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En los Gltimos afios se ha detectado un aumento de la presencia de especies de Vibrio en productos
derivados de la pesca como consecuencia de fendmenos asociados al cambio climatico, comercio
internacional y desarrollo de nuevos métodos de deteccion y diagnoéstico. Concretamente, son los
serogrupos de V. cholerae 01y 0139, asi como las cepas portadoras del gen que codifica para la
toxina del cdlera (cepas ctx positivas), las que suponen un riesgo para el consumidor a través de
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la ingesta de alimentos de origen pesquero contaminados. La falta de un criterio armonizado sobre
los controles en frontera, junto con la creciente presencia de cepas no toxigénicas no-01/no-0139,
pone de manifiesto la necesidad de valorar de forma mas precisa el riesgo para el consumidor de
la presencia de V. cholerae en langostinos y otros productos de la pesca congelados, tanto crudos
como cocidos listos para el consumo, y establecer unos criterios microbiolégicos, en el marco del
control de estos productos.

En base a la bibliografia analizada, la prevalencia de V. cholerae 01y 0139, asi como de cepas ctx
positivas en langostinos y otros productos de la pesca congelados importados es baja, de manera
que el riesgo para el consumidor estaria, principalmente, asociado a practicas de manipulacion y
almacenamiento deficientes. Por otro lado, la patogenicidad de los serogrupos de V. cholerae no
toxigénicos no esta aun bien definida, no existiendo evidencias sdlidas acerca de la infeccion por
transmision alimentaria.

Por tanto, en base a las evidencias encontradas, se recomienda mantener el criterio microbioldgi-
co de ausencia en 25 g de producto, ya sean langostinos u otros productos de la pesca congelados
crudos, o cocidos listos para el consumo, para el caso de V. cholerae 01y 0139, asi como de otras
cepas ctx positivas, dado el riesgo inherente asociado a la enfermedad. Para aquellas cepas de V.
cholerae no toxigénicas, no existen suficientes evidencias acerca de la patogenidad de las mismas,
por lo que no se sugieren medidas de intervencion méas alla del seguimiento de unas Buenas Practi-
cas de Higiene (BPH), de aplicacion a cualquier producto de la pesca.

En relacion con el riesgo asociado a la presencia de V. cholerae en langostinos y otros productos
de la pesca congelados crudos, se deduce que los tratamientos de coccion a 70 °C durante 2 minu-
tos en el centro del producto garantizan la eliminacién del patégeno. En el caso de los langostinos
y otros productos de la pesca congelados cocidos listos para el consumo, el riesgo microbiolégico
se asocia con la contaminacion posterior al tratamiento de coccion. Con objeto de mitigar el riesgo
para el consumidor, es preciso la aplicacion de unas BPH y de los principios del Anélisis de Peligros
y Puntos Criticos de Control (APPCC) a lo largo de la cadena de produccion, distribucion y consumo.

Palabras clave

Vibrio cholerae, brote de origen alimentario, criterios microbiolégicos, langostinos congelados,
productos de la pesca.

Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (AESAN) on the microbiological criteria for Vibrio cholerae,
as additional control measures at border control posts, applicable to im-
ported frozen prawns and other fishery products

Inrecentyears, anincrease in the presence of Vibrio species in fishery products has been detected
as a result of phenomena associated with climate change, international trade and the development



of new detection and diagnosis methods. Specifically, it is the serogroups of V. cholerae 01 and
0139, as well as the strains carrying the gene that codes for cholera toxin (ctx positive strains),
that pose a risk to the consumer through the intake of contaminated fishery products. The lack of
a harmonised criterion on border controls, together with the increasing presence of non-toxigenic
non-01/non-0139 strains, highlights the need to more accurately assess the risk to the consumer
of the presence of V. cholerae in frozen prawns and other fishery products, both raw and cooked
ready-to-eat, and establish microbiological criteria, within the framework of controlling these pro-
ducts.

Based on the literature analysed, the prevalence of V. cholerae 01 and 0139, as well as ctx posi-
tive strains in imported frozen prawns and other fishery products is low, so the risk to the consumer
is mainly associated with poor handling and storage practices. On the other hand, the pathogenicity
of non-toxigenic V. cholerae serogroups is not yet well defined, and there is no solid evidence of
foodborne infection.

Therefore, based on the evidence found, it is recommended to maintain the microbiological cri-
terion of absence in 25 g of product, whether frozen, raw or cooked ready-to-eat prawns or other
fishery products, in the case of V. cholerae 01 and 0139, as well as other ctx positive strains, given
the inherent risk associated with disease. For those strains of non-toxigenic V. cholerae, there is not
enough evidence about their pathogenicity, so no intervention measures are suggested beyond the
monitoring of Good Hygiene Practices (GHP), applicable to any fishery product.

In relation to the risk associated with the presence of V. cholerae in raw, frozen prawn and other
fishery products, it follows that cooking treatments at 70 °C for 2 minutes in the centre of the product
guarantee the elimination of the pathogen. In the case of frozen, cooked ready-to-eat prawns and
other fishery products, microbiological risk is associated with contamination after cooking treat-
ment. In order to mitigate the risk to the consumer, it is necessary to apply GHP and the principles
of Hazard Analysis and Critical Control Points (HACCP) throughout the production, distribution and
consumption chain.

Vibrio cholerae, foodborne outbreak, microbiological criteria, frozen prawns, fishery products.
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1. Introduccion

El género Vibrio estd ampliamente distribuido en la naturaleza en ambientes acuosos dulces o sa-
linos, en zonas de litoral y estuarios de regiones tropicales. Lo conforman, al menos, 12 especies
patégenas para el hombre; 10 de estas podrian causar enfermedades que se transmiten a través
de los alimentos. La mayoria son causadas por Vibrio cholerae, V. parahaemolyticusy V. vulnificus.

Salvo situaciones particulares, la exposicion del consumidor a estos patégenos es muy baja, de-
bido a su baja prevalencia en productos de la pesca, a la inhibicion del crecimiento a temperaturas
de refrigeracion, a la sensibilidad al tratamiento térmico y al consumo limitado de productos de la
pesca (pescado, moluscos y crustaceos) crudos en Espaiia.

Por todo ello, el riesgo de padecer enfermedad por consumo de productos de la pesca proce-
dentes de terceros paises contaminados por Vibrio spp. en Espafia se ha calificado hasta ahora,
en términos generales, de bajo o muy bajo, en funcidn de los datos disponibles de identificacidn,
prevalencia y concentracion, tanto de V. cholerae como de V. parahaemolyticusy V vulnificus. Sin
embargo, diversos estudios apuntan a que el cambio climatico y el aumento de la temperatura del
mar estan contribuyendo a un incremento de la prevalencia y la concentracion de Vibrio en aguas,
asociada a un aumento de brotes notificados a nivel mundial y a su propagacion geogréafica a re-
giones en las que antes no existia la enfermedad. Adicionalmente, factores como el incremento de
densidad de poblacion en la costa y la mejora de los métodos diagndsticos podrian ser una expli-
cacion de estas observaciones.

Una temperatura de conservacion inadecuada puede producir un aumento considerable en los
recuentos de Vibrio, pudiendo alcanzar niveles de riesgo para la salud, aun partiendo de concen-
traciones del patégeno muy bajas en la captura del producto o a su llegada a los puestos de control
fronterizos. La contaminacion cruzada durante la manipulacion, asi como a través del contacto con
alimentos contaminados, puede incrementar el riesgo asociado a la presencia de Vibrio spp.

El Reglamento (CE) N° 2073/2005, relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a los produc-
tos alimenticios (UE, 2005), no establece criterios a nivel de la Union Europea para ninguna especie
de Vibrio, por lo que no hay un criterio armonizado sobre los controles en frontera, y cada pais
adopta una decision propia sobre sus actuaciones en el control de estos patégenos.

SegUn el informe de la reunién del Joint FAO/WHO Expert Meetings on Microbiological Risk As-
sessment (JEMRA, 2021), estan ya disponibles diversos enfoques para el aislamiento, la deteccion,
la enumeraciony la caracterizacion de Vibrio spp. a partir de matrices como el agua y los mariscos.
En particular, el método internacional para la deteccion de V. parahaemolyticus, V. choleraey V.
vulnificus (UNE-EN IS0 21872-1:2017 (UNE-EN IS0, 2017)) incluye opciones de deteccion molecular
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional y en tiempo real (qPCR).

Vibrio spp., principalmente las especies V. parahaemolyticusy V. vulnificus, han sido identifica-
das por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) como peligros biolégicos con alta
probabilidad de convertirse en emergentes en un futuro préximo en Europa. La EFSA esta prepa-
rando una opinién sobre Vibrio spp. asociado al consumo de alimentos de origen marino, cuya pu-
blicacion esta prevista para junio de 2024 (EFSA, 2022). Asimismo, el Comité del Codex Alimentarius
sobre Higiene de los Alimentos (CCFH), esta revisando el documento de 2010, Directrices sobre la



aplicacion de los principios generales de higiene de los alimentos para el control de las especies
patdgenas de Vibrio en los alimentos de origen marino (Codex Alimentarius, 2010), siguiendo la
evidencia cientifica mas actual recogida por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Ali-
mentacion y la Agricultura/Organizacion Mundial de la Salud (FAQ/OMS).

Como consecuencia del resultado desfavorable de controles de V. cholerae en crustaceos con-
gelados procedentes de terceros paises en puestos de control fronterizos durante los afios 2022 y
2023, se intensificaron los controles oficiales en toda la Unién Europea para langostinos congelados
procedentes de algunos establecimientos proveedores. En estos controles, el criterio establecido
era el de ausencia de V. cholerae, sin distincién de serogrupos.

Con estas premisas, se solicita al Comité Cientifico de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimen-
taria y Nutricion (AESAN) que elabore un informe en el que se determine:

i. Lasdiferencias que existen en cuanto al riesgo para el consumidor entre la presencia en lan-
gostinos congelados de las cepas de V. cholerae pertenecientes a los serogrupos 01 u 0139;
los serogrupos no-01/no-0139 portadores del gen ctx que codifica la toxina del célera (CTX);
los serogrupos no-01/no-0139 no portadores del gen ctx que codifica la CTX.

ii. Las diferencias que existen en cuanto al riesgo para el consumidor de la presencia de V. cho-
lerae en langostinos congelados, entre los productos crudos, y aquellos cocidos listos para el

consumo.

2.1 Aspectos taxonomicos

El género Vibrio pertenece a la familia Vibronaceaey esté constituido por bacterias haléfilas Gram
negativas con forma de bastén curvo y muy moéviles, con un solo flagelo polar. El microorganismo
mide entre 1y 3 pym de largo y entre 0,5y 0,8 pm de ancho, es anaerobio facultativo, oxidasa posi-
tivo, no forma esporas y es capaz de fermentar azlicares (glucosa, sucrosa y manitol) (Kraus et al.,
2003) (Ryan y Ray, 2004). Las especies de Vibrio se encuentran tipicamente en ambientes acuaticos
y algunas representan un grave peligro para la salud humana como agentes causantes de infec-
ciones transmitidas por alimentos (Haque et al., 2023). Vibrio spp. puede provocar célera, vomitos,
septicemia, diarrea con sangre, dolor abdominal, fiebre y nduseas, procesos que en muchas oca-
siones estan asociados con el consumo de alimentos de origen marino contaminados (Haque et al.,
2023). 12 de las 30 especies del género se consideran patdgenos humanos; entre estas, V. cholerae,
V. parahaemolyticusy V. vulnificus son las notificadas con mayor frecuencia (Haque et al., 2023).

V. cholerae se divide en mas de 200 serogrupos determinados por la estructura del antigeno 0
del lipopolisacarido (LPS). Entre ellos, un subconjunto de cepas pertenecientes a los serogrupos 01
y 0139 pueden causar colera debido a su capacidad para producir la CTX, responsable de diarrea
acuosa profusa, y se han asociado principalmente con epidemias. La CTX presenta dos subuni-
dades, Ay B, esta (ltima con cinco componentes. Las cepas de V. cholerae que causan el célera
albergan un bacteriofago filamentoso (CTX®) que codifica la CTX, y un factor de virulencia, el pilus
corregulado por la toxina (TCP, Toxin-Coregulated Pilus), un pilus de tipo IV que es esencial para la
colonizacion (permite a las células bacterianas adyacentes unirse entre si, facilitando la formacion
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de microcolonias dentro del intestino de los seres humanos y animales infectados, y facilita la ad-
hesion a los enterocitos) y también sirve como receptor del bacteriéfago CTX® (Waldor y Mekala-
nos, 1996). Ademas del TCP, muchas otras estructuras y actividades celulares, incluido el antigeno
0-LPS, la curvatura celular, la motilidad y determinados procesos metabélicos, han sido implicados
en la colonizacion intestinal por V. cholerae (Baker-Austin et al., 2018). La produccion de estos
factores de virulencia (CTX y TCP) esté fuertemente influenciada por las condiciones ambientales
(Bhandari et al., 2023). Otros factores de virulencia, como la toxina de la zonula occludens (Zot),
la enterotoxina accesoria del colera (Ace), la hemolisina (HIyA), la enterotoxina termoestable, los
sistemas de secrecion tipo Il y VI (T3SS y T6SS) y la capacidad para formar biopeliculas estan in-
volucrados en la patogenicidad de V. cholerae. Por lo tanto, incluso los aislamientos de V. cholerae
negativos para los genes de la CTX podrian suponer un motivo de preocupacion ante la potencial
presencia de otros genes de virulencia (Jantapaso et al., 2024), si bien este es un aspecto que ha
sido objeto de pocas investigaciones hasta el momento.

La gran mayoria de los casos de colera son causados por cepas del serogrupo 01, que se dividen
en tres serotipos, denominados Ogawa, Inaba y Hikojima, segin el estado de metilacion de la perosa-
mina terminal del LPS. Las cepas de Ogawa estan metiladas, las cepas de Inaba no estan metiladas
y las cepas de Hikojima expresan antigenos 0 metilados y no metilados. Si bien los serotipos Ogawa
e Inaba pueden circular simultdneamente durante las epidemias y son capaces de interconvertirse
(Stroeher et al., 1992), el serotipo Hikojima es raro y la evidencia indica que es una forma de transicion
inestable que se produce cuando una cepa presenta un cambio de serotipo de Ogawa a Inaba (Karls-
son et al., 2014). A su vez, el serogrupo V. cholerae 01 se clasifica en dos biotipos, clasico y El Tor, que
se pueden distinguir en base a un conjunto de marcadores fenotipicos y genéticos (Barzelighi et al.,
2016) (Clemens et al., 2017). Asi, en principio, estos dos biotipos difieren en su capacidad hemolitica,
reaccion de aglutinacion con eritrocitos y resistencia a la polimixina B, caracteristicas presentes en
las cepas El Tor (Sharma et al., 1997) (Sharifnia et al., 2012). Un gen que ayuda a codificar el desarrollo
y la regulacion del TCP, tcpA, también se utiliza para distinguir biotipos (El Tor o clasico), en base a
deleciones de secuencia en el alelo clasico (Iredell y Manning, 1994). Curiosamente, existen algunas
diferencias entre ambos biotipos por lo que respecta a los patrones de infeccion. Las cepas de El
Tor son més eficientes en la transmision de hospedador a hospedador, sobreviven mejor en el medio
ambiente y en el intestino humano, y tienen una mayor incidencia de portadores asintomaticos que
sintomaticos, en comparacion con las cepas clasicas (Nair et al., 2006).

En general, las cepas que no pertenecen a estos serogrupos (cominmente denominadas “V.
choleraeno-01/no-0139") carecen del gen ctxy no son patdgenas, o causan enfermedades levesy
esporadicas en personas sanas, como gastroenteritis, otitis o infecciones de heridas (Farina et al.,
2010). En personas inmunocomprometidas o que tienen una enfermedad subyacente, las cepas de
V. cholerae no-01/no-0139 son capaces de provocar fascitis necrotizante y septicemias, con tasas
de letalidad asociadas de hasta el 47 % (Trubiano et al., 2014), asi como gastroenteritis potencial-
mente tan severa como el célera (Calduch et al., 2003) (Dutta et al., 2013) (Octavia et al., 2013) (Fer-
nandez-Ruiz et al., 2017) (Zhang et al., 2020). Las infecciones producidas por cepas no-01/no-0139
estan a menudo relacionadas con una exposicion ambiental, particularmente con el consumo de



alimentos de origen marino crudos o poco cocinados, y afectan, principalmente, a pacientes inmu-
nodeprimidos (Morris, 1990) (Patel et al., 2009). Durante el verano de 2014, hubo un aumento notable
del nimero de infecciones por V. cholerae no-01/no-0139 notificadas en la zona del Mar Baltico,
lo que se correspondi6 tanto temporal como espacialmente con una importante ola de calor. La
mayoria de los casos consistieron en infecciones autolimitadas de oido y tejidos blandos asociadas
con la natacion o la exposicion al agua (Baker-Austin et al., 2018).

Aunque laimportancia clinicay el impacto para la salud publica de los serogrupos no toxigénicos
de V. cholerae han sido cuestionados durante mucho tiempo, su implicacion en brotes de diarrea
tras el consumo de mariscos contaminados se ha documentado en varios paises europeos (Le Roux
et al., 2015). Algunas cepas de V. cholerae no-01/no-0139 producen una enterotoxina termoestable
(denominada NAG-ST), que se parece mucho a la enterotoxina termoestable de Escherichia coli
enterotoxigénica. Estas cepas, denominadas “ V. cholerae enterotoxigénica”, pueden causar enfer-
medades diarreicas en humanos, seglin observaciones en voluntarios y estudios epidemiolégicos
de brotes y casos esporadicos (Bagchi et al., 1993). La patogenicidad de V. cholerae no toxigénico
puede verse aumentada debido a la presencia de un amplio espectro de factores de virulencia,
incluidas enzimas extracelulares, enterotoxinas y hemolisinas (Restrepo et al., 2006) (Ottaviani et
al., 2009). Por ello, es posible que los serogrupos no toxigénicos de V. cholerae pasen a ser consi-
derados en el futuro como una causa emergente de infeccién gastrointestinal en nuestro medio,
especialmente en pacientes inmunodeprimidos, donde la infeccién podria estar asociada a una
mortalidad significativa (Fernandez-Ruiz et al., 2017).

En ocasiones, se han aislado cepas no-01/no-0139 que producen la CTX (0141y 075 en los Esta-
dos Unidos; 05, 06,010,012, 014y 037 en otras partes del mundo) (Crump et al., 2003) (Tobbin-D’An-
gelo et al., 2008) (Aidanian et al., 2015). Estos serogrupos pueden provocar casos esporadicos de
enfermedad colérica o pequefios brotes, pero no parecen ser capaces de causar célera epidémi-
co. En este sentido, se ha indicado que algunos serogrupos no-01/no-0139 podrian servir también
como reservorio del genoma del fago de la toxina del colera (Udden et al., 2008). En los estudios filo-
genéticos estos serogrupos no-01/no-0139 no se agrupan con las cepas de V. cholerae responsa-
bles de enfermedades epidémicas (que tienden a colocarse muy proximas) y, en general, carecen
de maltiples genes/complejos de genes que se han asociado con el colera “tipico” (Li et al., 2002).
Este hecho coincide con el concepto de que existe un “genotipo epidémico” que incluye maltiples
genes necesarios para la enfermedad epidémica (Aidanian et al., 2015). Concretamente en Europa
se carece de sistemas de notificacion obligatorios para enfermedades asociadas a Vibrio distintas
de las causadas por V. cholerae 01/0139, lo que impide una estimacion precisa del namero de
infecciones. No obstante, la prevalencia de brotes causados por V. cholerae no-01/no-0139 esté
aumentando, probablemente como consecuencia del incremento progresivo de la temperatura de
la superficie marina (Castello et al., 2022).

2.2 Coélera
La infeccion por V. cholerae puede ser asintomatica o cursar con formas clinicas severas (colera
gravis). El colera puede presentarse como una enfermedad esporadica, epidémica o endémica,
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conocida por causar diarrea grave y deshidratacion que puede provocar la muerte en ausencia de
tratamiento médico (Bhandari et al., 2021). En las zonas endémicas, el 75 % de los casos son asin-
tomaticos, el 20 % son leves a moderados y entre el 2 % y el 5 % son formas graves. Los sintomas
incluyen la aparicion abrupta de diarrea acuosa en “grano de arroz”, vomitos ocasionales y calam-
bres abdominales (Ryan y Ray, 2004). La deshidratacion sobreviene con sintomas y signos como
sed, mucosas secas, disminucion de la turgencia de la piel, ojos hundidos, hipotension, pulso radial
débil o ausente, taquicardia, taquipnea, voz ronca, oliguria, calambres, insuficiencia renal, convul-
siones, somnolencia, coma y, ocasionalmente, muerte (Kraus et al., 2003). La muerte por deshidra-
tacion puede ocurrir en unas horas o dias, especialmente en nifios sin tratamiento médico, siendo
la enfermedad especialmente peligrosa para las mujeres embarazadas durante la (ltima etapa del
embarazo, ya que pueden ocurrir abortos, partos prematuros y muerte fetal. En los casos de colera
gravis, que implican una deshidratacion severa, hasta el 60 % de los afectados pueden morir; sin
embargo, menos del 1 % de las infecciones son mortales con tratamiento de rehidratacion. El pe-
riodo de incubacion del célera puede oscilar entre 12 horas y 5 dias, y la enfermedad suele durar
entre 4 y 6 dias (Azman et al., 2013). Varios estudios demuestran que la infeccion clinicamente
aparente por V. cholerae induce inmunidad protectora contra infecciones posteriores en humanos.
Los pacientes sintoméaticos pueden eliminar vibrios antes de los signos clinicos de la enfermedad
y hasta 2 semanas después. Ademas, puede existir un estado de portador (donde el paciente tiene
el agente infeccioso sin ninguna manifestacion clinica), elimindndose en este caso los vibrios en
cantidades pequefias e intermitentes durante varias semanas (Gangarosa et al., 1966).

V. cholerae se transmite de persona a persona por via fecal-oral o indirectamente a través de
alimentos o agua contaminados (Montero et al., 2023), habiéndose notificado epidemias causadas
por el consumo de alimentos de origen marino (Krauss et al., 2003) (Ryan y Ray, 2004) (Baker-Austin
et al., 2018). En los paises desarrollados, los casos de gastroenteritis por Vibrio estan casi siempre
relacionados con el consumo de alimentos de origen marino, particularmente crudos o poco coci-
nados (Hlady y Klontz, 1996). Sin embargo, en entornos con recursos limitados, el patron suele ser
menos claro, debido en parte al mayor riesgo de contaminacion fecal de los alimentos y el agua
y/o a la contaminacion cruzada de otros alimentos con productos de la pesca contaminados. La
temperatura y la salinidad son los dos factores mas importantes que afectan a la distribucion de
Vibrio en todo el mundo. Por ello, las infecciones generalmente surgen durante el verano y el otofio,
cuando las aguas superficiales son comparativamente mas calidas (Deeb et al., 2018). El rapido
calentamiento del medio marino, junto con el aumento de fenémenos meteoroldgicos extremos,
como las olas de calor, estan favoreciendo la propagacion de Vibrio spp. en todo el mundo, y recien-
temente se han notificado brotes de infeccion por Vibrio spp. en regiones templadas como Espafia
(V. parahaemolyticus (Martinez-Urtaza et al., 2018)), Suecia y Finlandia (V. choleraey otras especies
(Baker-Austin et al., 2016)).

Después de la ingestion, el patdgeno prolifera hasta alcanzar una alta concentracion a lo largo
de la superficie mucosa del intestino delgado, pero no altera la integridad de la barrera epitelial ni
causa dafios sustanciales a las células epiteliales (se trata de un patégeno extracelular). En cam-
bio, las bacterias provocan una intensa respuesta secretora, lo que resulta en una diarrea acuosa



profusa. Estudios en diversos modelos animales y en voluntarios han demostrado que la diarrea
colérica es, principalmente, una respuesta a la CTX secretada por el patdgeno. Asi, se ha obser-
vado que la eliminacion de los genes ctxAy ctxB (que codifican las subunidades Ay B de la CTX,
respectivamente) de V. cholerae anula la capacidad de la bacteria para inducir diarrea en modelos
animales, mientras que la administracion de CTX purificada es suficiente para provocar diarrea en
voluntarios humanos (Baker-Austin et al., 2018).

Gracias a los avances en materia de saneamiento a través de la educacién y la mejora de la in-
fraestructura (gestion adecuada de las aguas residuales), los paises desarrollados han erradicado
con éxito el célera, excepto algunos brotes ocasionales o como resultado de unos pocos casos
importados (OMS, 2018). Por el contrario, el colera es endémico en casi 70 paises en el ambito
mundial, siendo mas frecuente la enfermedad en areas tropicales y subtropicales. La mayoria de
los casos se encuentran en el subcontinente indio y en Africa (en 2002, la OMS estimé que el 97
% de los casos de célera ocurren en Africa) (Ali et al., 2015), donde cuestiones socioeconémicas
como el crecimiento demografico y el consecuente hacinamiento, la urbanizacion no planificada y
la mala infraestructura sanitaria, la pobreza extrema, la migracién forzada y los conflictos bélicos
prolongados contribuyen a la transmision de la enfermedad (OMS, 2018). En zonas endémicas, los
casos de colera tienden a ser mas comunes en nifios menores de 5 afios, que puede ser explica-
do por un deficiente sistema inmunitario. Ademas de los patrones endémicos de transmision, el
colera a menudo ocurre en el contexto de grandes y devastadoras epidemias. Las epidemias en
zonas endémicas tienden a ocurrir durante la temporada de calor y parecen estar aumentando
como consecuencia del cambio climatico (Kraus et al., 2003). En el afio 2022, se registraron cerca
de medio millon de casos de cdlera en el mundo, y 2549 defunciones por esta causa (OMS, 2023).
Sin embargo, algunos investigadores estiman que se producen anualmente 3 millones de casos de
enfermedad humana, asociados a mas de 100 000 fallecimientos (Ali et al., 2012).

En los tltimos 200 afios ha habido siete pandemias principales de célera. El biotipo clasico de V.
cholerae 01 fue responsable de las seis primeras pandemias de célera, que discurrieron entre los
afios 1817 y 1925. A partir de ese afio, dejando a un lado algunos brotes locales, no se notificaron
mas pandemias de colera hasta la década de 1960 (Wachsmuth et al., 1994) (Dziejman et al., 2002).
La séptima pandemia de cdlera, causada por el biotipo El Tor, comenzd en 1961 en Sulawesi (In-
donesia), llegé a Africa en 1970 y a América Latina en 1991 (Rivera et al., 2003). En agosto de 2000,
Sudafrica experimentd una de las peores epidemias de colera en su historia, con mas de 114 000
casos registrados.

Las cepas de la séptima pandemia 01 El Tor, que continda en la actualidad, han sido las mas
persistentes probablemente como consecuencia de su continua adaptabilidad a los cambios am-
bientales y de otro tipo (presion de seleccion, eventos evolutivos, transferencia de genes, etc.).
Estas cepas de El Tor reemplazaron a las cepas clasicas poco después de su aparicion en 1961,
excepto en Bangladesh, donde ambas cepas se notificaron simultdneamente durante una década
(1982-1993) (Ansaruzzaman et al., 2007). Hasta principios de la década de 2000, todavia se produje-
ron en todo el mundo algunos casos esporadicos por el biotipo clasico. Desde 1990, V. cholerae 01
ha cambiado a cepas variantes de El Tor hibridas y alteradas. Estas cepas variantes de El Tor tienen
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fenotipos (nicos o mixtos en comparacion con las cepas clasicas y El Tor, y al mismo tiempo pro-
ducen la CTX de tipo cléasico. Estas variantes emergentes de V. cholerae se han clasificado como
cepas de “variante atipica de El Tor” (Safa et al., 2010) (Klinzing et al., 2015).

El Tor fue reemplazado temporalmente, en 1992, por una cepa de un serogrupo distinto del 01,
que provoc6 un brote masivo de una enfermedad similar al cdlera en aldeas costeras de la India y
Bangladesh. Esta cepa es fenotipica y genéticamente muy cercana a El Tor, con algunas caracteris-
ticas de las cepas clasicas, y esta clasificada como un nuevo serogrupo (0139 Bengala). En agosto
de 1996, V. cholerae resurgié como agente causante del célera en Calcuta, denominandose la cepa
responsable 0139 Calcuta. Estas cepas 0139 Calcuta son genéticamente similares a 0139 Bengala
y tienen un elemento ctx adicional del tipo El Tor (Sharma et al., 1997). Se pensaba que la rapida
propagacion de esta cepa del serogrupo 0139 Bengala en la mayor parte de Asia anunciaba el co-
mienzo de la octava pandemia, pero esta cepa no se propag6 fuera de Asiay, en consecuencia, no
se clasifico como pandemia. El cdlera asociado a la cepa 0139 Bengala disminuyé en 1996, pero au-
mentd en 2002 y, nuevamente, en 2005. Desde entonces, 0139 Bengala no esta asociado con ningln
brote importante y solo se aisla de forma esporéadica. Actualmente, coexisten brotes de célera por
cepas de los biotipos 0139, 01 El Tory 01 El Tor hibrido/atipico (Bhandari et al., 2023). El biotipo El Tor
contintia siendo el principal agente causante del cdlera en todo el mundo (Baker-Austin et al., 2018).

Son destacables los cambios poblacionales (reemplazo casi completo de las cepas prevalentes
por nuevas cepas) y la evolucion continua de V. cholerae 01 desde el siglo XVIII al siglo XXI. La
transferencia horizontal de genes y la adquisicion de ADN exégeno, incluidos elementos genéticos
moviles como plasmidos, bacteriéfagos, transposones, elementos integrativos y conjugativos e is-
las genémicas, ayudan a las bacterias a aumentar su aptitud en diferentes condiciones ambienta-
les. La aparicion de nuevos clones patdgenos como, por ejemplo, V. cholerae 01 El Tor, V. cholerae
0139y clones atipicos de V. cholerae 01 El Tor parece deberse a la extensa recombinacion genética
producida mediante transferencia horizontal de genes, principalmente islas genomicas (Bhandari
et al., 2021). De hecho, el anélisis del genoma de V. cholerae sugiere que los recientes brotes de
colera en varias partes del mundo se han producido por la rapida evolucién de multiples descen-
dientes de un ancestro de V. cholerae 01 El Tor, debido, principalmente, a eventos de transferencia
horizontal de genes mediante transduccion, conjugacion y transformacion (Chun et al., 2009).

2.3 El célera y los alimentos. Prevalencia de V. cholerae en productos de
la pesca

Entre los diferentes alimentos, los productos de la pesca son la principal fuente de infeccion por V.
cholerae en el mundo. Asi, esta bacteria es uno de los patdégenos mas importantes asociados con
su consumo en varios paises (Yaashikaa et al., 2016) (Castello et al., 2022). La contaminacion de es-
tos alimentos con Vibrio spp. se puede producir en varios puntos de la cadena de produccién, inclu-
yendo el ciclo vital de los mariscos, asi como su procesado, conservacion y almacenamiento (por
ejemplo, a partir del plancton, agua de estanque, agua utilizada para limpieza, hielo y por contami-
nacion cruzada con diferentes superficies) (Jantapaso et al., 2024), especialmente cuando estas
operaciones se realizan bajo condiciones higiénicas inadecuadas. En consecuencia, los productos



de la pesca pueden estar contaminados con diferentes especies de Vibrio que no solo contribuyen
a su deterioro, sino también a la propagacion del célera y otras enfermedades transmitidas por los
alimentos (Haque et al., 2023).

Las caracteristicas fisicoquimicas de los alimentos que favorecen la supervivencia y el creci-
miento de V. choleraeincluyen alto contenido en agua, pH neutro o alcalino y ausencia de bacterias
competidoras. Ademas, V. choleraetiene la capacidad de formar biopeliculas, que pueden jugar un
papel importante en la persistencia y transmision del patégeno (Fernandez-Delgado et al., 2016).
Asi, al igual que ocurre con muchos otros microorganismos, se ha documentado la resistencia de
las biopeliculas de V. cholerae al cloro y a otros desinfectantes (Carrascosa et al., 2021), lo que
dificulta el control de esta bacteria en la industria alimentaria.

Los seres humanos son un reservorio de V. cholerae, al igual que los animales que se encuentran
en entornos acuaticos (Krauss et al., 2003). El cambio climético, la creciente contaminacion del
agua y la antropizacion de las costas, son factores que favorecen la propagacién global de Vibrio
spp., asi como la aparicion de aislamientos resistentes a los antibidticos (Castello et al., 2022). Dado
que Vibrio spp. requiere un ambiente acuético salino templado para un 6ptimo crecimiento (>15 °C),
se ha sugerido que el aumento de las temperaturas medias del mar como resultado del calenta-
miento global podrian explicar el incremento de la incidencia de infeccion por V. cholerae, incluso
en latitudes septentrionales (Ottaviani et al., 2009) (Le Roux et al., 2015).

La presencia de Vibrio spp. en alimentos de origen marino ha sido descrita en diferentes paises
de Asia, Europa y América Latina (Ripabelli et al., 1999) (Lhafi y Kuhne, 2007) (Raghunath et al., 2008)
(Lopatek et al., 2015) (Sperling et al., 2015) (Tra et al., 2016) (Neetoo et al., 2022) si hien, en la mayoria
de las investigaciones no se detectan cepas productoras de CTX (Zhang et al., 2014). En Tailandia,
algunos autores han observado prevalencias muy elevadas de Vibrio spp., como es el caso de Woo-
dring et al. (2012), que encontraron el microorganismo en el 92 % de las muestras de alimentos de
origen marino crudos procedentes de mercados en Bangkok analizadas en 2008. Por su parte, Pree-
prem et al. (2014) encontraron que 55 de 125 muestras de alimentos de origen marino analizadas
en Tailandia estaban contaminadas con V. cholerae, siendo 99 de los 100 aislamientos identificados
como no-01/no-0139. Estos investigadores no detectaron cepas productoras de CTX. Preeprem et
al. (2023) aislaron recientemente Vibrio spp. a partir de alimentos de origen marino procedentes de
establecimientos de venta al plblico en la provincia de Yala (Tailandia), y encontraron que el 34 %
de los aislamientos se correspondian con V. cholerae. También en ese pais, Dalsgaard et al. (1995a)
detectaron la presencia de V. cholerae 01 en langostinos de acuicultura, pero posteriores estudios
moleculares (Dalsgaard et al., 1995b) mostraron que las cepas eran negativas para el gen ctx, por
lo que estos autores sugieren la importancia de utilizar técnicas moleculares, como PCR, para ca-
racterizar los aislamientos ambientales de V. choleraey poder asi detectar las cepas patogenas de
este microorganismo. Chitov et al. (2009) han indicado que el nivel de V. cholerae en alimentos de
origen marino crudos en Tailandia podria oscilar entre 10>y 10* UFC/g, y los serogrupos detectados
generalmente son no-01/no-0139.

Haque et al. (2023) detectaron V. cholerae en el 24,7 % de las muestras de piscifactorias analiza-
das en Bangladesh, con mayor prevalencia en muestras de langostinos (38 %) que en muestras de
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barro (20 %) y agua (16 %). Gopal et al. (2005) estudiaron la presencia de varias especies de Vibrio
en muestras de agua, sedimentos y langostinos de multiples ambientes de granjas de la costa este
y oeste de la India. Estos investigadores detectaron V. cholerae en algunos casos, si bien todos
los aislamientos fueron negativos para el gen de la CTX. Por su parte, Elhadi et al. (2004) examina-
ron 768 muestras de alimentos de origen marino de Malasia que incluian langostinos, calamares,
cangrejos, berberechos y mejillones. Se realizaron 97 aislamientos de V. cholerae, de los cuales 1
pertenecia al serogrupo 01, y 14 al serogrupo 0139. En este estudio, todos los aislamientos de V.
cholerae resultaron negativos para el gen de la CTX (ctx), estudiado mediante PCR.

Por lo que respecta a Europa, Castello et al. (2022) estudiaron, en 603 muestras de alimentos de
origen marino en Sicilia (Italia), la presencia de Vibrio spp., asi como la patogenicidad y |a resisten-
cia a los antimicrobianos de las cepas. Se realizaron 165 aislamientos, de los que 12 (7,3 %) se co-
rrespondian con V. cholerae, todos ellos distintos de los serogrupos 01y 0139, no portando ninguno
genes de virulencia. También se han observado prevalencias bajas de V. cholerae en alimentos de
origen marino de otras regiones de Italia. En particular, un estudio realizado por Passalacqua et al.
(2016) puso de manifiesto una prevalencia de V. cholerae en almejas (Ruditapes philippinarum) del 0
% y del 3 % en Emilia Romagna y en Cerdefia, respectivamente. Por su parte, Normanno et al. (2006)
obtuvieron una prevalencia del 0,3 % para V. cholerae en los mejillones (Mytilus galloprovincialis)
vendidos en Puglia. En otro trabajo de investigacién se demostrdé una prevalencia mas alta que la
indicada por lo que respecta a la presencia de V. cholerae no toxigénico en langostinos (17 %) y
mejillones (9 %) recolectados en la costa italiana (Ottaviani et al., 2009).

En un estudio reciente se determind la prevalencia de Vibrio spp. en el comercio minorista de
alimentos de origen marino en Berlin (Alemania) (Vu et al., 2018). Se investigd la presencia del
microorganismo en un total de 160 muestras de alimentos de origen marino crudos procedentes
de diferentes establecimientos de venta al plblico, consistentes en langostinos (n= 80) y moluscos
bivalvos (n= 80). Utilizando el método ISO/TS 21872 y una PCR multiplex, la prevalencia general de
Vibrio spp. en alimentos de origen marino al por menor fue del 55 %, y la prevalencia de V. cholerae
del 6,3 %. Los aislamientos de V. cholerae (n= 27) carecian del gen ctxA. Esta prevalencia de Vibrio
spp. es similar a la observada en otros estudios realizados en Francia (34,7 %) (Robert-Pillot et al.,
2014) y México en 2012 y 2013 (44,3 %) (Franco-Monsreal et al., 2015). Segin datos reportados en el
altimo informe europeo sobre zoonosis One Health en 2022, los Paises Bajos realizaron pruebas en
185 muestras individuales y 327 lotes de pescado crudo y crustaceos, como camarones, recogidos
en puestos de control fronterizo para verificar la presencia de Vibrio spp. Se detect6 V. cholerae no
toxigénico en 11 lotes, y V. parahaemolyticus se detectd en 18 muestras individuales y en 1 lote, lo
que suma un total de 30 (5,9 %) resultados positivos (EFSA/ECDC, 2023).

Ademas de en productos de la pesca, se ha detectado V. cholerae en otros alimentos. En estos
casos, la contaminacion ocurre, principalmente, cuando se procesan en ambientes antihigiénicos
o0 por contacto con manipuladores infectados. A pesar de su baja prevalencia, algunos alimentos
(arroz, gachas de mijo y verduras contaminadas) se han visto implicados también en brotes epidé-
micos (Budiman et al., 2022). La carne y los productos lacteos tienen también un cierto potencial de
transmitir el cdlera (Clemens et al., 2017).



3. Alertas y brotes de toxiinfecciones alimentarias asociadas a V. cholerae

en productos de la pesca en la Union Europea y a nivel mundial

En los Gltimos afios se ha producido un aumento significativo del nimero de brotes y alertas alimen-
tarias por especies patégenas de Vibrio debido al consumo de productos de la pesca, por lo que
se hace necesaria la implementacion de guias y estrategias de gestion efectivas para su control.

Estudios previos apuntaban a que era necesaria la ingesta de un nimero elevado de células
viables para que el patégeno pudiese sobrevivir al pH del tracto gastrointestinal y causar infeccién
en el hospedador. Con el aumento de los serogrupos y cepas patogénicas es posible que las dosis
infectivas puedan ser mas bajas dependiendo de la virulencia de las mismas y del sistema inmune
del hospedador.

Los brotes causados por la enfermedad del cdlera afectan, principalmente, a paises en vias de
desarrollo, y se deben alaingesta de agua y alimentos contaminados con materia fecal. En diversos
paises de Africa, las epidemias causadas por la enfermedad del célera son recurrentes (McAteer
et al., 2018) (Sinyange et al., 2018). Previamente, en 2010, también se notificaron mas de 23 casos
de colera en Estados Unidos causados por consumo de pescado importado (Newton et al., 2011).
Todos estos brotes han estado asociados a V. cholerae perteneciente al serogrupo 01. Las varian-
tes alélicas ctxB de V. cholerae 01 Ogawa han estado relacionadas con diversos brotes en India
(Jain et al., 2011) (Bhusan Pal et al., 2021). En 2018, se notificd un brote de V. cholerae 01 (serotipo
Ogawa) con 74 casos debido a la ingesta de agua contaminada (EFSA/ECDC, 2019). Finalmente, en
los Gltimos afios se han notificado brotes como en Haiti, donde en 2023 se reportaron mas de 20 000
casos con una tasa de hospitalizacion del 79 % y una ratio de mortalidad del 3 % (Ocasio et al., 2023).

Por otro lado, las cepas de V. cholerae que no pertenecen a los serogrupos 01y 0139 (conoci-
das como no-01/no-0139) pueden causar infeccion produciendo casos esporadicos de diarrea, o
bacteriemia, aunque la sintomatologia es, generalmente, mas leve que la causada por las cepas
ctx positivas. Sin embargo, se han reportado brotes de gastroenteritis causados por cepas no-01/
no-0139 debido a la adquisicion de factores de virulencia (T3SS/T6SS) y genes de resistencia a
antibidticos (Arteaga et al., 2020). Otros brotes reportados por especies de V. cholerae no-01/
no-0139 ocurrieron en Estados Unidos, en 2011, (V. cholerae 075) con 10 casos confirmados rela-
cionados con el consumo de ostras contaminadas (Onifade et al., 2011). Otros casos registrados
asociados a especies no toxigénicas de V. cholerae ocurrieron entre 2014 y 2018 en Noruega,
Finlandia, Polonia, Suecia, Dinamarca y Estonia, y fueron atribuidos a un aumento de temperaturas
en ese periodo. En concreto, se notificaron 100 casos, aunque la mayor parte de los mismos (67 %)
no fueron graves (Amato et al., 2022). Sin embargo, en otros paises europeos como en Austria, a
pesar de haberse notificado casos asociados a V. cholerae no toxigénico por contacto con aguas
contaminadas, no parece haber una correlacion clara entre ello y el calentamiento global (Rehm
et al., 2023).

Segln los datos presentes en el portal RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed), se han
notificado 43 alertas, entre los afios 2020-2024, debidas a la presencia de cepas de V. cholerae en
productos pequeros importados (RASFF, 2024), siendo estas notificadas, principalmente, en Espafia
y, en menor medida, en otros paises como Dinamarca, Suecia, Noruega o Rumania. La deteccién
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en producto congelado demuestra que el patégeno puede sobrevivir a este tratamiento y producir
toxina si las condiciones ambientales permiten su crecimiento posterior.

No obstante, los brotes asociados a V. cholerae en la Union Europea son altamente esporadicos.
De acuerdo con la informacion reportada en el Gltimo informe sobre zoonosis (EFSA/ECDC, 2023),
en 2022 se ha notificado un brote en la Unién Europea asociado a una cepa no toxigénica de V.
cholerae, con 4 casos en total y una persona hospitalizada. La fuente de contaminacion se atribuyo
a la ingesta de comidas preparadas.

Por Gltimo, los casos notificados en Europa, en el periodo 2018-2022 (EFSA/ECDC, 2023) muestran
un aumento de los casos reportados en el afio 2022 (26), en linea con los notificados en los afios
2018 y 2019. Asimismo, en 2022, cerca de un 20 % de los mismos necesitaron hospitalizacion (5)
mientras que un 82,6 % se asociaron a casos relacionados con viajes. En relacion con la distribu-
cion de los casos por grupos etarios, la mayor parte de los mismos tuvieron lugar entre personas de
entre 25y 64 afos de edad, con mas de un 50 % del total de notificaciones.

4. Criterios microbioldgicos aplicados en la Union Europea para V. cholerae

en productos de la pesca

A fecha de elaboracion del presente informe, la legislacion europea carece de criterios microbio-
I6gicos armonizados para la monitorizacion de la contaminacién por Vibrio spp. en productos de la
pesca.

En algunos paises, se considera una distincion entre aquellos alimentos cocidos listos para el
consumo y los que no lo son, debido, fundamentalmente, al mayor riesgo asociado al consumo
de langostinos cocidos en relacion con los productos crudos, ya que estos Gltimos se someten a
tratamiento térmico. En algunos casos, se tiene en cuenta la presencia de cepas ctx positivas de
V. cholerae pero, en otros casos, no se tiene en cuenta este criterio. Otros criterios que se aplican
estan basados en considerar las especies de Vibrio mas importantes relacionadas con los produc-
tos de la pesca crudos y transformados, y no tienen en cuenta los factores de patogenicidad a la
hora de realizar las pruebas. Si no se consideran factores de patogenicidad y un lote resulta posi-
tivo, aplican el articulo 14 relativo a los requisitos de seguridad alimentaria del Reglamento (CE) N°
178/2002 (UE, 2002). Mediante este reglamento, se faculta a las autoridades competentes para que
puedan tomar las medidas adecuadas para imponer restricciones a su comercializacion o exigir
su retirada del mercado cuando existan indicios de que el alimento no es seguro. Por (ltimo, cabe
destacar que hay paises que no consideran apropiado el rechazo de envios solo en base al articulo
14 del Reglamento (CE) N° 178/2002 (UE, 2002).

En 2010, el Codex Alimentarius public6 unas directrices generales para el control de vibrios paté-
genos en los alimentos de origen marino (CAC/GL 73-2010) (Codex Alimentarius, 2010). Sin embargo,
no proporcionaron unos criterios microbiolégicos definitivos, aunque si indicaba la necesidad de
mejorar los enfoques microbioldgicos en este apartado. Tal y como se indica en la introduccion del
presente informe, el Reglamento (CE) N° 2073/2005 (UE, 2005) establece los criterios microbioldgicos
para los productos alimenticios producidos y comercializados en Europa, pero no incluye criterios
microbioldgicos especificos para Vibrio spp.



En el caso de Espaiia, se aplica un criterio de tolerancia cero (ausencia en 25 g) en los puestos de
control fronterizos para V. cholerae sin distincion entre serogrupos, siguiendo la recomendacion de
la AESAN en su Informe del Comité Cientifico sobre los criterios microbiolégicos para las especies
patégenas del género Vibrio aplicables, como medidas adicionales de control en los puntos de
inspeccion fronterizos, a productos pesqueros importados (AESAN, 2010). En el caso de serogrupos
no-01/n0-0139, se recomienda identificar los productos que puedan presentar un mayor riesgo
para el consumidor y adoptar medidas de vigilancia efectivas sobre los que pudieran ser aislados
de muestras ambientales, clinicas o de origen alimentario. Ademas, en dicho informe se valora la
importancia que pueden tener las especies de este género en la contaminacion de productos de
la pesca y como, a pesar del escaso riesgo que existe en nuestro pais, es necesario mantener un
control estricto por parte de las autoridades sanitarias.

Por su parte, las directrices italianas relacionadas con los Reglamentos (CE) N° 882/2004 (UE,
2004a) y 854/2004 (UE, 2004b) especifican V. cholerae (01, 0139, no-01/n0-0139) y V. parahaemolyti-
cus como peligros a controlar en los productos de la pesca durante los controles oficiales. Ade-
mas, sus directrices mencionan los métodos adecuados para la deteccion de especies de Vibrio
potencialmente enteropatégenas (Rahman et al., 2023). Aunque el Reglamento (UE) 2017/625 (UE,
2017) deroga los reglamentos anteriores (Reglamentos (CE) N° 882/2004 (UE, 2004a) y 854/2004 (UE,
2004b)), las directrices siguen siendo validas en Italia segin la nota N° 0069887/2019 (Ministero della
Salute, 2019).

De acuerdo con la Opinion N° 011/2022 del Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR, 2022), y dado
que, actualmente, no existe ninguna normativa de la Union Europea que establezca valores limite
microbioldgicos para los vibrios en los productos de la pesca, se establece aplicar las siguientes
recomendaciones a alimentos, tanto crudos como cocidos listos para el consumo:

¢ Ausencia de cepas pandémicas de V. cholerae 01,0139 con CTX (portadoras del gen ctx), y de

cepas ctx positivas de otros serogrupos.

e Ausencia de V. vulnificus.

¢ Ausencia de cepas de V. parahaemolyticus formadoras de toxinas (tdh+, trh+).

La Instruccion Técnica DGAL/SDSSA/2024-73 del Ministere de L'Agriculture et de la Souveraineté
Alimentaire francés (MASA, 2024) tiene por objeto definir los criterios para juzgar la conformidad de
un lote de productos de la pesca o moluscos bivalvos vivos que se encuentren contaminados con Vi-
brio spp. en los controles oficiales. Esta actualizacion de la informacion contenida en la Instruccion
Técnica previa DGAL/SDSSA/2023-117 (MASA, 2023), regula, en particular, la posibilidad de realizar
tratamientos térmicos para determinados lotes de productos de la pesca contaminados. Entre otros,
la Instruccion se aplica en las importaciones, en el caso particular de los controles reforzados (I0C,
contréles renforcés a I'import) relativos a la basqueda de V. cholerae en langostinos congelados.
Estos controles reforzados estan validados por la Comision Europea y los lotes deben enviarse a la
aduana a la espera del resultado del andlisis. La Tabla 1 indica las especies de Vibrio spp. considera-
das patégenas que pueden dar lugar a un resultado no conforme, en el marco de un control oficial, es
decir, realizado en el marco de un plan de vigilancia, de control reforzado o tras un brote alimentario.
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Tabla 1. Especies de Vibrio consideradas patdgenas que pueden dar lugar a un resultado no conforme, en el
marco de un control oficial

Matriz Plan de

. . Limite Método
alimentaria | muestreo

Especies de Vibrio patogenas

Vibrio cholerae 01 u 0139
Vibrio cholerae no-01/no-0139

pero portador del gen cix co- Ausencia en 25 g de carne y li-

dificante para la toxina del o Norma

. Productos quido intravalvar para moluscos
colera . % NF EN

de pesca y . bivalvos®

. ; | n=5(% (]

Vibrio parahaemolyticus por- | moluscos bi- 0
. c=0 . 21872-1

tador de, al menos, de uno de | valvos vivos Ausencia en 25 g de carne para en vigor
los genes de hemolisina (tdh+ los productos de la pesca®* g

o trh+ o tdh+/trh+)

Vibrio vulnificus

*En caso de toxiinfeccion alimentaria colectiva, el analisis se adaptara al nimero y tamafio de las muestras
restantes.

2Un minimo de 12 ostras; 30-40 mejillones y conchas; 20-30 almejas.

®Productos de la pesca para descascarar como crustaceos enteros y pescados enteros.

Fuente: (MASA, 2024).

Para que la muestra cumpla con los requisitos, ninguna de las cinco unidades de muestreo, cada
una analizada por separado, debe mostrar la presencia de especies de Vibrio patégenas (n=5y
c=0).

En el caso particular del refuerzo de los controles de importacion, la investigacion solo se refiere
a V. cholerae, donde cualquier deteccion conduce a declarar “no conforme”, independientemente
del serogrupo y de si el gen ctx esté presente o no.

Hay otras especies de Vibrio que se consideran no patogenas. En consecuencia, podradn comer-
cializarse lotes contaminados por V. alginolyticus, V. fluvialis, V. mimicus, V. carchariae, V. mets-
chnikovii, V. furnissii, V. cincinnatiensis o por otros vibrios cuyas especies no estan identificadas.

La Tabla 2 resume los criterios para juzgar la conformidad de un lote de productos de la pesca
o moluscos hivalvos vivos contaminados por Vibrio spp. siguiendo controles oficiales, de acuerdo
con la Instruccion Técnica DGAL/SDSSA/2024-73 (MASA, 2024).



Tabla 2. Criterios para juzgar la conformidad de un lote de productos de la pesca o moluscos bivalvos vivos
contaminados por Vibrio spp. en los controles oficiales

Especie de Vibrio Medidas de gestion
Vibrio ool Perteneciente a los serogrupos 01 u 0139 Lote no conforme, retirada del mercado
ibrio chole- ; armi ;
No-01/no-0139 pero portador del gen ctx que Tratamiento térmico posible, con con-
rae (PSCP o b . . diciones
. . L. codifica para la toxina del colera
intoxicacion
osterior No-01/no-01 n | gen ctx ifi- | o . . i
p ) c:lgtc/)x?ngd?j Zélgrzosee el gen ctx que cod Sin medidas de intervencion
Vibrio  cho-
lerae  (caso Lote no conforme, retirada del mercado
particular de | Todos Tratamiento térmico posible, con con-
control refor- diciones
zado)
- Lote no conforme, retirada del mercado
Poseer al menos uno de los genes de hemolisina . L )
Vibrio  para- | (dh+ o trh+ o tdh+/trh+) Tra‘tam|ento térmico posible, con con-
haemolyticus diciones
No tener los genes de hemolisina (tdh o trh) Sin medidas de intervencion
Lote no conforme, retirada del mercado
Vibrio vulnificus Tratamiento térmico posible, con con-
diciones
Otras especies de Vibrio Sin medidas de intervencion

PSCP: Planes de Seguimiento y Planes de Control.
Fuente: (MASA, 2024).

Los lotes no conformes deberan retirarse del mercado, identificarse como subproductos animales
no destinados a consumo humano de la categoria 2 lo antes posible y tratarse como tales de con-
formidad con el articulo 13 del Reglamento (CE) N° 1069/2009 (UE, 2009).

Sin embargo, de conformidad con el Reglamento (CE) N° 2073/2005 (articulo 7, apartado 2) (UE,
2005), se podra aceptar un tratamiento térmico para destinar los productos a consumo humano, y
que tiene como objetivo la destruccion de la bacteria. Para ello, la Instruccion Técnica establece
una serie de condiciones:

1. Los productos sean inicialmente crudos, destinados al consumidor final, y no hayan llegado

al comercio minorista.

2. El operador justifique un valor minimo de pasteurizacion (VP) de 3 en su proceso de coccion/

tratamiento térmico.

3. Seactualizara el expediente de intervencion de estos lotes que se sabe que estan contamina-

dos (deteccion dentro del marco del control reforzado).

Como parte del control reforzado, la DDPP (Direction Départementale de la Protection des Popula-
tions) del departamento de destino debe aceptar el procesamiento con antelacion, antes de que el
puesto de inspeccion fronterizo entregue el lote al establecimiento de cocina. Luego, la DDPP debe
completar el software TRACES.
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En buena parte, la falta de normas para Vibrio spp. en los alimentos procedentes de la pesca se
ha debido, durante mucho tiempo, a la ausencia de métodos discriminatorios adecuados y valida-
dos. La base de los procedimientos microbioldgicos para la deteccion de vibrios en alimentos es la
norma UNE-EN IS0 21872-1:2017 Microbiologia de la cadena alimentaria. Método horizontal para
la determinacion de Vibrio spp. Parte 1: Deteccion de Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae 'y
Vibrio vulnificus potencialmente enteropatégenos (UNE-EN IS0, 2017). La Comision Europea en-
comendo al Comité Europeo de Normalizacion (CEN) la tarea de proporcionar datos de validacion
para 15 métodos microbiolégicos que pudiesen apoyar el desarrollo de la legislacion comunitaria.
Los resultados de esta validacion han permitido la integracion de las dos especificaciones técnicas
existentes destinadas a la deteccion de las principales Vibrio spp. transmitidas por los alimentos,
la simplificacion del conjunto de pruebas de identificacion bioquimica recomendadas y la introduc-
cion de procedimientos moleculares que proporcionan tanto la identificacion a nivel de especie
como la discriminacién de cepas patdgenas de V. parahaemolyticus. Los resultados de estas vali-
daciones se plasmaron en la norma revisada UNE-EN ISQO 21872-1:2017, publicada en julio de 2017
(UNE-EN 1S0, 2017).

5. Valoracion del riesgo asociada a los serogrupos de V. cholerae en langos-

tinos congelados crudos y cocidos listos para el consumo

Para poder entender la magnitud del riesgo potencial asociado a la presencia de V. cholerae en
langostinos congelados crudos y cocidos listos para el consumo, es necesario considerar las ten-
dencias de consumo de estos productos en Espafia. Segln los datos aportados en el Informe del
Consumo Alimentario en Espaifia de 2022 (MAPA, 2023), el consumo per capita anual de gambas
y langostinos ha sido de 1,95 kg, un 12,5 % menos que hace 1 afio. Sin embargo, si se tiene en
cuenta la distribucién por tipo de especie de mariscos a cierre de afio 2022, se puede observar
que los langostinos/gambas representan mas de una cuarta parte del mercado con un 28,3 % del
volumen, ganando relevancia con respecto al afio anterior, cuando su peso era del 27,9 %. Dentro
del consumo de langostinos, en proporcion, el consumo de producto congelado asciende a un 58
%, mientras que los langostinos frescos y cocidos suponen una cuota de consumo del 26 % cada
uno (Mercasa, 2022).

De acuerdo con las principales fuentes de transmision, los serogrupos de V. cholerae asociados
a la enfermedad del célera proceden de la ingesta de agua o alimentos de origen marino contami-
nados, principalmente debido a su amplia diseminacién en ambientes marinos.

Estudios previos han demostrado que existe una asociacion entre los niveles de zooplancton
en el agua y la adhesion de V. cholerae al exoesqueleto de los crustaceos (Magny et al., 2011). Sin
embargo, la prevalencia de especies de V. cholerae causantes de enfermedad resulta muy variable,
dependiendo de factores ambientales y condiciones de manipulacion durante la captura. En paises
con mayor incidencia de enfermedad del célera, existen personas asintomaticas portadoras que
pueden transmitir el patdgeno a los alimentos durante la manipulacion.

Con objeto de poder valorar el impacto de la contaminacion por V. cholerae, asi como por otras
especies de Vibrio, desde hace afios se han hecho estudios de Evaluaciones del Riesgo Microbio-



I6gico (ERM) asociados a productos derivados de la pescay aguas. En el caso de la contaminacion
por especies patdgenas de Vibrio en agua marina, el riesgo microbioldgico asociado es bajo (<5
x 10*), tal y como se demuestra en algunas ERM realizadas a tal efecto (Dickinson et al., 2013).
La infeccién suele producirse por la entrada del patégeno a través de heridas y contacto con las
mucosas.

En relacién con la contaminacion a través de los alimentos, desde 2001, organizaciones como
FAO/OMS han desarrollado ERM destinadas a estimar el riesgo asociado a especies de V. para-
haemolyticus, V. vulnificus y V. cholerae en productos de la pesca (FAQ/OMS, 2005a, b, 2011, 2016,
2020). Con respecto a V. cholerae 01y 0139, destaca la ERM en gambas importadas procedentes de
aguas templadas (FAO/OMS, 2005b). En el desarrollo de la ERM se procedi6 a recopilar informacion
acerca de las condiciones de captura, procesado, preparacioén y consumo, desarrollandose ERM
de tipo cualitativo y cuantitativo. Segun los resultados aportados, en lineas generales, el riesgo atri-
buido a la enfermedad por la ingesta de gambas contaminadas se considerd bajo, con valores entre
0,009 y 0,9 casos/pais/afio. El riesgo medio se situd entre 2 y 9 casos de enfermedad/10°raciones
de producto. Sin embargo, la falta de informacion impidié distinguir entre productos congelados
crudos y cocidos listos para el consumo y, ademas, no se consider6 en aquel entonces el riesgo
emergente que supone el incremento de otros serogrupos no-01/no-0139.

A pesar de que el riesgo atribuible a la presencia de V. cholerae 01y 0139 en alimentos con-
taminados se cataloga como bajo, en los Gltimos afios ha habido un incremento en la deteccion
de especies de V. cholerae no-01/no-0139 en partidas de productos de la pesca contaminadas
que han sido objeto de estudio en diversas ERM. Lopez-Hernandez et al. (2022) desarrollaron una
ERM asociada al consumo de ostién crudo contaminado con V. choleraey V. parahaemolyticus en
México. Los resultados obtenidos mostraron que el riesgo promedio por consumir ostion crudo sin
refrigerar durante 10 horas y contaminado con V. cholerae no-01/no-0139 chxA+ se estim6 de 99
casos/100 000 porciones en verano, 1,5-6,6 veces mayor al calculado para las otras estaciones. Sin
embargo, el riesgo promedio es clasificado como bajo. En contraste, el riesgo en ostiones con 24
horas sin refrigeracion durante el verano fue 42,4 veces mayor al calculado con 10 horas sin refrige-
racion. Oh et al. (2021) desarrollaron una ERM de V. cholerae no-01/no-0139 asociada al consumo
de pulpo sin cocinar en Corea de Sur. Segun los datos aportados, al igual que el estudio anterior, la
probabilidad de contraer enfermedad fue muy baja, con un valor promedio de 7,08 x 102, Por tanto,
a pesar delincremento en la incidencia de serogrupos no-01/no-0139, en funcién de la informacion
disponible, el riesgo asociado a la infeccion por parte de V. cholerae debida al consumo de marisco
contaminado se cataloga como bajo o muy bajo.

Recientemente, se publicé una revisién de los avances y herramientas de ERM de especies de V.
parahaemolyticusy V. vulnificus en productos de la pesca (FAO/OMS, 2021). En este documento, se
pone de manifiesto que existe una creciente preocupacion por los efectos causados por el cambio
climético sobre la diseminacion de patdgenos alimentarios presentes en ambientes marinos, como
las especies de Vibrio. A nivel mundial, el calentamiento oceanico ha aumentado significativamente
en las areas adecuadas para la proliferacion de especies de Vibrio patbgenas y causar enfermeda-
des en los seres humanos (Watts et al., 2019). De hecho, existen estudios que apuntan a una corre-
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lacion entre el incremento de temperatura de las aguas y el riesgo asociado a especies emergentes
de Vibrio (Baker-Austin, 2013). Ademas, Vibrio spp. presenta un tiempo de duplicacion relativamen-
te bajo en comparacién con otras especies bacterianas, lo que los hace altamente sensibles a
estimulos ambientales favorables, como temperaturas superiores a 15 °C (Baker-Austin et al., 2016)
(FAO/OMS, 2021). Por ello, las infecciones causadas por estos patdgenos se estan reportando aho-
ra en areas con poca o ninguna incidencia previa, con claras implicaciones para el riesgo futuro.

Enrelacion con las dosis infectivas, existe una gran variabilidad de los datos utilizados las distin-
tas ERM. En cualquier caso, el nimero de datos asociados a las relaciones dosis-respuesta de V.
cholerae es limitado. En el caso de que la ingesta suceda a través de agua contaminada, se estima
que se necesita una dosis superior para causar enfermedad (10%-10% UFC), mientras que cuando
se asocia a alimentos contaminados, normalmente las dosis infectivas son inferiores (10%-10* UFC)
debido al efecto neutralizante del alimento del 4cido estomacal (Seas y Gotuzzo, 2010). Otros estu-
dios apuntan a que se requiere la ingesta de una dosis alta (10° UFC) para causar célera grave en
voluntarios sanos, mientras que una dosis mas baja (10° UFC) es suficiente cuando se administra
junto con antidcidos para neutralizar el pH del estomago (Sack et al., 2004). Estos valores con-
cuerdan con otros modelos dosis-respuesta desarrollados para V. cholerae, en los que se muestra
un incremento de la enfermedad a partir de dosis superiores a 10> UFC (QMRA Wiki, 2024) con
estimaciones de dosis equivalentes (N,)) a 6,82 x 10° UFC, bajo las cuales un 50 % de los individuos
contraerian enfermedad, las cuales son similares a las reportadas por Watson et al. (2018). Otros
estudios muestran que las dosis pueden ser muy variables en funcién de la capacidad de produc-
cion de acido en el estdmago, situandose entre 10°y 108 UFC.

En la dltima década, se han desarrollado una variedad de enfoques de EMR utilizando herramien-
tas de teledeteccion basadas en satélites para estudiar sistemas marinos, las cuales han sido Gtiles
para la estimacion del riesgo para la salud humana asociado a Vibrio spp. (Grimes et al., 2014). Estos
métodos de aplicacion global se han utilizado, principalmente, para analizar cepas de Vibriono-01/
no-0139, procedentes de aguas recreativas y de brotes asociados con el consumo de alimentos de
origen marino (Semenza et al., 2017). Estos enfoques se han utilizado con éxito para analizar condi-
ciones ambientales como temperatura y salinidad, que son variables hien establecidas que pueden
modular el riesgo de vibriosis. Numerosos estudios, como los que se centran en aguas de bafio y las
infecciones asociadas con alimentos de origen marino, han demostrado la utilidad de estos méto-
dos para atribuir un mayor riesgo antes y durante los episodios de brotes (Baker-Austin et al., 2016).
Asimismo, destaca el desarrollo de la herramienta de gestion Vibrio Suitability Tool que predice el
riesgo asociado a la presencia de Vibrio spp. en aguas procedentes del Mar Baltico de acuerdo con
las variables de temperatura y salinidad (ECDC, 2024). El modelo esta basado en datos procedentes
de cepas de V. cholerae no-01/no-0139y es capaz de estimar el 4rea geografica donde se pueden
desarrollar condiciones ambientales favorables para la presencia de especies patdgenas de Vibrio.

Un factor de riesgo clave para las gambas y langostinos cocidos listos para el consumo es la
contaminacién microbioldgica posterior al proceso de coccion. Practicas deficientes de manejo
posterior a la coccion, como el uso de agua de mar o agua potable contaminada para enfriar los
camarones y langostinos cocidos, pueden provocar la contaminacién por V. cholerae. Asimismo,



la contaminacion cruzada con productos crudos contaminados, seguida de un abuso de tempera-
tura de almacenamiento puede aumentar el riesgo para el consumidor debido a la presencia de
V. cholerae (FSANZ, 2005) (ICMSF, 2005). En cuanto a la posibilidad de transmision del patogeno a
través del agua de descongelacidn, no existen hasta la fecha evidencias constatables al respecto.
No obstante, hay que tener en cuenta que debido al efecto de la congelacion sobre la reduccion
de la viabilidad de V. choleraey a los bajos niveles de contaminacion presentes en productos de la
pesca, la probabilidad de su diseminacién a través del agua de descongelacion a otros productos
se considera muy baja. Debe evitarse la contaminacion cruzada entre alimentos. En particular, en la
presentacion de productos de la pesca sobre hielo en los mostradores de venta en el comercio mino-
rista debe organizarse de tal manera que el hielo y el agua helada no se mezclen ni se reutilicen entre
productos separados. En consecuencia, el almacenamiento y presentacion de los productos del mar
deben organizarse mediante el uso de contenedores separados o disponerse con la suficiente se-
paracion fisica para que no haya contaminacidn. El uso de agua potable, asi como el seguimiento de
unas Buenas Practicas de Higiene (BPH) y los principios del Analisis de Peligros y Puntos de Criticos
de Control (APPCC) se antoja fundamental para minimizar el riesgo de contaminacion del producto.

6. Mitigacion del riesgo asociado a V. cholerae en alimentos

Para controlar el célera, disminuir su incidencia y reducir el nimero de muertes que causa esta en-
fermedad es necesario adoptar criterios multidisciplinares que involucran diversos aspectos como
(i) la vigilancia y el conocimiento del patdgeno, (ii) el tratamiento y saneamiento de las aguas de
bebida y residuales, (iii) el correcto procesado, transporte y conservacion de los alimentos, (iv) la
higiene personal, (v) el adecuado tratamiento de la enfermedad, y (vi) la prevencion de la misma
mediante vacunas. Algunas de estas medidas se pueden abordar de forma conjunta mediante la
aplicacion de BPH y de un sistema de APPCC, lo que permitiria identificar, a lo largo de toda la ca-
dena de valor, las practicas y procesos que presentan mayores riesgos.

En el caso de productos de la pesca, los alimentos con mayor capacidad de transmitir V. chole-
rae, los puntos decisivos para el control incluyen el tratamiento de las aguas de cria, tratamientos
de depuracion, una adecuada conservacion y transporte a baja temperatura (en refrigeracion o
congelacion) de productos crudos y elaborados, y una cuidadosa higiene de los utensilios de traba-
joy de los manipuladores (FAO/OMS, 2005b). A este ltimo respecto, algunas estadisticas oficiales
muestran que el lavado de las manos con jabén de los operarios reduce el riesgo de enfermedades
diarreicas a la mitad (Osei-Asare et al., 2020).

A continuacion, se detallan los factores que influyen en la supervivencia, asi como las medidas
de prevencion y control de V. cholerae en alimentos.

6.1 Factores que influyen en la supervivencia de V. cholerae en alimentos

La temperatura optima de crecimiento de V. cholerae es de 37 °C. Sin embargo, este patdgeno
puede crecer en el intervalo de 10y 43 °C. El pH 6ptimo para el crecimiento es de 7,6, pero puede
desarrollarse en el intervalo de 5,0 a 9,6. La actividad de agua (aw) optima de V. cholerae es de 0,984,
aunque puede desarrollarse entre 0,998 y 0,970. Adicionalmente, V. cholerae puede crecer con un

6€ ,u 091J13UBID PNWOD [ap eIsABL | R



6€ ,u 00111UBID UWOD [ap EISIABL |3

rango de cloruro sodico entre 0,1y 4,0 %, siendo su valor 6ptimo 0,5 % de cloruro sédico (Singleton
etal., 1982) (Hug et al., 1984) (ICMSF, 1996).

6.2 Medidas de prevencion y control de V. cholerae
6.2.1 Desinfeccion de agua
La cloracion es una medida higiénica fundamental para la eliminacién de patégenos del agua. En
general, el cloro resulta muy eficaz en la eliminacién de V. cholerae. Sin embargo, hay pocos datos
sobre su accion en diferentes tipos de agua (dulce versus salada) o bajo distintos regimenes de
dosificacion. Por este motivo, se recomienda realizar mas investigaciones para establecer dosis
de cloro adecuadas y determinar concentraciones que no afecten a propiedades sensoriales como
sabor y olor (String et al., 2022). En acuicultura, la cloracion se suele realizar en los tanques de cria
o engorde de productos de la pesca, pero la medida no se puede implementar en aguas abiertas.
Adicionalmente a la cloracion, el desarrollo de nuevas tecnologias que sean tan o mas eficacesy
al mismo tiempo més respetuosas con la salud y el medio ambiente sigue siendo un desafio cientifico
y técnico. En este sentido, debido a que requiere un tiempo de contacto corto, la radiacion ultravio-
leta (UV) se utiliza cada vez mas para la desinfeccion de aguas. El tratamiento con radiacion UV es
suficiente para inactivar los vibrios que se liberan al agua durante la depuracion (Chen et al., 2018).

6.2.2 Depuracion de moluscos

La depuracion es un proceso de eliminacién de patégenos habitual que se realiza en moluscos
antes de su salida al mercado. Consiste en mantenerlos en agua libre de gérmenes para que “pur-
guen” las bacterias patdgenas. Los pardmetros clave del proceso incluyen el tiempo, la temperatu-
ra, la salinidad y la intensidad de la corriente (Campbell et al., 2022). La depuracion de V. cholerae
tiene un efecto limitado cuando se realiza a temperatura ambiente (Eyles and Davey, 1984). A unos
20 °C, la depuracion de ostras contaminadas con V. vulnificus (especie proxima a V. cholerae) re-
quiere de, al menos, 16 dias (Kelly and Dinuzzo, 1985). La disminucion de la temperatura del agua a
15 °C aumenta la eficacia de la depuracion, pero temperaturas inferiores (entre 5y 10 °C) parecen
reducirla (Chae et al., 2009).

6.2.3 Temperatura de almacenamiento

La multiplicacion de V. cholerae en alimentos esta influenciada por la temperatura, y tanto la re-
frigeracion como la congelacion retardan su desarrollo y reducen su concentracion. La bacteria,
sin embargo, puede permanecer viable con ambos tratamientos por un tiempo que depende de la
carga microbiana y de las condiciones de almacenamiento, como se ha demostrado en diversos
experimentos. En homogenizado de gambas inoculado con una concentracion de 7,8 log UFC/g,
conservado a 7 °C, se ha observado una supervivencia de V. cholerae 01 de hasta 21 dias (Reilly y
Hackney, 1985). En gambas crudas con un recuento inicial de 5 log UFC/g, se observd una supervi-
vencia de entre 4 y 9 dias a 5y 10 °C, respectivamente (Pesigan et al., 1967). En congelacion, se ha
comprobado una supervivencia de V. cholerae superior a los 3 meses en funcion de la temperatura
(ICMSF, 1996) (Waturangi et al., 2015). En alimentos frescos, incluido pescado de agua dulce, V.



cholerae 01 permanece viable hasta 90 dias a -5 °C y hasta 30 dias a -25 °C. La conservacion a
temperaturas entre los -12 y -20 °C durante 15 y 60 dias redujo la concentracion del patégeno en
langostino congelado cocido entre 2y 6 log UFC/g (Nascumento et al., 1998). Las etapas previas de
lavado y puesta en hielo del producto pueden reducir de forma adicional la carga de V. cholerae en
3log UFC/g (Sumner, 2011).

6.2.4 Tratamiento térmico

V. cholerae es un microorganismo termolabil, por lo que el tratamiento térmico es una medida eficaz
para su inactivacion en alimentos. Presenta un valor D (tiempo en minutos para destruir el 90 % de
la poblacién) de 2,65 a 60 °C (ICMSF, 1996). Un tratamiento de 1-2 minutos a 80 °C, redujo los recuen-
tos en algo mas de 7 ciclos logaritmicos en gambas peladas (Nascumento et al., 1998). Torres-Vitela
et al. (2000) concluyeron que un tratamiento de ebullicién durante 3 minutos era capaz de reducir en
8log UFC/g la carga de V. cholerae 01 sin modificar de manera significativa el color, olor y aroma de
ceviche preparado con pescado tratado. La reduccion del patdgeno es importante incluso con tra-
tamientos a menor temperatura. Asi, el calentamiento de arroz, pescado y carne durante 20 minutos
a temperaturas entre 50 y 60 °C (pasteurizacion fria) parece ser suficiente para eliminar V. cholerae
01 (Nascumento et al., 1998). Las agencias de seguridad alimentaria consideran que alcanzar una
temperatura de 70 °C durante 2 minutos en el interior de productos del mar es suficiente para la
inactivacion de Vibrio spp. (Wright and Schneider, 2010) (BfR, 2022).

6.2.5 Aditivos

El metabisulfito de sodio (E 223) esta autorizado como aditivo alimentario en moluscos y crustaceos
de acuerdo al Reglamento (CE) N° 1333/2008 (UE, 2008). Segtn Januério y Dicks (2008), la adicion
de metabisulfito (al 1 %) podria reducir el crecimiento de V. cholerae en condiciones comerciales
de refrigeracion.

6.2.6 Altas presiones hidrostaticas

Las Altas Presiones Hidrostaticas (APH) son una tecnologia no térmica de procesado de alimentos
capaz de inactivar patdgenos y reducir la carga microbiana. El tratamiento de productos de la pes-
ca con APH reduce los riesgos microbioldgicos, aumenta la vida (til y tiene pocos efectos nocivos
sobre la calidad sensorial. Vibrio spp. es sensible al tratamiento con APH. La efectividad de dicho
tratamiento aumenta combinado con temperaturas moderadas, tanto de calentamiento (Ye et al.,
2012) como de enfriamiento. El tratamiento de cepas de varias especies y serogrupos de Vibrio a
250-300 MPa durante 10 minutos a 25 °C redujo la concentracién de las cepas ensayadas por debajo
del limite de deteccion (Berlin et al., 1999). Por su parte, un tratamiento de 150 MPa durante 4 mi-
nutos combinado con temperaturas de congelacion (-2 °C), fue capaz de reducir en 4,7 log UFC/g la
carga microbiana de Vibrio en ostras frescas (Kural y Chen, 2008). La combinacién de tratamientos
suaves de APH (250-300 MPa durante 2 minutos a 21 °C) seguida de un almacenamiento en refrige-
racion (en hielo, durante 5-10 dias) o congelado (-18 °C, durante 7 dias), resulto ser suficiente para
lainactivacion completa (reduccion >7 log UFC/g) de V. parahaemolyticus (Ye et al., 2013).
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6.3 Vacunas

Las vacunas son herramientas (tiles y eficaces para prevenir las infecciones microbianas. En los
paises en los que V. cholerae es endémico y hay grandes posibilidades de contraer la enferme-
dad, la vacunacion masiva supone una buena forma para controlar el célera. La infeccion por V.
cholerae, ademas, confiere una fuerte inmunidad, lo que subraya la viabilidad de la vacunacién
preventiva (Mathebula et al., 2023). Autorizadas por la OMS, en la actualidad se dispone de tres
marcas comerciales diferentes de vacuna anticolérica oral (OMS, 2017). Las tres requieren de dos
dosis para lograr una proteccion plena.

6.4 Métodos no autorizados

En una fase inicial de desarrollo y sin autorizacion para su empleo en alimentos, podemos men-
cionar tratamientos experimentales como la utilizacion de bacteriéfagos contra V. cholerae o de
bacterias depredadoras del género Bdellovibrio. Los virus bacterianos son las entidades biologicas
mas abundantes en el planeta y los enemigos naturales de las bacterias. La administracién de
cocteles de fagos activos contra V. cholerae podria utilizarse en los tanques o estanques de cria
de productos de la pesca (Mittal et al., 2023). Las especies de Bdellovibrio, por su parte, pudieran
utilizarse para la eliminacién de V. cholerae del agua (Cao et al., 2015).

En la desinfeccion del agua, se investiga también en la fotocatalisis. Esta tecnologia se basa en
lainteraccion de nanoparticulas semiconductoras ligeras y sélidas con luz UV, lo que genera espe-
cies de oxigeno reactivas (Wennberg et al., 2013). Los catalizadores de Ti0, y Zn0 son econémicos,
estructuralmente estables y no son toxicos (Das et al., 2015). Por su simplicidad y rentabilidad, esta
centrando también la atencion la fotocatalisis asistida por luz solar (Chatterjee et al., 2021).

La FDA (Food and Drug Administration) aprobo, en el afio 2005, |a utilizacion de los rayos gammay
X para reducir la contaminacion en mariscos (FDA, 2005). La aplicacion de dosis bajas de radiacio-
nes ionizantes (de hasta 10 kGy) esta autorizada en Espafia para eliminar bacterias patdgenas no
esporuladas de algunos alimentos, pero no en productos de la pesca (BOE, 2001).

Conclusiones del Comité Cientifico

En el presente informe se describen los principales factores asociados al riesgo de la presencia de
V. cholerae en productos de la pesca, incluidos los langostinos congelados. Los datos mas recien-
tes acerca de la prevalencia y brotes de infeccién alimentaria causados por especies patégenas
indican un riesgo bajo, principalmente asociado a casos esporadicos de ingesta de alimentos con
alto grado de contaminacion o practicas de elaboracion y almacenamiento deficientes. No obs-
tante, esta valoracion puede cambiar en el futuro en funcién de la evolucion de las condiciones
climéticas en los proximos afios, asi como de las mejoras en la recogida de datos.

En el caso de las cepas pertenecientes a los serogrupos 01y 0139 de V. cholerae, asi como las
cepas no-01/no-0139 que portan el gen ctx que codifica para la toxina del cdlera, su prevalencia
en langostinos y otros productos de la pesca congelados importados es baja en base a la eviden-
cia disponible al respecto. Asimismo, se considera que la transmision del patégeno a través de
los alimentos contaminados o del agua de procesado supone un riesgo bajo para el consumidor,



segln las estimaciones publicadas en las distintas Evaluaciones del Riesgo Microbiolégico. No
obstante, debido a la sintomatologia de la enfermedad (especialmente en poblacion vulnerable) y
a su rapida transmision, se recomienda seguir aplicando un criterio de ausencia en 25 g en estos
productos.

Por otro lado, a la luz de la informacién disponible, se ha observado un incremento de la pre-
sencia de cepas de V. cholerae no-01/no-0139 no toxigénicas, posiblemente debido a diferentes
factores ambientales asociados con el cambio climatico. La patogenicidad de estos serogrupos
emergentes a través de la ingesta de alimentos contaminados no esta aln bien definida. Sin em-
bargo, en las Evaluaciones del Riesgo Microbioldgico publicadas se ha visto que la probabilidad de
contraer enfermedad es muy baja. Por tanto, dado el bajo nivel de riesgo de estos serogrupos para
la poblacién general, no parece necesaria, por el momento, la implementacién de medidas rela-
cionadas con la aplicacién de criterios microbioldgicos més alla del cumplimiento de unas Buenas
Précticas de Higiene a lo largo de cadena produccién-consumo.

Con respecto al riesgo para el consumidor derivado de la presencia de V. cholerae en langostinos
y otros productos de la pesca congelados crudos, las fases previas de lavado y puesta en hielo,
junto con la aplicacion de un proceso de congelacién, pueden reducir la concentracion del patoge-
no. Los tratamientos de coccion a 70 °C durante 2 minutos en el centro del producto garantizan la
eliminacion de V. cholerae. El riesgo asociado a la ingesta de langostinos congelados cocidos listos
para el consumo y otros productos de la pesca esta relacionado con una contaminacién posterior a
la coccion. Dado que el producto no se somete a ning(in tratamiento de inactivacion trasla coccion
y con cardcter previo al consumo, se hace necesario el seguimiento de unas Buenas Practicas
de Higiene y los principios del Andlisis de Peligros y Puntos de Criticos de Control para reducir el
riesgo de contaminacion del producto.
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