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CONTEXTO Y OBJETIVOS

Mayor incidencia de especies capaces de formar biofilms.

Necesidad de conocer los mecanismos de supervivencia y persistencia en
iIndustrias asociados a la contaminacidon cruzada, y su impacto sobre el
riesgo hacia el consumidor.

- Evaluar cuantitativamente el riesgo de listeriosis atribuible a la
contaminacion microbiana en cadenas de procesado de alimentos
listos para el consumo de origen animal.

- Proponer estrategias de gestion del riesgo con objeto de reducir la
incidencia de listeriosis asociada a cadenas de procesado que puedan
entranar un mayor riesgo.
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JORNADA: LISTERIA MONOCYTOGENES. UN RETO PARA LA SEGURIDAD ALIMENTARIA

Elicitacion de Conocimiento Experto-EKE
Procedimiento para clasificacion de cepas basado en PCA
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» EKE

ASEQURA

Elicitacion de Conocimiento Experto

(Expert Knowledge Elicitation, EKE)

Bloque 1

Rondas 1-2. ; En qué etapas, actividades o equipos de una planta de procesado de productos listos para consumo hay mayor probabilidad de contaminacion con L.
monocytogenes?

Ronda 3. ;Qué porcentaje de unidades se habra contaminado en cada etapa?

Ronda 3: ¢ Cual seré la concentracion de L. monocytogenes en las unidades contaminadas en dicha etapa?

meat fish
products products

cured heat-treated cured
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ASEQURA

Bloque 1. Rondas 1-2
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PRODUCTOS CARNICOS

Weighed score

W Slicing

B JQuartering & Cutting
Raw Materials

Mincing

Weighed score

Mlixing

m Kneading

Stuffing

Cutting & Chopping of
final product

® Slidng

B Surfaces in contact with
heated product
Handling of raw materials

m Cooling after heat-
treatment
Packaging

PRODUCTOS PESQUEROS

> EKE

Weighed score

e

Surfaces in contact with raw materials during handling prior to curing I

Slicing or cutting of cured products I

M Equipment and utensils for cutting and filleting raw materials

M Packaging

Score

A
S

I Cutting of heat-treated product I

B Handling of raw materials prior to heat tregment

Packaging

wOO0O>»r-+H>» X4

CURADOS

Z00

DOor>»on



> EKE

ASEQURA

Blogue 1. Ronda 3

Estimacion de Factores de Riesgo de Contaminacion

¢ Qué porcentaje de unidades se habra contaminado en cada operacién?

¢ Cual sera la concentracién de L. monocytogenes en las unidades contaminadas en dicha operacion?

Estos factores se estiman a partir de los productos del porcentaje de unidades contaminadas y la concentracion de L. monocytogenes en tales unidades
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> EKE

ASEQURA

Elicitacion de Conocimiento Experto

(Expert Knowledge Elicitation, EKE)

Bloque 2

¢En qué lugares de una planta de procesado de productos listos para consumo hay mayor probabilidad de que se desarrollen focos de contaminacion en los que

persista y se detecte ocasionalmente L. monocytogenes?

Los desaglies y sumideros, por un lado, y las zonas o puntos de instalaciones, mobiliario o equipos de dificil acceso para su limpieza y desinfeccion, por otro,
fueron claramente identificados como los puntos de plantas de procesado donde hay mayor probabilidad de que se desarrollen focos de contaminacion en los que

persista L. monocytogenes para las cuatro categorias de alimentos por las que se preguntaron.
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ASEQURA

Caracterizacion de Biopeliculas. Agrupacion de Cepas

Tolerance to BAC Biofilm structure  Cell transfer to food matrix

* Resistencia a la desinfeccion (cloruro de
benzalconio)

* Parametros estructurales (biomasa, altura,
biovolumen, rugosidad...)

* Transferencia de células a alimento (salmdén
ahumado)

> Biofilms

Dim 2(22.81%)

L1163+

L1.C5e
L1 PM1*

Dim 1(39.70%)

AseQura
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Biofilms y transferencia
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> Biofilm y transferencia

OBJETIVO: QMRA que incorpore el riesgo asociado a la transferencia por
ASGQUI‘G contacto de ceélulas de L. monocytogenes desde biofilms formados en
2020-2024 superficies de la industria alimentaria al alimento.




Necesidad de considerar el foco de contaminacion

-

FOCO 96

FOCO 96
modelo

Importancia de considerar
los focos de contaminacion modelo.

~
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Ejemplos de composicion de
focos
de contaminaciodn

Carnobacterium
Ornithinimicrobium
Planococous
Rheinheimers
Shewanella
Vibrio
Altaromanas QOceanisphaara
Aliivibrio Qleispira
Bizionia Photobacteriun
Brochathrix Palaribacter
Brumimicroblum Pseudoalteromonas
Colwelic Psychramoenas
Granubosicocous Salengetibacter
idiormarina Sulfitobacter
Marihabitans \Vagococous
Maninomonas Zobellela
Maoritella
Oceanimonas

Acinetobacter Janibacter
Arthrabacter Nocardiokdes
Cheysechacterum  Pseudomonas
Flavobacterium Psychrobacter

Localizacion 168
Camara refrigerada de industria
pesquera

Rodriguez et al. 2016

Actinommyces Erysipelothrix
Agracoccus Exiguobacterium
Amaricoccus Facklamia
Arcob Hespelk
Beutenbergia Jeotgalicocous
8ifidobactarium Kribbia
Brachybacterium Lactobacillus
Buttiaunsiia Lactococcus
Citrobacter Leuconostac
Clostridium Luteimonas
Desemzia Luteococcus
Duganella Microlunatus
Empedobacter Micropruina
Enterobacter Mniimanas
> e

Pediococous
Planomicrobium
Prevotella
Propionibacterium
Propionispira
Rahnella
Roseinatronobacter
Sanguibacter
Serinicocous
Staphylococcus
Trichococcus
Weissella

Yersinia
Zymophilus

| Rhodobacter

Adidovirax
Aczromicrobium
Agromonas
AZracoccus
Brevibacterium
Brevundimonas
Comamanas
Corynebactanum
Devosia

Dietzia
Emterococcus
Epilithonimonas
Erythromicrobium
Janthinobacterium
Kocuria
Leucobacter
Limnohabitans

Alkanindiges

i Altererythrobacter

Arsenidiceccus
Agromyces
Barrientoslimanas
Bdeliovivrio
Blastecacous
Bosea
Burkholderia
Chelatococcus
Citreicella
Chvabacter
Curtobactenum
Curvibacter
Denococcus
Dermacoccus
Dyaphoraobacter
Daokdonella
Dryadobascter
Enhydrobacter
Frigobacterium
Frendihabitans
Geodermatophilus
Haloarella
Herbicorsux

Massikia
Microbacterium
Micrococcus
Paracoccus
Porphyrobactes
Pseudodavibacter
Rhradacocous
Rothia

Serratia
Ssmplidspira
Sphingobacterum
Stenotrophomonas
Streptococus
Streptomyces
Thibengliualla

Humibadllus
Hymenobacter
Kinsococous
Knoellla

Leifsonia
Luteipulveratus
Lysobacter
Macrococcus
Marisedminicola
Marmoricola
Methydobacterium
Moraxella
Mycobacterium
Myroides
Nakamurella
Nocardia
Novasphingobium
Oxalkibacterium
Pedobacter
Phenylobacterium
Plantibacter
Pelaromonas
Pseudoacidovorax
Pseudorhodobacter
Pseudorhodoferax

* Mayor diversidad microbiana en

carnica y lactica.

la

* Gram negativas predominantes en
procedentes de las industrias carnica y pesquera y
Gram positivas en el foco de la industria lactica.

Pseudoxanthomonas
Remlbacter
Rathayibacter
Rhizobactar
Rhizobium
Rhodoferax
Riemerella
Rubrivwvax
Salinacterium
Shumannella
Shinella
Scamaoos
Sphingobium
Sphingomonas
Sphingopyxis
Sphingosiniceila
Terrabacter
Tetraspheaern
Thermoemonas
Variovorax
Xantomonas
Xanophikss

Localizacion 107
Camara refrigerada de industria
pesquera

industria

los focos

AseQura



Persistencia de L. monocytogenes

2017 2022

Firmicutes B Actinobacteriota M Proteobacteria M Acidobacteriota Firmicutes B Actinobacteriota B Proteobacteria M Acidobacteriota

M Bacteroidota W Planctomycetota M Euryarchaeota M Bacteroidota M Planctomycetota M Euryarchaeota

2017 2022

Firmicutes M Actinobacteriota B Proteobacteria Firmicutes W Actinobacteriota B Proteobacteria

m Acidobacteriota m Bacteroidota m Acidobacteriota m Bacteroidota




Cuantificacion del efecto de la microbiota

- N

El trabajo realizado en ASEQURA demostro que la
microbiota presente en los focos de Listeria
monocytogenes condiciona la tasa de transferencia
y el crecimiento posterior de Listeria monocytogenes

en el alimento tras la contaminacion cruzada

- /




Transferencia por contacto de L. monocytogenes

Transferencia
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> Biofilm y transferencia

AseQura



Transfer rate (% CFU/g)

Transfer rate (% CFU/g)

Transferencia

Obtencion de
datos

Biofilm monoespecie de Listeria monocytogenes 96

"Qﬁ%;

Contact

FOCO0 96

L96 N°céls adheridas: 6.98+ 0.28 CFU/cm2
F96 N°céls adheridas: 6.13 £ 0.24 CFU/cm2

Funcion de
probabilidad

L96 Cluster 1

F96 Cluster 1
5]

15

Frequency

Aysueq

Frequency

 Aysusg

Frequency

L96 Cluster 3

Frequency

vavava

0.25

8 3
Aysuaq

fysveq

Frequency

Frequency

kl!suaa

T

Tasa de transferencia

Tasa de transferencia

> Biofilm y transferencia

Calculo de la
peakapilidad

La probabilidad de que la tasa de
transferencia (%CFU/g) esté en un
Intervalo determinado.

L96 F96
[0,10] 0.78 0.65
[10,20] 0.21 0.22
[20,30] O 0.08
[30,40] O 0.03

La microbiota presente en el foco de
contaminacioén de L. monocytogenes
aumenta la probabilidad de tasas
elevadas de transferencia de células
desde biofilms a salmén ahumado y
disminuye la probabilidad de obtener
tasas de transferencia bajas, entreun Oy

AseOura
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Almacenamiento

FOCO MODELO 96

Listeria monocytogenes
Acinetobacter johnsonii
Pseudoclavibacter helvolus
Rhodococcus sp

Rothia sp
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> EKE
> Biofilm y transferencia

* Lascélulasde

L. monocytogenes que
proceden del foco 96
tienen mas capacidad de
crecer (>riesgo) durante
el almacenamiento que
las que proceden del
biofilm monoespecie.

AseQura



> Biofilm y transferencia

~

El trabajo realizado en ASEQURA demostro un
cambio en la expresidon de genes clave para la
supervivencia y virulencia de L. monocytogenes en
células de biofilm y respecto a plantonicas en un
m/ sistema experimental modelo bajo condiciones de

o

estrés.




Expresion génica diferencial de pfrA bajo condiciones de estrés osmaotico y oxidativo > Biofilm y transferencia

€1.0,5%sal L1 ‘96 prfA . tO . t5 . t1 5
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plantonicas (>riesgo).
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Efecto del tracto gastrointestinal sobre Listeria
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> Fase gastrointestinal

Mas alla del alimento: ;efecto del tracto gastrointestinal sobre Listeria?

AseQura 7



Listeria plantonica (P) Listeria de biofilm (B)

L. monocytogenes : > Fase gastrointestinal
(cepas L1C5, L196, L138) » INOCULO - BIOFILMS
-80e¢c 4\ 1 l _________________

. 2 lavados de los cupones ;

INOCULACION l :
EN JAMON TRANSFERENCIA A JAMON COCIDO

___________ i |

. Cuantificacion de | Cuantificacionde || Cuantificacion de |
células planctonicas ELcéIuIas transferidas : i células adheridas !
"""""""" | l i alos CUPONES
P77 { B77
ENVASADO AL VACIO y

ALMACENADO (7 °C -7 dias)

PD {BD P77D y B77D
DIGESTION IN VITRO :

- Fase bucal: pH 5.6 -6.9 + a- amilasa + 1 minuto a 37 °C, 180 rpm
- Fase gastrica: pH 3y 2 + jugo gastrico + 1 horas a 37 °C, 130 rpm
- Fase intestinal: pH 6 + jugo intestinal + 2 horas a 37 °C, 45 rpm

AseQura A



Resultados: Tasas de transferencia de L. monocytogenes

Porcentaje (%)

13

12.5

12

11

10.5

10

9.5

L1C5

L196 L138

Cepa de Listeria monocytogenes

Global

> Fase gastrointestinal

- AseOura



logyp(ufe/cm”)
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Resultados: Concentracion de L. monocytogenes
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> Fase gastrointestinal




> Fase gastrointestinal

Resultados: Concentracion de L. monocytogenes

444

|
B77/D/P77D

D —
| |
BD/PD Br7iIPIT

logyg(ufc/em®)
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> Fase gastrointestinal

Trabajo en curso:

Analisis genético mediante PCR cuantitativa de las células
planctonicas y transferidas de biofilm de forma previa y
posterior a la digestion gastrointestinal simulada in vitro
para determinar los genes de virulencia de Listeria
monocytogenes implicados.

Los genes de virulencia que se estan estudiando son: 16 S,

PLCB, PRFA, INLA, INLB, INLC, INLJ, ARGA, PLCA, HLY, FLAA,
SIGB, LM0O2672.

AseQura A



> Fase gastrointestinal

Conclusiones

1. Se demostré un efecto protector del jamon cocido sobre L. monocytogenes.

2. Se observa una mayor supervivencia de las células de biofilm en comparacién con las células planctonicas. Y
por tanto, una mayor resistencia de las células de L. monocytogenes en el estado de biofilm.

3. Tanto las células plancténicas como las transferidas desde biofilm han sobrevivido a la digestidon
gastrointestinal simulada in vitro a pH 3.

4. Paralastres cepas hubo un crecimiento simbdlico tras la digestion a pH 2 en todas las etapas estudiadas.

5. Elestado de biofilm y la conservacioén en refrigeraciéon potencian la supervivencia del patégeno.

AseQura 7N



JORNADA: LISTERIA MONOCYTOGENES. UN RETO PARA LA SEGURIDAD ALIMENTARIA

Evaluacion del riesgo de listeriosis: factores a tener en cuenta
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Causas potenciales del incremento del riesgo
de enfermedades de transmision alimentaria

» Evaluacion de riesgos

v Incremento en las tendencias de consumo de alimentos de origen animal;

v La produccion industrializada y la globalizacion puede conllevar una mayor presencia de

patdgenos emergentes en alimentos;

v" Cambio en los estilos de vida y habitos alimenticios que resultan en un mayor consumo
de alimentos listos para el consumo y fuera del hogar, donde la probabilidad de

contaminacion de alimentos podria ser mayor;
v Incremento de enfermedades de origen alimentario inducidas por viajes;
v Envejecimiento poblacional;

v Inadecuadas practicas de manipulacion durante la produccién y distribucion de alimentos

AseQura D



Listeriosis — uno de los principales problemas de

seguridad

alimentaria

Number of tested and positive samples with detection test

RTE Products of meat origin other than fermented sausage
Other dairy products, RTE

Soft and semi-soft cheese, RTE

FOOD CATEGORIES AT MANUFACTURING

RTE Products of meat or igin other than fermented sausage

Soft and sami-soft cheese, RTE

Other dairy products, RTE

RTE Products of meat origin, fermented sausage

FOOD CATEGORIES AT DISTRIBUTION

18.061
| EEE]
I 5 544
|9
I 6411
|21 . Mumbar of tested
Cther RTE products J— 2403 samples with
|19 detaction test
1.981
Unspecified cheese |30_ . Number of
1 positive samples
Fish, RTE -7 with detection
|25 tast
Fishery products, RTE |2-15d2
milk, RTe 566
|0
0 5.000 10.000 15.000 20.000
Number of tested and positive samples with enumeration test
Cther RTE products -&3
| 4,628 MNumber of tested
:LS samples with
:E 2537 @numeration test
Fishery praducts, RTE : ]2 1.935 Numbar of
'B 1857 positive samples
| with enumeration
Fish, RTE .EIS 1022 tast
:&339
| 359 . Mumbar of
Hard cheese, RTE :ﬁ 2 positive samples
Unspecified chesse [p3%7 with .
: &7 enumaration test
Milk, RTE :B exceeding 100
| ! ! ! | CFU/g
0 5.000 10.000 15.000 20.000

Alerta alimentaria por presencia de Listeria monocytogenes en
queso fresco de cabra y vaca de Andalucia

16.09.21

La Consejeria de Salud y Familias, a través de la Direccion General de Salud Publica y
Ordenacion Farmacéutica, ha sido informada por la empresa Quesos Los Vazquez S.L.
sita en la localidad de Castilleja del Campo (Sevilla) en aplicacion de su sistema de
autocontrol, de la presencia de Listeria monocytogenes en un lote de Queso fresco de
leche de cabra y vaca en presentacion de 250 grs. con fechas de caducidad 02.10.21
(Lote 0904-4) que han sido distribuidos en las provincias de Cadiz, Huelvay Sevilla,
activando la empresa su protocolo de retirada del producto mediante comunicacion a sus

clientes
Alerta por presencia de Listeria
monocytogenes en productos carnicos
) procedentes de Espzafia (Ref.
Ju"‘? d'eAndaluaa Salud a lo largo dad femas Laconsejeria Servicios Buscar
A Consejeria de Salud y Consumo dela wdag ,a} aﬁ.ﬁﬁﬁa 2?2 !

puh'll(

Inicio > Temas > Seguridad alimentaria > Alertas alimentarias >

Alerta alimentaria por presencia de Listeria moncytogenésénqiieso fresco de

cabra y mezcla de Andalucia
Fecha y hora: 24/10/2023 16:30

04 de marzo

encia de Seg iay (AESAN) ha sido informada por

La
La Consejeria de Salud y Familias, a través de la Direccién General de Salud Piblica y Ordenacion Farmacéutica, ha tenido
de a través del Sistema Coordinado de Intercambio
conocimiento de la presencia de Listeria monocytogenes en queso fresco, semicurado y curado de cabra y mezcla quehan sido

distribuidos en (a provincia de Malaga, procedentes de [a empresa HERMANOS VARGAS JIMENEZ S.L sitaen |;
(M3lagal, con la marca El Llano Jaral, refrigerados, presentados en envases de 2kg, 1 kg. 500 g7y 250 g, y en
de caducidad. La empresa ha activado su protocolo de retirada del producto mediante comunicacion a sus ¢
inmediata.

Los datos de los productos implicados son:
+ NOMBRE DEL PRODUCTO: QUESO FRESCO, SEMICURADO Y CURADO DE LECHE DE CABRA ¥ MEZCLA

* MARCA: EL LLANO JARAL

* PRESENTACION: Envases de 2 kg, 1 kg, 500 gr y 250 gr.

localicRTke: de Informacion (SCIRI), de la presencia de Listeria menocytogenes en productos
odos losliwigdeshode la marca Industrias Cérnicas Sierra Nevada SL, con n® de RGSEAA
fentes d(pL545/GR.

Se recomienda a las personas que tengan en su lio los p: en esta
alerta se abstengan de consumirlos.

La Agencia Espaficla de Seguridad Alimentaria y Mutricién ha tenido
conocimiento a través del Sistema Coordinado de Intercambio Rapido de
Informacidn (SCIRI), de una netificacion de alerta trasladada por las autoridades
sanitarias de la Junta de Andalucia relativa a la presencia de Llisteria
monocytogenes en productos carnicos de la marca Industrias Carnicas Sierra

AseQura
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Fases de la evaluacion de riesgos

La evaluacion de riesgos se basa en la evaluacion cientifica de los efectos adversos conocidos vy
potenciales sobre la salud humana que surgen de la exposicidon a peligros originados en los
alimentos.

Identificacion del peligro

Caracterizacion del peligro
Evaluacion de la exposicion i B
Caracterizacion del riesgo

v

v
<€

v

v

v Transparencia
Actores de la esfera v Con base cientifica
alimentaria v Enfoque de sistemas

v' Integracion de modelos matematicos

AseQura %



Aplicaciones en evaluacion de riesgos

Caracterizacion de la variabilidad de cepas de L. monocytogenes de origen clinico y
alimentario

Objetivo

Conocer el comportamiento de cepas aisladas de L. monocytogenes en relacion con su resistencia a

condiciones de pH y [NaCl], estudiando el efecto de la procedencia de las mismas a través del desarrollo de
modelos predictivos.

International Journal of Food Microbiology 411 (2024) 110521

Contents lists available at ScienceDirect

International Journal of Food Microbiology

D o ol
EL»SI:\”LER journal homepage: www.elsevier.com/locate/ijfoodmicro

L)
Inter-strain variability on the cardinal parameters (pH and A,y) of clinical \ﬂ
and food isolates of Listeria monocytogenes using
turbidimetric measurements

Salud Maria Serrano Heredia®, Yvan Le Marc °, Javier Sanchez Martin®, Aricia Possas®, Elena
Carrasco Jiménez ™ , Antonio Valero Diaz "

AseQura %



Aplicaciones en evaluacion de riesgos

and A ) and inoculum

= / . Strain origin 'Stress conditions (pH .Results iterpretation
26 cepas: ;
I_'I‘_I preparation oo

« 7 Origen clinico T
10 industrias pesqueras N =
Clinical A

(superficies y producto)
« 9 industrias carnicas
(superficies y producto)

2 150 iz 500
Cardinal parameters (pH,;,, and A ..)

[ fle
-

Fishery and meat
industries

owoR-<owng 753 SEARd

ibai=t \

. Turbidimetry
Listeria \\ g measurements
monocyfogenes \\ / _
\ Food contact surfaces - e : ‘ g
\\ 3 ‘ (‘w \ - fo P . ) ?
\ - -%
\\ ‘ . i = 3
\ V e = €00 Q1L (0G0 007, 50, <07

\ RTE fishery and meat

\\ products Bioscreen C

Inter-strain variability of L. monocytogenes
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Aplicaciones en evaluacion de riesgos

Ajuste de modelos de microbiologia predictiva

1.5

L1CH3

0.94 0.96 0.98 1
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Aplicaciones en evaluacion de riesgos
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Aplicaciones en evaluacion de riesgos
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Conclusiones

v’ La resistencia a la inhibicion debido a condiciones limitantes de NaCl y pH refleja una alta
variabilidad entre las cepas de L. monocytogenes.

v’ Los parametros calculados de L monocytogenes se han incorporado en modelos de
microbiologia predictiva para considerar la variabilidad natural existente en el crecimiento del
patdégeno.
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