 70 pg/kg
p.c./dia para la lasiocarpina. Ambos AP estan clasificados entre los mas toxicos. El Panel concluyé
que el cambio de RP mantiene la naturaleza conservadora de las evaluaciones de riesgos previas.
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3. Evaluacion de la exposicion

3.1 Contenido de AP en polen
Actualmente, el Reglamento (CE) N° 1881/2006 de la Comision de 19 de diciembre de 2006 por el
que se fija el contenido maximo de determinados contaminantes en los productos alimenticios (UE,
2006) y sus posteriores modificaciones, no establece limite maximo para AP.

En los dictamenes de EFSA los datos disponibles sobre el contenido de AP en polen son escasos.
Asi, EFSA (2016) recoge los siguientes datos obtenidos tras el analisis de 41 muestras de polen
(Tabla 1):

Tabla 1. Contenido de AP en muestras de polen
i Media Percentil 90 Percentil 95
Variable
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)'
Limite inferior (LB) 235 967
Media (MB) 244 970
Limite superior (UB) 253 974

'No se pudo calcular al ser el nimero de muestras <60. Fuente: (EFSA, 2016).

Con respecto al contenido de AP en polen producido en Espafia, se dispone de datos de un total
de 138 muestras obtenidas los afios 2011 (1 muestra), 2012 (14), 2013 (20), 2014 (15), 2015 (26), 2016
(43) y 2017 (19) cuya estadistica descriptiva basica en conjunto se recoge a continuacion (Tabla 2):

Tabla 2. Estadistica descriptiva basica de los AP analizados en muestras de polen espafiol

N 138
Media (pg/kg) 988,55
Mediana (pg/kg) 583,50

Intervalo confianza 95 % 742,28-1 234,80

Minimo 0,00
Maximo 12 536,00
Desviacion estandar 1 476,01
Percentil 90 1890,70
Percentil 95 4051,35

Estos valores hacen referencia a la suma del total de AP cuantificados en cada muestra, pudiendo
variar el nimero y/o tipo de AP analizado.



3.2 Consumo de polen
El polen se consume como complemento alimentario por su alto valor nutricional (Cornara et al.,
2017) y porque se le le atribuyen propiedades antiflingicas, antimicrobianas, antivirales, antiinfla-
matorias, inmunoestimulantes, etc. (Komosinska-Vassev et al., 2015). No obstante, sus niveles de
ingesta actual son desconocidos. En la “EFSA Comprehensive European Food Consumption Data-
base” no hay registrados datos especificos de consumo de polen, sino para otro tipo de comple-
mentos (complementos de vitaminas, de minerales, de mezclas, misceldneos o nutracéuticos, etc.)
cuyo nivel de ingesta puede diferir en gran medida de la del polen (EFSA, 2018). Segtin EFSA (2016),
en la base de datos de consumo tan sélo figuran 32 entradas. Por otro lado, la encuesta ENALIA2
(Encuesta Nacional de Alimentacion en la poblacion adulta, mayores y embarazadas) no recoge
datos de consumo de polen en la poblacion espafiola (AECOSAN, 2017).

Segun Komosinska-Vassev et al. (2015) la dosis diaria recomendada de polen en adultos es de
20-40 g y en nifios de 7,5-15 g. El tiempo de tratamiento suele ser 1-3 meses pero se puede repetir

2-4 veces/afo.

3.3 Estimacion de la Ingesta Diaria de Exposicion (IDE)

En 2016 EFSA publicé un informe cientifico en relacion a la exposicion dietética a AP en la pobla-
cion europea. En este informe, para estimar la exposicion cronica se utilizaron los limites inferior y
superior de los contenidos de AP encontrados (LB= 235 y UB= 253 pg/kg) obteniéndose valores de
entre 0,7 y 12 ng/kg p.c./dia. Para estimar la exposicion aguda se utilizaron los datos del percentil
90 (LB-P90= 967 pg/kg, UB-P90= 974 pg/kg) obteniéndose valores de entre 2,8 y 44 ng/kg p.c./dia. En
ambos casos se utilizaron datos del grupo “sélo consumidores”, es decir el grupo con mayor nivel
de exposicion.

Aunque en el informe no se recoge el dato de consumo de polen utilizado para derivar la IDE,
asumiendo un adulto de 70 kg p.c., éste oscilaria entre los 0,2-3 g de polen al dia. Si en lugar de usar
estos datos de ingesta se utilizan los indicados por Komosinska-Vassev et al. (2015) los resultados
obtenidos en adultos serian méas elevados (Tabla 3).

Tabla 3. Estimacion de la IDE en funcion del contenido de AP en polen indicado en EFSA (2016) y el consumo
indicado en Komosinska-Vassev et al. (2015)
Exposicion Contenido de AP en Consumo de polen IDE
polen (LB-UB pg/kg) (g/dia) (ng/kg p.c./dia)
Cronica 235-253 20 67,14-72,30
40 134,28-144,60
Aguda 967-974 20 276,30-278,30
40 552,60-556,60

Teniendo en cuenta el contenido de AP de polen espafiol, y considerando un peso corporal de
70 kg para adultos y 12 kg para nifios pequefios (1-3 afios), la IDE calculadas se muestran en las
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tablas 4y 5. EFSA (2012) considera que la evaluacion de la exposicion en adultos y nifios pequefios
(1-3 afios) en el marco de una evaluacion de riesgos es suficiente ya que incluiria la exposicion de
nifios de mayor edad y adolescentes, ya que probablemente serian datos intermedios entre ambos
grupos de poblacién.

Tabla 4. Estimacion de las IDE en adultos (70 kg p.c.) teniendo en cuenta los contenidos de AP de polen
espafol y el consumo calculado a partir de EFSA (2016)

Exposicion Contenido de AP en polen Consumo de polen IDE
(na/kg) (g/dia) (ng/kg p.c./dia)

Cronica Media: 988,55 0,2 2,82
32 45,20

Mediana: 583,50 0,2 1,67

32 26,70

Aguda Percentil 90: 1 890,70 0,2 5,40
32 86,43

Percentil 95: 4 051,35 0,2 11,60
32 185,20

Tabla 5. Estimacion de las IDE en nifios (1-3 afios) y adultos teniendo en cuenta los contenidos de AP de
polen espafiol y el consumo indicado en Komosinska-Vassev et al. (2015)

Exposicion Contenido de AP en Consumo de polen IDE
polen (pg/kg) (g/dia) (ng/kg p.c./dia)

Cronica Media: 988,55 7,5 (nifios) 617,84
15 (nifios) 1235,70

20 (adultos) 282,44

40 (adultos) 564,88

Mediana: 583,50 15 364,70

15 729,40

20 166,71

40 333,42




Tabla 5. Estimacion de las IDE en nifios (1-3 afios) y adultos teniendo en cuenta los contenidos de AP de
polen espaiiol y el consumo indicado en Komosinska-Vassev et al. (2015)
Exposicion Contenido de AP en Consumo de polen IDE
polen (pg/kg) (g/dia) (ng/kg p.c./dia)
Aguda Percentil 90: 1 890,70 15 1181,70
15 2363,40
20 540,20
40 1080,40
Percentil 95: 4 051,35 15 2532,09
15 5 064,18
20 1157,53
40 2315,06

4. Caracterizacion del riesgo

4.1 Efectos agudos
Seglin EFSA (2017), en base a la incertidumbre en los niveles de AP y en la severidad de sus efectos,
la exposicion a niveles de AP 100 veces menores a la dosis de referencia aguda (1-3 mg/kg p.c./dia)
se puede asociar con riesgo agudo/a corto plazo. Dadas las IDE estimadas (2,8-44 ng/kg p.c./dia),
EFSA considerd que el consumo de complementos basados en polen no posee riesgos agudos para
la salud humana. Lo mismo se podria decir incluso con un consumo de 40 g/dia de polen.

Si se tienen en cuenta los datos de contenido de AP en polen espafiol, las correspondientes IDE
de las tablas 4y 5, y la ARfD de 1-3 mg/kg p.c./dia, la caracterizacion del riesgo de efectos agudos
seria la siguiente (Tabla 6):

Tabla 6. Caracterizacion de riesgos agudos por consumo de polen espafiol con AP
Contenido de AP Consumo IDE % ARfD % ARfD/100
en polen de polen (ng/kg p.c./dia) (1 mg/kg (10 pg/kg
(pa/kg) (g/dia) p.c./dia) p.c./dia)
Percentil 90: 0,2 5,40 (adultos) 0,00054 0,054
1890.70 32 86,43 (adultos) 0,00864 0,86
15 1 181,70 (nifios) 0,12 11,82
15,0 2 363,40 (nifios) 0,24 23,63
20,0 540,20 (adultos) 0,05 5,40
40,0 1 080,40 (adultos) 0,11 10,80
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Tabla 6. Caracterizacion de riesgos agudos por consumo de polen espafiol con AP
Contenido de AP Consumo IDE % ARfD % ARfD/100
en polen de polen (ng/kg p.c./dia) (1 mg/kg (10 pg/kg
(ng/kg) (g/dia) p.c./dia) p.c./dia)
Percentil 95: 0,2 11,60 (adultos) 0,00116 0,12
4051,35 32 185,20 (adultos) 0,01852 1,85
15 2532,09 (nifios) 0,25 25,32
15,0 5 064,18 (nifios) 0,50 50,64
20,0 1 157,53 (adultos) 0,11 11,57
40,0 2 315,06 (adultos) 0,23 23,15

En ningin caso la IDE supera la ARfD ni el margen de seguridad considerado, por lo que la exposi-
cion aguda a AP a través del consumo de polen no es probable que constituya un riesgo de padecer
efectos toxicos agudos. Estos resultados coinciden con la prevision de EFSA (2017).

4.2 Efectos cronicos

El Comité Cientifico de EFSA concluyd que para sustancias que son tanto genotoxicas como car-
cinogénicas, un margen de exposicion (margin of exposure, MOE) >10 000, basado en una BMDL,,
obtenida de un estudio animal, y teniendo en cuenta las incertidumbres en la interpretacion, seria
de baja preocupacion desde el punto de vista de la salud piblica (EFSA, 2005). Utilizando el nuevo
RP (BMDL,, de 237 ug/kg p.c./dia para riddellina) y calculando el MOE, concluyé que hay una posible
preocupacion para la salud humana relativa a la exposicion a AP, en particular para los consumido-
res frecuentes y elevados de té e infusiones de hierbas. Con respecto al consumo de complementos
de polen no derivo ninguna conclusion.

Si se toma como dato el valor de IDE crénica establecida en EFSA (2016) de 0,7-12 ng/kg p.c./dia
se obtendria un MOE de entre 338 571,43 y 19 750,00, en ambos casos >10 000 por lo que la presencia
de AP en polen no seria un motivo de preocupacion. Si se usa la IDE calculada teniendo en cuenta
una ingesta de 20 g/dia de polen el MOE obtenido oscila entre 3529,93 y 3 278,00, es decir <10 000 y
por tanto si habria preocupacién para la salud.

No obstante, hay que decir que EFSA tal y como se ha comentado, realiza una evaluacion del
riesgo conservadora asumiendo la BMDL, de riddellina para la totalidad de los AP presentes
en el polen, que son una mezcla que puede o no contener riddellina y puede ser que tengan una
potencia toxica inferior. En este sentido, Chen et al. (2017) propusieron refinar los datos de IDE
y MOE teniendo en cuenta un factor de potencia relativa aplicado a los AP. Los factores calcu-
lados fueron 1; 0,9; 0,05; 0,23; 0,03 y 0,02 para lasiocarpina, riddellina, monocrotalina, clivorina,
senkirkina y simfitina, respectivamente. No obstante, EFSA (2017) no consideré adecuado utili-
zar el enfoque de Chen et al. (2017) y se reafirmd en la naturaleza conservadora de su evaluacion
del riesgo.



Si se tienen en cuenta los datos de contenido de AP en polen espafiol, las correspondientes IDE
de lastablas 4y 5,y la BMDL, de 237 pg/kg p.c./dia para riddellina, la caracterizacion del riesgo de
efectos cronicos en base al MOE (MOE= BMDL,,/IDE) seria la siguiente (Tabla 7):

Tabla 7. Caracterizacion de riesgos cronicos por consumo de polen espafiol con AP
Contenido de AP Consumo de polen IDE iRiesgo?
en polen (g/dia) (ng/kg pc dia) MOE=> 10 000 No
(na/kg) MOE <10 000 Si
Media: 988,55 0,2 (adultos) 2,82 84 042,53 No
3,2 (adultos) 45,20 5 243,36 Si
7,5 (nifios) 617,84 383,60 Si
15 (nifios) 1235,70 191,80 Si
20 (adultos) 282,44 839,12 Si
40 (adultos) 564,88 419,56 Si
Mediana: 583,50 0,2 1,67 141 916,17 No
32 26,70 8 876,40 Si
15 364,70 649,85 Si
15 729,40 324,92 Si
20 166,71 1421,63 Si
40 333,42 710,81 Si

En este caso, tanto en adultos como en nifios y considerando los posibles escenarios de exposicion
planteados, en la mayoria de los supuestos hay probabilidad de que se produzcan riesgos crénicos.
Tan solo cuando se considera una ingesta de 0,2 g/dia de polen (el valor inferior calculado a partir
de los datos de EFSA (2016)) no hay probabilidad de riesgos cronicos.

Dado que se conoce la BMDL,; utlizada como RP en evaluacion de efectos cronicos, y que un
valor de MOE> 10 000 se considera un riesgo de baja preocupacion para la salud, se puede estimar
la IDE méaxima que se espera que no produzca riesgos:

237 pg/kg p.c./dia / IDE= 10 000

IDE=0,0237 pg/kg p.c./dia

Asumiendo un individuo de 70 kg p.c. la IDE seria 0,0237 x 70= 1,659 ug AP/dia. Es decir, la ingesta
maxima de AP que no daria lugar a riesgos cronicos seria 1,659 pg/dia (en principio considerando
todas las fuentes de AP). Considerando que los AP proceden Gnicamente del polen, la cantidad que
se puede consumir sin riesgo va a depender de su grado de contaminacion.
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5. Incertidumbres asociadas al proceso de evaluacion del riesg

5.1 En la caracterizacion del peligro

e EFSA(2017)indica la necesidad de disponer de mas datos toxicoldgicos en relacion a los AP mas
frecuentemente encontrados en alimentos. En particular, informacién sobre la toxicocinética,
activacién metabdlica y potencia carcindgena de los AP lo que permitiria un refinamiento sus-
tancial en la evaluacion del riesgo.

5.2 En la evaluacion de la exposicion

Con respecto a la calidad de los datos de contenido de AP:

e Elnamero de muestras de polen analizadas en EFSA (2016) es limitado (41).

 La variahilidad de los datos de contenido de AP en las muestras de polen espafiol es muy alta
(5,8 % 0-10 pg/kg; 8 % 11-100; 14,5 % 101-200; 18,8 % 201-500; 18,8 % 501-1 000; 25,4 % 1 001-2 000;
6,5 % 2 001-5000; 2,2 % >5 001), con valores tan bajos como 0 y una muestra conteniendo hasta
12 536 pg/kg. Se han utilizado todos los datos.

e El Panel CONTAM de EFSA identifico una lista de 17 AP de relevancia para ser monitorizados
tanto en alimentos como en piensos (EFSA, 2017). Estos AP son los siguientes: intermedina/licop-
samina, intermedina-N-6xido/licopsamina-N-6xido, senecionina/senecivernina, senecionina-N-
oxido/senecivernina-N-oxido, senecifilina, senecifilina-N-oxido, retrorsina, retrorsina-N-oxido,
equimidina, equimidina-N-6xido, lasiocarpina, lasiocarpina-N-oxido y senkirkina. No todos ellos
han sido analizados en las muestras. Llama la atencidn que entre los 17 AP sefialados por EFSA
como relevantes no se haya incluido la riddellina, puesto que la caracterizacion del riesgo croni-
co se basa en la BMDL, de este AP en particular.

e Ellimite de deteccion (LOD) de la técnica utilizada (LC-MS/MS) no se ha proporcionado, tan sélo
los limites de cuantificacion (LOQ) y éstos varian para un mismo AP en funcion del afio de reali-
zacion del analisis.

e Algunos LOQ no son adecuados segln EFSA, aunque se corresponden a AP no considerados
entre los 17 de especial relevancia.

e EFSA (2017) recomend6 desarrollar métodos analiticos mas sensibles y selectivos para valorar
la presencia de AP en alimentos y piensos y asi disminuir la incertidumbre en la evaluacion de la
exposicion.

e Enrelacion al contenido de AP en muestras de polen espafiol se podria seguir una aproximacion
mas conservadora (peor escenario) en la que en lugar de usar un valor de 0 pg/kg cuando no se
pueda cuantificar se utilice como contenido el LOD de la técnica aplicada para ese AP en cuestion
(un contenido de AP <LOD no implica que no haya). No obstante, no se disponen de datos de LOD.

Con respecto al consumo de polen (estimacion de la IDE):

¢ Aunque se conoce el dato de concentracion de AP en las muestras utilizado en EFSA (2016)
para derivar la IDE, no se especifica cual ha sido el dato de consumo empleado. Realizdndose el
célculo se obtiene un dato de ingesta poco realista en base a las recomendaciones de los fabri-
cantes y de la bibliografia cientifica.



* No se dispone de datos reales de consumo de polen en la poblacion espafiola, por lo que para
hacer los calculos se emplea lo indicado en la bibliografia cientifica.

5.3 En la caracterizacion del riesgo

* Serealiza en base a la BMDL,; de un AP concreto, riddellina, considerado entre los mas toxicos,
el cual no tiene por qué estar presente en las muestras de polen, sobreestimandose por tanto
el riesgo. De hecho, seglin EFSA (2017) para complementos alimentarios (extractos de plantasy
complementos basados en polen) en general la principal contribucion al total de AP procede de
licopsamina, intermedina y sus N-6xidos.

 El calculo del MOE asume un consumo diario del alimento en cuestion (polen) durante toda la
vida, lo que puede sobreestimar el riesgo si no es éste el patrén de consumo seguido.

Conclusiones del Comité Cientifico

Conforme a los datos disponibles actualmente y la estimacion realizada teniendo en cuenta todas
las incertidumbres identificadas en el proceso de evaluacion de riesgos, la ingesta de AP a través
del consumo de polen puede dar lugar a riesgos crénicos en la poblacion espafiola, salvo que se
consideren consumos muy bajos. No se considera probable, sin embargo, la aparicion de riesgos
agudos. Para llevar a cabo una evaluacion del riesgo mas realista seria necesario contar con datos
adicionales sobre la caracterizacion toxicoldgica de los AP individuales, asi como realizar estudios
de consumo de polen en la poblacion espafola. Igualmente, se estima la conveniencia de estable-
cer limites legales en cuanto al contenido de AP con el fin de limitar la exposicion.
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El Comité Cientifico de la Agencia Espafiola Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) es el rgano
de evaluacion de riesgos que tiene la funcién de proporcionar a la Agencia dictdmenes cientificos
en materia de seguridad alimentaria, definir el &mbito de los trabajos de investigacidon necesarios
para las funciones de la Agencia y coordinar los trabajos de los grupos de expertos que realicen
actividades de evaluacion de riesgos en el marco de las actuaciones de la Agencia.

Desde su constitucion hace 15 afios han pasado por el Comité Cientifico 74 cientificos expertos
en seguridad alimentaria y nutricion y se han aprobado mas de 100 informes de evaluacion de ries-
gos quimicos, bioldgicos o nutricionales. Los informes se publican en la pagina web de la AESAN y
como parte de la Revista del Comité Cientifico de la AESAN.

El balance de la actividad del Comité Cientifico en los Gltimos 15 afios puede considerarse muy
positivo gracias al compromiso y dedicacion de los cientificos que han pasado por él en este pe-

riodo.
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AESAN, Comité Cientifico, evaluacion de riesgos.
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Assessment of 15 years of the Scientific Committee as a food-related risk
assessment body of the Spanish Agency for Food Safety and Nutrition

The Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety and Nutrition (AESAN) is the risk
assessment body that provides the Agency with scientific opinions on matters of food safety, defi-
nes the scope of the research works necessary for the Agency’s functions and coordinates the work
of expert groups that carry out risk assessments within the framework of the Agency's initiatives.

Since its formation 15 years ago, the Scientific Committee has welcomed 74 scientific experts in
food safety and nutrition and has approved more than 100 chemical, biological and nutritional risk
assessment reports. The reports are published on the AESAN website and in the Journal of the
Scientific Committee of the AESAN.

The evaluation of the activity of the Scientific Committee over the last 15 years can be considered
very positive thanks to the commitment and dedication of the scientists who have passed through
it during this time.

AESAN, Scientific Committee, risk assessment.



1. Introduccion

La Ley 11/2001, de 5 de julio, de creacion de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria (BOE,
2001) establece como una de las funciones de la Agencia actuar como centro de referencia de
ambito nacional en la evaluacion de riesgos alimentarios. Ademas, entre los principios especificos
de actuacion de la Agencia se especifica que prestara sus servicios de evaluacion de riesgos y
elaboracion de dictdmenes a las autoridades de las comunidades auténomas.

Por su parte, el Real Decreto 19/2014, de 17 de enero, por el que aprobd el Estatuto de la Agencia
Espaiiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricion (AECOSAN) (BOE, 2014) incluy6 entre las
funciones de la Agencia el facilitar a las Administraciones competentes soporte técnico y eva-
luaciones de riesgos en materia de seguridad alimentaria para su utilizacién en sus actuaciones
normativas y ejecutivas, facilitando la coordinacion de las entidades implicadas.

La evaluacion de riesgos es la evaluacion cientifica de los efectos perjudiciales, conocidos o
potenciales, resultantes de la exposicion humana a los peligros presentes en los alimentos (FAO/
0MS, 1995), y es uno de las tres componentes, junto a la gestién y a la comunicacion de riesgos, del
analisis de riesgos en el que debe basarse la politica de seguridad alimentaria en la Unién Europea.

Para abordar las funciones de evaluacion de riesgos se cred un Comité Cientifico con la funcion
de proporcionar a la Agencia dictdmenes cientificos en materia de seguridad alimentaria, definir el
ambito de los trabajos de investigacién necesarios para las funciones de la Agencia y coordinar los
trabajos de los grupos de expertos que realicen actividades de evaluacion de riesgos en el marco
de las actuaciones de la Agencia.

Los primeros miembros del Comité Cientifico fueron nombrados por el Consejo de Direccién de la
Agencia el 18 de junio de 2003 y su primera reunion tuvo lugar el 2 de octubre de 2003.

Por tanto, en 2018 se han cumplido 15 afios de la constitucion del Comité Cientifico de la Agencia
Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) y se puede hacer un balance de su funcio-
namiento en estos afios como 6rgano de evaluacion de riesgos alimentarios de la Agencia.

La Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria (AESA) se creé en 2001 y en 2006 pasd a denomi-
narse Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN). En 2014, con la asuncion de
competencias en materia de consumo, pas6 a llamarse Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad
Alimentaria y Nutricion (AECOSAN) y, finalmente, en 2018, mediante el Real Decreto 1047/2018, de
24 de agosto, que desarrolla la estructura organica basica del Ministerio de Sanidad, Consumo y
Bienestar Social (BOE, 2018a), se transformd de nuevo a la AECOSAN en la Agencia Espafiola de
Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN). Ello supuso que la Agencia dejara de tener compe-
tencias en materia de consumo y que los érganos colegiados con funciones en esa materia, como
es el caso de la Seccion de Consumo del Comité Cientifico, se adscribieran Direccién General de
Consumo.

A lo largo de este trabajo las referencias al Comité Cientifico desde 2014 a 2018 se deben en-
tender como correspondientes (inicamente a su Seccion de Seguridad Alimentaria y Nutricién. En
cuanto a la Agencia, cuando se mencione se utilizara generalmente la denominacion de Agencia
Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN), salvo si se trata de referencias especifi-
cas que requieran utilizar otra denominacion en vigor en ese momento.
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2. Regulacion del Comité Cientifico

Las funcionesy procedimientos de actuacion del Comité Cientifico de la AESAN han sido estableci-
dos por distintas leyes, reales decretos y reglamentos.

2.1 Ley 11/2001 por la que se crea la AESA

La Ley 11/2001 de creacion de la AESA (BOE, 2001) cre6 a su vez el Comité Cientifico con la funcién
de proporcionar a la Agencia dictdmenes cientificos en materia de seguridad alimentaria, definir el
ambito de los trabajos de investigacién necesarios para las funciones de la Agencia y coordinar los
trabajos de los grupos de expertos que realicen actividades de evaluacion de riesgos en el marco
de las actuaciones de la Agencia.

2.2 Ley 44/2006 de mejora de la proteccion de los consumidores y usua-
rios

La Ley 44/2006 de mejora de la proteccion de los consumidores y usuarios (BOE, 2006a) cambio
la denominacion de Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria (AESA) a Agencia Espafiola de
Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) y le asigno una nueva funcion: planificar, coordinar y
desarrollar estrategias y actuaciones que fomenten la informacion, educacioén y promocion de la
salud en el &mbito de la nutricién y en especial la prevencion de la obesidad. De forma correspon-
diente, el Comité Cientifico asumi6 esta nueva funcion en el &mbito de su cometido como érgano
de evaluacion de riesgos.

2.3 Ley 17/2011 de Seguridad alimentaria y nutriciéon

La Ley 17/2011 de Seguridad alimentaria y nutricion (BOE, 2011a) asigné al Comité Cientifico dos
funciones a través de su articulo 31. Estas funciones se describen en los articulos 29 y 30 de la Ley
17/2011 y se refieren, por un lado, a la responsabilidad de impulsar, coordinar y aunar las actuacio-
nes en materia de evaluacion de riesgos alimentarios y, por otro, a la identificacién y evaluacion de
riesgos alimentarios emergentes.

2.4 Real Decreto 19/2014 por el que se aprueba el Estatuto de la AECOSAN
El Real Decreto 19/2014 por el que se aprobd el Estatuto de la AECOSAN (BOE, 2014) supuso la inte-
gracion del Instituto Nacional del Consumo y la AESAN, credndose la Agencia Espafiola de Consu-
mo, Seguridad Alimentaria y Nutricion (AECOSAN). Esta nueva Agencia contaba con competencias
en consumo y ello llevd a la creacion de dos secciones diferenciadas dentro del Comité Cientifico,
una Seccion de Seguridad Alimentaria y Nutricion formada por 20 miembros y una Seccion de Con-
sumo formada por 10 miembros.

Otro cambio introducido por el nuevo Estatuto fue la desaparicion del nimero de miembros del
Comité Cientifico que debian corresponder a cada especialidad. Las especialidades se citaron a
modo de ejemplo, sin obligar a contar con un nimero determinado de expertos en cada materia.



2.5 Reglamento interno del Comité Cientifico de la AESAN

El Reglamento interno de la Seccion de Seguridad Alimentaria y Nutricion del Comité Cientifico de
la AESAN (AESAN, 2014a) ademas de recoger lo establecido por la Ley 11/2001 y el Real Decreto
19/2014 para el Comité Cientifico, fija cuestiones como la periodicidad minima de las reuniones, el
régimen de sustituciones del Presidente y del Secretario Técnico o las funciones de la Secretaria
Técnica ejercida por el Area de Evaluacion de Riesgos de la Subdireccion General de Promocion
de la Seguridad Alimentaria.

3. Procedimiento de trabajo

El Estatuto de la Agencia fija algunos principios y procedimientos de trabajo del Comité Cientifico.
Asi, establece que el Comité Cientifico y sus grupos de expertos actuaran de acuerdo con los prin-
cipios de excelencia e independencia en su actividad de evaluacion. También se establece que el
Comité Cientifico circunscribira su &mbito de actuacién a las solicitudes planteadas por el Consejo
de Direccion, pudiendo elevar propuestas a dicho 6rgano por propia iniciativa, a través de la Direc-
cion Ejecutiva. Por tanto, el Comité Cientifico debe actuar para cumplir los mandatos del Consejo de
Direccién pero tamhbién puede hacer propuestas al Consejo.

El Estatuto establece que el Comité Cientifico se expresara formalmente mediante Informes del
Comité Cientifico de la Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricion, que se
haran pablicos de acuerdo con lo establecido en el articulo 39 del Estatuto y en los que se haran
constar, en caso de controversia, los votos particulares motivados. Por ello, en los titulos de los
informes se utiliza la palabra Informe y se trata de evitar la utilizacién de otros términos como
Dictamen u Opinion.

El Comité Cientifico y sus miembros deben canalizar toda relacidn institucional derivada de su
pertenencia a la Agencia a través de la Direccion Ejecutiva y del Consejo de Direccién. Ademas
deben abstenerse de llevar a cabo actividades de comunicacion de riesgos, asi como cualquier
tipo de manifestaciones o declaraciones en relacion con su actividad de evaluacion, sin la ex-
presa autorizacion del Consejo de Direccion. Estan obligados por el sigilo profesional durante
el proceso de elaboracion de informes y hasta tanto éstos se consideren finalizados y se hagan
publicos.

Habitualmente el Comité Cientifico celebra cuatro reuniones presenciales al afio pero también
puede reunirse por medios electrénicos, de acuerdo con el articulo 17 de la Ley 40/2015 de 1 de
octubre, de Régimen Juridico del Sector Piblico, todos los 6rganos colegiados se podran constituir,
convocar, celebrar sus sesiones, adoptar acuerdos y remitir actas a distancia.

Las reuniones presenciales suelen tener lugar en la sede de la AESAN en Madrid pero en algu-
nas ocasiones se han celebrado fuera de Madrid, tal como sucedi6 con las sesiones celebradas en
2016 y 2018 en las Universidades de Valencia y de Murcia, respectivamente.

Una vez que una solicitud de informe es aprobada por el Consejo de Direccion, esta pasa al
Comité Cientifico y se forma un grupo de trabajo, actuando uno de sus miembros como coordina-
dor. Cuando el grupo de trabajo dispone de un borrador de informe, este se discute en una sesion
plenaria con el resto del Comité y, en su caso, es aprobado.
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En ocasiones es necesario incorporar al grupo de trabajo a expertos externos al Comité. Aproxi-
madamente en una cuarta parte de los informes del Comité se ha contado con colaboradores exter-
nos. La AESAN dispone de una base de datos de expertos en seguridad alimentaria y nutricién a la
que los expertos pueden incorporarse dejando constancia de cuales son sus campos de experien-
cia (AESAN, 2018a). Para incorporarse a esta base de datos se debe contar con una experiencia
relevante y contrastable, justificada a través de evidencias tales como publicaciones cientificas,
participacion en proyectos de investigacion o titulaciones de post-grado.

Una vez que un informe es aprobado por el plenario del Comité Cientifico, este es presentado al

Consejo de Direccion y publicado en la pagina web de la AESAN.

3.1 Tasas y precios publicos
La AESAN presta algunos servicios de evaluacion de riesgos a peticion de solicitantes externos en el
marco de sus competencias y previa aceptacion por parte del Consejo de Direccion. Estos servicios
de evaluacion de expedientes y emision de informes pueden estar sujetos a precios piblicos o tasas.

De acuerdo con la Ley 8/1989, de 13 de abril, de Tasas y Precios Publicos (BOE, 1989), las ta-
sas son los tributos cuyo hecho imponible consiste en la utilizacion privativa o el aprovechamiento
especial del dominio publico, la prestacion de servicios o la realizacion de actividades en régimen
de derecho plblico que se refieran, afecten o beneficien de modo particular al obligado tributario,
cuando los servicios o actividades no sean de solicitud o recepcion voluntaria para los obligados
tributarios o no se presten o realicen por el sector privado. Por otra parte, tendran la considera-
cion de precios publicos las contraprestaciones pecuniarias que se satisfagan por la prestacion
de servicios o la realizacién de actividades efectuadas en régimen de Derecho piblico cuando,
prestdndose también tales servicios o actividades por el sector privado, sean de solicitud voluntaria
por parte de los administrados.

Las tasas no estan sujetas al impuesto sobre el valor afiadido (IVA) mientras que este si es de
aplicacion a los precios publicos.

3.1.1 Tasas
La Ley 17/2011, de 5 de julio, de Seguridad Alimentaria y Nutricion (BOE, 2011a), establece las tasas
aplicables a la realizacion de evaluaciones de expedientes de alimentos, ingredientes alimentarios,
coadyuvantes o procesos tecnoldgicos.
Las tasas son de aplicacion a aquellas evaluaciones que la legislacion establece que deben ser
realizadas por el Comité Cientifico, como son:
* Real Decreto 1052/2003, de 1 de agosto, por el que se aprueba la Reglamentacion técnico-
sanitaria sobre determinados aziicares destinados a la alimentacion humana (BOE, 2003).
* Real Decreto 1601/ 2010, de 26 de noviembre, por el que se aprueban las materias basicas para
la elaboracion de la goma base del chicle o goma de mascar (BOE, 2010).
* Real Decreto 847/2011, de 17 de junio, por el que se establece la lista positiva de sustancias
permitidas para la fabricacion de materiales poliméricos destinados a entrar en contacto con
los alimentos (BOE, 2011b).



* Real Decreto 640/2015, de 10 de julio, por el que se aprueba la lista de coadyuvantes tecno-
l6gicos autorizados para la elaboracion de aceites vegetales comestibles y sus criterios de
identidad y pureza, y por el que se modifica la Reglamentacidn técnico-sanitaria de aceites
vegetales comestibles (BOE, 2015)

Esta previsto que, en un futuro préximo, se apruebe una normativa que autorice el uso de coadyu-
vantes tecnolégicos en todas las etapas de la produccion, la transformacion y la distribucion de
distintos tipos de alimentos (AESAN, 2018b). Esta autorizacion requerird una evaluacion previa de la
seguridad del uso de dichos coadyuvantes por parte del Comité Cientifico de la AESAN y, por tanto,
estard sujeta a una tasa.

Actualmente, de acuerdo con el articulo Art. 55, apartado 3, de la Ley 17/2011, dentro del hecho
imponible de realizacion de evaluaciones de expedientes de alimentos, ingredientes alimentarios,
coadyuvantes o procesos tecnoldgicos se establecen tasas de distintas cuantias, entre 1000 y
2000 euros para estos conceptos:

¢ Evaluacion de expedientes relativos a coadyuvantes tecnoldgicos (sustancias previamente

autorizadas en alimentacion humana).

¢ Evaluacion de expedientes relativos a coadyuvantes tecnoldgicos (sustancias no autorizadas

previamente en alimentacion humana).

¢ Evaluacion de expedientes relativos a procesos tecnolégicos.

¢ Evaluacion de expedientes relativos a alimentos e ingredientes alimentarios autorizados pre-

viamente en alimentacion humana en la Union Europea.

¢ Evaluacion de expedientes relativos a alimentos e ingredientes alimentarios no autorizados

previamente en alimentacion humana en la Union Europea.

Elimporte de estas tasas fijadas en 2011 se han ido actualizado con pequefios incrementos porcen-
tuales fijados en las leyes presupuestarias de distintos ejercicios, de manera que entre 2011y 2018
se han incrementado un 5,1 %.

3.1.2 Precios publicos
La Orden SAS/3397/2009, de 4 de diciembre, por la que se fijan los precios pablicos por la realizacién
de actividades de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (BOE, 2009) prevé la
aplicacion de precios pablicos por la realizacion de distintas actividades de evaluacion referidas a:
¢ Evaluacion de expedientes relativos a coadyuvantes tecnoldgicos (sustancias previamente
autorizadas en alimentacion humana).
¢ Evaluacion de expedientes relativos a coadyuvantes tecnoldgicos (sustancias no autorizadas
previamente en alimentacion humana).
e Evaluacion de expedientes relativos a procesos tecnolégicos.
¢ Evaluacion de expedientes relativos a alimentos e ingredientes alimentarios autorizados pre-
viamente en alimentacion humana en la Unién Europea. Evaluacién de expedientes relativos a
alimentos e ingredientes alimentarios no autorizados previamente en alimentacion humana en

la Unién Europea.
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e Emisién de un informe de asesoramiento cientifico sobre la evaluacién de riesgos alimenta-

rios.

La evaluacion de un mismo producto por parte del Comité Cientifico puede estar sujeta a una
tasa o0 a un precio puablico. Asi, por ejemplo, en este momento, la evaluacion de la seguridad del
uso de un coadyuvante tecnoldgico en la produccion de determinados azlicares destinados a la
alimentacion humana estaria sujeta a una tasa ya que hay una norma que establece la obligacion
de obtener la opinidn del Comité Cientifico antes de autorizar su utilizacion. Sin embargo, si el uso
como coadyuvante se refiere a frutas u hortalizas la evaluacion, estaria sujeta a un precio publico
ya que, actualmente, no hay normativa que obligue a que esta evaluacion sea realizada por el
Comité Cientifico.

4. Miembros del Comité Cientifico

Los miembros del Comité Cientifico son seleccionados y nombrados por el Consejo de Direccion,
a propuesta del Presidente, por un periodo de 2 afios renovable. Los criterios de seleccion esta-
blecidos por el Estatuto se basan en la excelencia y adecuacion de los candidatos a las funciones
requeridas, asi como en su independencia y su disponibilidad objetiva para el adecuado ejercicio
de su funcién.

Los miembros del Comité Cientifico no perciben remuneracion alguna derivada de su condicion
de miembros ni tampoco por el ejercicio de las funciones inherentes a su pertenencia al Comité.

La primera composicion del Comité se mantuvo practicamente sin cambios desde 2003 hasta
2008 y, a partir de ese momento, se produjeron renovaciones de su composicion cada 2 afios, de
manera que diez miembros del Comité lo abandonan por haber cumplido 4 afios de permanencia
maxima y otros diez pueden continuar 2 aflos mas hasta completar el periodo de 4 afos.

En las convocatorias de renovacién del Comité habitualmente se presentan entre 50 y 70 cien-
tificos procedentes de universidades, hospitales y otros centros de investigacion. Unicamente es
necesario presentar una solicitud, una declaracion de intereses y un curriculum vitae completo.

La Ley 11/2001 establece los Principios especificos de actuacion de la Agenciay, en ese sentido,
indica que los miembros del Consejo de Direccion y del Comité Cientifico realizaran declaraciones
de causas que generen situacion de incompatibilidad para el desarrollo de su gestion.

Por su parte, el Estatuto de la AESAN establece que los miembros del Comité Cientifico deben
cumplimentar ante la Secretaria del mismo una declaracién de conflicto de intereses y deben ac-
tualizarla cuando se den circunstancias que asi lo requieran, derivadas del ejercicio del cargo en
relacion con otras actividades profesionales. Cuando sean empleados publicos de la Administra-
cion General del Estado, dichas declaraciones se deben remitir a la Oficina de Conflictos de Intere-
ses del Ministerio de Hacienda a efectos de que esta unidad resuelva acerca de la compatibilidad
de estas actividades al amparo de la Ley 53/1984, de 26 de diciembre, de Incompatibilidades del
personal al servicio de las Administraciones Publicas (BOE, 1984).

Ademas, antes del inicio de cada sesion, el Presidente del Comité recuerda a sus miembros la
necesidad de no participar en la discusién de informes que puedan plantear un conflicto de interés.



El Estatuto también establece que en la Seccion de Seguridad Alimentaria y Nutricion se contara
con especialistas pertenecientes a distintos campos, tales como Toxicologia Alimentaria, Micro-
biologia, Virologia, Parasitologia o Zoonosis Alimentarias, Epidemiologia Humana, Epidemiologia
Animal, Biotecnologia y Modificacion Genética, Inmunologia y Alergologia, Nutricion Humana, Epi-
demiologia y Salud Publica desde el punto de vista de la Nutricion, Alimentacion Animal, Farmaco-
logia, Procesos Tecnoldgicos Alimentarios, o Anélisis e Instrumentacian.

El primer Estatuto de 2002 fijaba un ndmero concreto de miembros para cada especialidad pero,
en este momento, ya no es asi, aunque se intenta cubrir la mayor variedad posible dentro de las
especialidades necesarias en el Comité.

Los miembros de cada una de las secciones del Comité Cientifico nombran, de entre los mismos,
un Presidente y un Vicepresidente. En el periodo 2003-2018 se ha contado con cinco Presidentes
y cinco vicepresidentes (Tabla 1) y tres Secretarios Técnicos, entre ellos, el principal impulsor del
Comité Cientifico, y Subdirector General de Coordinacion Cientifica de la Agencia, Jesus Campos
Amado.

Tabla 1. Presidentes y Vicepresidentes del Comité Cientifico. AESAN-Seccion de Seguridad Alimentaria y
Nutricion en el periodo 2003-2018

Periodo Presidente Vicepresidente

2003-2010 Andreu Palou Oliver Juan José Badiola Diez

2011-2012 Rosaura Farré Rovira Francisco Martin Bermudo

2013-2014 Emilio Martinez de Victoria Mufioz Antonio Martinez Lépez

2015-2016 Guillermina Font Pérez Ascension Marcos Sanchez

2017-2018 Gaspar Ros Berruezo Angeles Jos Gallego

Entre 2003 y 2018 han sido miembros del Comité Cientifico 74 cientificos procedentes de universi-
dades (81 %), centros de investigacion (12 %) y hospitales (7 %). Entre 2003 y 2018 se han celebrado
62 sesiones, 60 de ellas presenciales y 2 realizadas por medios electrdnicos. El porcentaje de asis-
tencia a las sesiones por parte de los miembros del Comité en los Gltimos 5 afios ha sido del 90 %.

La primera composicion del Comité estaba formada por 17 hombres y 3 mujeres, y desde 2015 la
composicion ha resultado paritaria (Tabla 2). En cuanto a |a distribucion por profesiones, farmacéu-
ticos y veterinarios han sido las mas frecuentes entre los miembros del Comité (Tabla 3).

Madrid es la Comunidad Auténoma que mas miembros ha aportado al Comité Cientifico, seguida
de Cataluiia y la Comunidad Valenciana (Tabla 4). Entre 2003 y 2018 las universidades de Barcelo-
na, Complutense de Madrid, de las Islas Baleares y de Zaragoza han aportado expertos al Comité
Cientifico de forma continuada.
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Tabla 2. Distribucion por género de los miembros del Comité

Cientifico en el periodo 2003-2018
Periodo Hombres Mujeres
2003-2005 17 3
2006-2008 16 4
2009-2010 15 5
2011-2012 " 9
2013-2014 " 9
2015-2016 10 10
2017-2018 10 10

Total 2003-2018 46 28

Tabla 3. Distribucion por profesion de los miembros del Comité Cientifico en el periodo 2003-2018

Ciencia
. L. . ., - - Ingeniero y
Periodo | Farmacéuticos | Veterinarios | Bidlogos | Médicos | Quimicos . Tecnologia
Agronomo i
Alimentos
2003-2005 1 8 5 2 4 0 0
2006-2008 1 8 5 3 3 0 0
2009-2010 6 6 4 2 2 0 0
2011-2012 7 3 5 3 2 0 0
2013-2014 7 2 5 3 2 1 0
2015-2016 9 3 3 3 1 1 0
2017-2018 7 6 3 2 1 0 1
Total
23 17 15 10 17 1 1
2003-2018

Tabla 4. Distribucion por Comunidad Auténoma de los miembros del Comité Cientifico en el periodo 2003-2018

Periodo 2003- | 2006- | 2009- | 2011- | 2013- | 2015- | 2017- Total
2005 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2003- 2018
Comunidad de Madrid 9 8 5 3 3 3 3 19
Catalufia 4 4 4 5 2 3 3 13
Comunidad Valenciana 0 1 1 2 6 5 4 12




Tabla 4. Distribucion por Comunidad Autonoma de los miembros del Comité Cientifico en el periodo 2003-2018
Periodo 2003- | 2006- | 2009- | 2011- | 2013- | 2015- | 2017- Total
2005 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2003- 2018
Andalucia 1 1 3 4 2 1 1 6
Castillay Leén 3 3 2 1 1 1 2 6
Aragon 2 2 2 2 2 1 1 5
Galicia 0 0 2 2 1 1 0 3
Islas Baleares 1 1 1 1 1 1 1 3
Murcia 0 0 0 0 0 2 2 2
Islas Canarias 0 0 0 0 1 1 1 2
Navarra 0 0 0 0 1 1 1 2
La Rioja 0 0 0 0 0 0 1 1

5. Informes del Comité Cientifico

5.1 Solicitudes de informe

Las solicitudes de informe al Comité Cientifico pueden tener su origen en peticiones de entidades
privadas o puablicas. Las peticiones de entidades privadas se han producido en el marco del proce-
dimiento de autorizacion de la comercializacion de nuevos alimentos (AESAN, 2009a, 2013a, 2015a,
2017a, b, ¢) o de coadyuvantes tecnoldgicos (AESAN, 2008a, 2008b, 2011a, b, c), que desde 2011 han
estado sujetos al pago de una tasa. Algunas peticiones de evaluacién de coadyuvantes por parte
de empresas se referian a productos utilizados en la desinfeccidn bacteriana de frutas y hortalizas
(AESAN, 2013b, 2016, 2017d, 2018c) que, al no existir regulacion especifica que obligara a hacer la
evaluacion en la AESAN, estaban sujetos al pago de un precio publico.

En cuanto a las peticiones de entidades publicas, estas pueden ser peticiones de unidades de la
Agencia o de entidades externas. Las unidades de Gestion de riesgos bioldgicos, quimicos y nutri-
cionales son los principales solicitantes dentro de la Agencia, seguidos de las unidades de Alertas
alimentarias y de Control oficial y de la Vocalia de la Estrategia NAOS.

Dentro de las entidades pUlblicas externas, las comunidades auténomas han realizado algunas
solicitudes, tal como se recoge en algunos informes (AESAN, 2006, 2009b, c, 2015b). Se trata de un
namero bastante reducido de peticiones, aunque hay que tener en cuenta que algunos informes
solicitados por la propia Agencia pueden estar inspirados en probleméticas planteadas por las
comunidades auténomas en distintos foros.

5.2 Informes emitidos
Desde 2003 a 2018 se han aprobado 111 informes, lo que supone una media de 7 informes anuales
(Figura 1).
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Figura 1. Informes del Comité Cientifico aprobados en el periodo 2003-2018

Las tematicas abordadas son muy variadas, en la figura 2 se puede observar la distribucién de los
informes por tipo de riesgo nutricional, biolégico, quimico o tecnoldgico, aunque en ocasiones el

informe trata maltiples cuestiones y no es facil clasificarlo en una categoria concreta.

S

= Evaluacion riesgo = Dosieres

= Nutricional = Bioldgico

Revisién Normativa

Quimico * Tecnoldgico = Lineas directrices

Figura 2. Clasificacion por tipo de riesgo y tipo de informe de los informes aprobados por el Comité Cientifico
en el periodo 2003-2018

En el periodo 2003-2018 casi la mitad de los informes aprobados han correspondido a evaluaciones del
riesgo de diversos tipos de peligros (47 %). Ademas, se han elaborado informes respecto a dosieres
presentados por empresas para la evaluacion de la seguridad del consumo o el uso de distintos ali-
mentos o productos de uso alimentario (19 %), informes de revision de una cuestion de interés en se-
guridad alimentaria (18 %), informes en relacion a normativas en vigor (10 %) y lineas directrices (6 %).

El tiempo requerido para la aprobacion de un informe depende de la cuestion concreta de que
se trate. El tiempo medio ha sido de 240 dias (8 meses) pero hay que tener en cuenta que en el
caso de dosieres presentados por empresas (fundamentalmente nuevos alimentos o coadyuvantes
tecnoldgicos) es frecuente requerir informacion adicional al solicitante y el tiempo que se tarda
en aportar esa informacion no es achacable al Comité Cientifico. Sin tener en cuenta ese tipo de



informes, el tiempo medio requerido para la aprobacion de un informe en el periodo 2003-2018 ha
sido de 205 dias (6,8 meses).

En cuanto al formato de los informes, los términos de referencia de la solicitud suelen presen-
tarse en la introduccion. Se cuenta con un resumen y palabras clave que son traducidos al inglés
e incorporados al informe publicado en espafiol y apartados de conclusiones y referencias. En
general, los informes son bastante extensos, de una media de 20 paginas.

5.3 Revista del Comité Cientifico

La Ley 11/2001, al establecer los principios especificos de actuacion de la Agencia indica que de
acuerdo con el principio de transparencia todos los ciudadanos tienen el derecho de acceso, por
el procedimiento que reglamentariamente se determine y entre otros, a los dictdmenes cientificos
elaborados por la Agencia.

En este sentido, los informes del Comité Cientifico se hacen plblicos a través de la pagina web de
la AESAN, clasificados por fecha de aprobacion y por tipo de riesgo, y como parte de la Revista del
Comité Cientifico de la AESAN. Esta revista se comenz6 a publicar en 2005 y tiene una periodicidad
bianual. Hasta 2011 se publicaba también en papel pero desde entonces s6lo se ha publicado en su
version electronica.

La publicacion de los informes como parte de una revista facilita su citacion referenciada por
parte de otros cientificos en sus publicaciones. Ademas, para favorecer la difusion internacional de
los informes del Comité Cientifico, desde 2006 en los informes se incluye el resumen y las palabras
clave eninglésy, desde 2011, se traducen integramente al inglés.

Aunque los informes son accesibles a través de la pagina web de la AESAN, también se incluyen
en la plataforma de intercambio de informacion sobre evaluacidon de riesgos knowledge junction de
la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA).

La publicacién electronica en Internet de la Revista deben cumplir el nivel de requisitos AA de la
Norma UNE 139803:2012 (UNE, 2012). Esta norma establece las caracteristicas que han de cumplir la
informacion y otros contenidos disponibles mediante tecnologias web en Internet, intranets y cual-
quier tipo de redes informaticas, para que puedan ser utilizados por la mayor parte de las personas,
incluyendo personas con discapacidad y personas de edad avanzada, bien de forma auténoma o
mediante los productos de apoyo pertinentes.

5.4 Utilizacion de los informes en la gestion de riesgos alimentarios
La principal utilidad de las evaluaciones de riesgos realizadas por el Comité Cientifico es permitir
tomar decisiones de gestion de riesgos basadas en la mejor evidencia cientifica.

Las primeras menciones a informes del Comité Cientifico que aparecen en la legislacion son las
que figuran en el Real Decreto 1420/2006 sobre sobre prevencion de la parasitosis por anisakis en
productos de la pesca suministrados por establecimientos que sirven comida a los consumidores
finales o a colectividades (BOE, 2006b) y en el Real Decreto 463/2011 por el que se establecen para
los lagomorfos medidas singulares de aplicacion de las disposiciones comunitarias en materia de
higiene de la produccién y comercializacion de los productos alimenticios (BOE, 2011c).
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A continuacién se comentan algunos informes que han resultado de especial trascendencia para
la gestion de riesgos ya que han permitido modificar legislacion nacional e internacional o basar
campafias de comunicacion para prevenir riesgos alimentarios.

5.4.1 Riesgo de triquinosis por consumo de carne de lechén

El informe aprobado en 2012 en relacion con el riesgo de triquinosis por consumo de carne de
lechon (AESAN, 2012a) ha tenido una repercusion especialmente relevante por su alcance inter-
nacional.

El Reglamento (CE) N° 2075/2005, por el que se establecian normas especificas para los controles
oficiales de la presencia de triquinas en la carne (UE, 2005), indicaba que las canales de cerdos
domésticos debian ser sometidas a muestreos sistematicos en los mataderos en el marco de los
examenes postmortem, sin que los lechones de corta edad sacrificados para el consumo humano
tuvieran un tratamiento diferenciado.

Ello obligaba a que los lechones fueran también muestreados para realizar el control de triquina
cuando, en principio y en determinados casos de cria controlada, podia no ser necesario.

En suinforme, el Comité Cientifico opin6 que para cualquier tipo de explotacién, los datos cienti-
ficos disponibles consideran que hasta el destete, realizado entre los 21y 28 dias de vida, y durante
las semanas posteriores al mismo, la fisiologia del sistema digestivo de los lechones estd adaptada
a la digestion de proteinas lacteas y no esté preparada para la digestion de carne. Por otro lado, el
control pormenorizado que debe hacerse de la alimentacion, para no comprometer el desarrollo y
vida de los cerdos, hace que el riesgo de que los lechones ingieran carne u otros productos infecta-
dos con Trichinella spp. o que esta pueda completar su ciclo bioldgico hasta larva infectante antes
del sacrificio de los animales pueda considerarse bajo.

Manteniendo los plazos habituales de destete a los 21-28 dias y considerando los escenarios de
mayor riesgo (cerdos recién destetados y en ambiente extensivo que tuvieran acceso a material
contaminado con Trichinella), 1a posibilidad de aparicion de larvas infectantes estaria comprendida
entre los 38 y 47 dias de vida (mas de 5 semanas), por lo que la edad méaxima de sacrificio que per-
mitiria considerar que el riesgo de transmision de triquinosis en cerdos no controlados destetados
a los 21 dias de vida es bajo, podria establecerse en 5 semanas (35 dias).

Conforme a las conclusiones de este informe, el Reglamento (UE) 2015/1375 que derog6 el Regla-
mento (CE) N° 2075/2005, y por el que se establecen normas especificas para los controles oficiales
de la presencia de triquinas en la carne (UE, 2015) recogi6 que no sera necesario investigar la
presencia de triquinas en las canales y la carne de cerdos domésticos no destetados de menos de
5 semanas de edad.

Por su parte, a nivel internacional, el Codex Alimentarius, el sus directrices para el control de Tri-
chinella spp., en la carne de suidos (Codex, 2015) ha utilizado el informe del Comité Cientifico como
referencia para establecer que los cerdos no destetados y sacrificados a una edad inferior a las 5
semanas pueden quedar exentos de las medidas de control posteriores al sacrificio cuando exista
informacion relevante que pueda ser verificada por la autoridad competente.



5.4.2 Condiciones de uso de determinadas sustancias para ser empleadas en complementos
alimenticios

Otra serie de informes aprobados entre 2012 y 2017 sobre condiciones de uso de determinadas
sustancias para ser empleadas en complementos alimenticios han permitido la publicacién en 2018
del Real Decreto 130/2018 por el que se modifica el Real Decreto 1487/2009, de 26 de septiembre,
relativo a los complementos alimenticios (BOE, 2018b).

Los complementos alimenticios son productos alimenticios cuyo fin es complementar la dieta
normal y consistentes en fuentes concentradas de nutrientes o de otras sustancias que tengan un
efecto nutricional o fisiolégico, en forma simple o combinada, comercializados en forma dosificada.

El Real Decreto 1487/2009 regula las vitaminas y minerales que pueden utilizarse en la fabricacion
de complementos alimenticios en Espafia pero no el uso de otras sustancias como complementos
alimenticios. Ello causaba que las empresas que deseaban comercializar estas otras sustancias
distintas de vitaminas y minerales notificaran primero su comercializacién en otro pais de la Unién
Europea y luego en Espafa basandose en el principio de reconocimiento mutuo dentro de la Unién
Europea.

Con el fin de resolver este problema se solicité al Comité Cientifico que evaluara la seguridad del
uso como complementos alimenticio de una serie de sustancias distintas de vitaminas y minerales.
El Comité evalud 78 de estas sustancias, sus cantidades maximas diarias y advertencias para el
consumidor en cinco informes (AESAN, 2012b, 2013c, 2014b, 2015¢, 2017e).

Como consecuencia de estos informes, el Real Decreto 130/2018 (BOE, 2018b) modifico el Real
Decreto 1487/2009 autorizando la utilizacion de determinadas sustancias con efecto nutricional o
fisioldgico distintas de vitaminas y minerales en la fabricacion de complementos alimenticios.

5.4.3 Criterios de seguridad que limiten la exposicion a acrilamida producida por la fritura de
patatas

Las medidas de gestion del riesgo no sélo implican aspectos legislativos sino que también pueden
referirse a la comunicacion a los consumidores con el fin de evitar o reducir su exposicion a deter-
minados riesgos alimentarios.

El Comité Cientifico de AESAN emitié en 2017 un informe sobre los criterios de seguridad que
limiten la exposicién a acrilamida producida por la fritura de patatas, con recomendaciones para su
aplicacion en el &mbito doméstico (AESAN, 2017f) y que se han recogido en un folleto desplegable
(Figura 3).
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. Compra las patatas...
En su punto dptimo de maduracion, sin brotes ni
partes verdes.
Procura que no sean muy pequefias ya que éstas
acumulan més azlcares reductores.

. Yaen casa...

Consérvalas fuera de la nevera.

Guardalas en lugar seco y oscuro que evite la
germinacion.

Evita su almacenamiento prolongado.

3. Antes de freir...

Valora un corte de la patata grueso y en tiras
(“estilo francés”) mejor que fino y en rodajas.
Lava las patatas con abundante agua del grifo.
Sécalas completamente antes del cocinado, asi
evitaras también largas frituras.

. Durante el cocinado...

Elige siempre que puedas coccion, horneado o
uso del microondas frente a la fritura.

Evita freir a temperaturas mayores de 175 °C.
Reduce el tiempo de fritura.

Retiralas cuando tengan color dorado y, en todo

caso, rechaza las demasiado oscuras.
 Limita la reutilizacion del aceite de fritura y venti-
lala cocina al terminar.

Figura3. Folleto desplegable sobre acrilamida en los alimentos. Un caso particular: las patatas fritas. Recomen-
daciones del Comité Cientifico de la AESAN. Fuente: (AESAN, 2018d).

En noviembre de 2018 se realiz6 una encuesta andnima a todos los miembros del Comité Cientifico
sobre distintos aspectos del proceso de incorporacion al Comité, las reuniones, los informes y su
opinion global. A la encuesta respondieron 17 de los 18 miembros del Comité que asistieron a la
sesion de 28 de noviembre de 2018 en la que se recogieron las encuestas.

Con las preguntas que daban opcion a dar cinco respuestas de menos a mas positiva (por ejem-
plo, de muy inadecuado a muy adecuado) se puede obtener una valoracién numérica al multiplicar
de forma correspondiente cada respuesta por un nimero de 1 (respuesta mas negativa) a 5 (res-
puesta mas positiva) y hacer la media. Una puntuacion de 3indicaria un punto intermedio, ni positi-
vo ni negativo, por encima de 3 |la respuesta seria positiva y por debajo de 3, negativa.

En ninguna de las preguntas realizadas se ha obtenido una respuesta media negativa.

e Entre 4,5y 5: Los aspectos mejor valorados por los miembros del Comité fueron la propia expe-
riencia de la pertenencia al Comité (5), que todos sefialan como muy buena (Figura 4), la aten-
cion personal (4,94) y el apoyo técnico (4,88) (Figura 5) y el apoyo administrativo (4,88) ofrecido
por la AESAN, destacando aqui también la organizacion de los viajes (4,88) que casi un 90 %
considera muy adecuada. Otros aspectos muy bien valorados se refieren a la organizacion de
las reuniones (4,59-4,53) y a la informacidn proporcionada por la AESAN para la elaboracion de
los informes (4,53).

e Entre 4 y 4,5: Las especialidades representadas en el Comité (4,47) (Figura 6), la calidad de
los informes (4,47) y su formato (4,29) también son muy bien valorados, asi como los medios
disponibles para las reuniones en la AESAN (4,24) y los términos de referencia facilitados por
la Agencia (4).

e Entre 3,5y 4: La sencillez del proceso para formar parte del Comité (4) (Figura 7), el contenido
de la informacion sobre el Comité (3,88), la visibilidad de los informes (3,76) y del Comité (3,53)



en la pagina web de la AESAN fueron bien valorados en general, pero no tanto como los as-
pectos indicados anteriormente.

Algunas preguntas referidas a cuestiones temporales no permiten hacer una valoracion numérica
como las anteriores. Aunque la mayoria de las respuestas consideraban de una duracién normal el
periodo maximo de pertenencia al Comité, casi un tercio lo considerd corto o muy corto (Figura 8) y
propusieron alternativas como 3+2 o 3+3 afios. En general, la duracion de las sesiones se considerd
suficiente y también el nimero de sesiones presenciales anuales (cuatro). Finalmente, el tiempo
requerido para elaborar los informes fue considerado de una duracién intermedia por la mayoria de
los miembros del Comité y largo por dos de ellos.

En la mayoria de los casos no hay una gran divergencia en las respuestas obtenidas a cada
pregunta. La mayor variabilidad se produce en las respuestas sobre la visibilidad de los informes o
del propio Comité, en las que, aunque se concentran en la respuesta que la considera adecuada, se
han dado las cinco respuestas posibles (Figura 9).

20 20
15 15
10 10
5 5
0 T T T T 0 T T T
muy mala  mala normal buena muy buena muy  deficiente normal grande muy
deficiente grande

Figura 4. Experiencia de la pertenencia al Comité Figura 5. Apoyo técnico recibido por parte de la Se-

Cientifico cretaria Técnica del Comité Cientifico
15 15
10 10
5 5
0 0 4
muy  inadecuadas normales muy muy complicado normal  sencillo muy
inadecuadas adecuadas complicado sencillo

Figura 6. Especialidades representadas en el Comité Figura 7. Proceso para formar parte del Comité Cien-
Cientifico tifico
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muy largo  largo normal corto  muy corto muy insuficiente normal adecuada  muy

insuficiente adecuada

Figura 8. Tiempo maximo de pertenencia al Comité Figura 9. Visibilidad de los informes del Comité Cien-
Cientifico tifico en la pagina web de la AESAN

De acuerdo con las respuestas recibidas, la opinion global sobre el funcionamiento de la Seccion
de Seguridad Alimentaria y Nutricion del Comité Cientifico es muy positiva.

El periodo de permanencia en el Comité puede parecer algo breve pero también hay que tener
en cuenta que se trata de una actividad no remunerada y que es conveniente dar oportunidad a
otros cientificos a conocer y colaborar con la Agencia. A diferencia de los modelos de algunos
paises que trabajan con paneles diferenciados por &reas de conocimiento, el Comité Cientifico de
la AESAN tiene un caracter multidisciplinar y cientificos de distintos &mbitos conviven dentro de
una misma estructura. Ello es especialmente Gtil cuando se tratan cuestiones que deben abordar-
se desde distintos campos de conocimiento pero, ademas, ayuda a contar con una diversidad de
puntos de vista.

El coste de este 6rgano colegiado se limita a la organizacion de reuniones y al mantenimiento
de una pequefia dotacion de personal de evaluacion de riesgos de la Agencia para gestionarlo y
facilitar la elaboracion de informes proporcionando apoyo cientifico-técnico y administrativo.

La posibilidad que ofrece el Estatuto respecto a la constitucién de grupos de expertos de eva-
luacion de riesgos alimentarios y de nutricién bajo la dependencia del Comité Cientifico amplia las
posibilidades de colaboracion de otros cientificos con la Agencia

Aunque los plazos de elaboracion de los informes son razonables se puede avanzar y mejorar
mediante la utilizacion de plataformas colaborativas en linea y reuniones de los grupos de trabajo
antes de las sesiones plenarias.

La difusion de los informes del Comité, tanto hacia los consumidores como hacia los profesio-
nales, puede mejorarse mediante un aumento de su visibilidad en la pagina web de la Agencia, en
medios de comunicacion y en redes y mediante su indexacion en buscadores cientificos, lo cual
puede requerir su publicacion en revistas cientificas con revisién por pares.

El balance de la actividad del Comité Cientifico en los Gltimos 15 afios puede considerarse muy
positivo y ello se debe al compromiso y dedicacion de los cientificos que han pasado por él en este
periodo.
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