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1. Introduccion.

La listeriosis invasiva es una zoonosis de transmisiéon alimentaria causada por la
bacteria Listeria monocytogenes (Lm), que afecta principalmente a poblaciones de
riesgo (mayores de 65 afos, personas inmunodeprimidas, mujeres embarazadas y
neonatos). Aunque es poco frecuente y presenta baja prevalencia en comparacién con
otras zoonosis de transmision alimentaria, la enfermedad suele ser grave y tiene altas
tasas de hospitalizacion y mortalidad. La tendencia de los casos esta aumentando
debido al envejecimiento de la poblacién.

La principal fuente de transmisién de la enfermedad es el consumo de alimentos
contaminados con Lm, siendo los alimentos listos para el consumo (ALC) los
identificados como los de mayor riesgo. Dentro de este grupo, la enfermedad suele
estar asociada al consumo de una pequefa proporcién de ALC que pueden favorecer
el crecimiento de Lm y que presenta altos niveles de contaminacion.

Un ALC, segun el Reglamento (CE) n.° 2073/2005 de la Comision, de 15 de noviembre
de 2005, relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios,
se define como un alimento destinado por el productor o el fabricante al consumo
humano directo, sin necesidad de cocinado ni ningun otro tratamiento de
transformacion eficaz para eliminar o reducir a un nivel aceptable los microorganismos
peligrosos.

Lm puede crecer incluso a temperaturas de refrigeracion; sin embargo, este
crecimiento puede evitarse 0 minimizarse gracias a las caracteristicas intrinsecas del
alimento, como la acidez, la humedad, la actividad de agua, el contenido de sal y los
conservantes, asi como a factores extrinsecos, como las condiciones de
almacenamiento.

Es crucial que los productores de ALC lleven a cabo las acciones oportunas para
controlar, por un lado, la contaminacién por Lm durante los procesos de fabricacion y
manipulacion, y por otro, su crecimiento en el producto hasta el final de su vida util.
Los ALC en los que Lm puede crecer y que no recibiran un tratamiento térmico durante
el proceso de produccion, ni otro tratamiento capaz de eliminar Lm son de especial
preocupacion. Por ello, es fundamental que los productores de este tipo de alimentos
adopten medidas para controlar la contaminacién inicial por Lm y comprendan el
comportamiento de crecimiento de la bacteria en los ALC que elaboran, a fin de
establecer una vida util segura para sus productos. Deben ser capaces de demostrar
que sus productos cumpliran con las disposiciones del Reglamento (CE) n.° 2073/2005
durante toda su vida util.

La vida util de un alimento se define como el periodo durante el cual un producto
permanece seguro y mantiene sus especificaciones de calidad bajo las condiciones
previstas de almacenamiento y uso. Los atributos sensoriales de calidad son
determinantes para la durabilidad de muchos alimentos, que pueden volverse no aptos
para el consumo humano al deteriorarse o alterarse, conforme a lo establecido en el
articulo 14 del Reglamento (CE) n.° 178/2002. No obstante, el término “vida util segura”
cobra relevancia cuando el alimento puede representar un riesgo para la salud del
consumidor debido a la posible presencia y proliferacion de microorganismos
patdgenos o sus toxinas. La vida util segura implica establecer una fecha de caducidad
que indica el limite de tiempo hasta el cual el alimento puede consumirse sin riesgos.
De acuerdo con el Reglamento (UE) n.° 1169/2011, dicha fecha debe indicarse en
alimentos microbiolégicamente muy perecederos, dado que su consumo, una vez
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superada la fecha de caducidad puede suponer un peligro inmediato. La aplicacion
Bestdate, desarrollada por IRTA, puede ayudar a los operadores de empresa
alimentaria (OEA) a decidir con criterios cientificos si un alimento envasado debe ir
marcado con fecha de caducidad o consumo preferente.

El establecimiento de la vida util segura y la indicacion de la fecha de caducidad
resultan especialmente relevantes para los ALC, en particular aquellos susceptibles al
crecimiento de Lm.

Para los ALC que pueden favorecer el crecimiento de Lm, es dificil predecir con un alto
grado de certeza si el nivel sera o no superior a 100 ufc/g durante la vida util, sobre
todo debido a la importante variacion en las condiciones de almacenamiento (tiempo
y temperatura) en el ambito doméstico. El impacto en la salud publica dependera de si
se alcanzan los niveles superiores a 100 ufc/g. En la practica, establecer la vida util se
considera parte del Sistema de Gestion de la Seguridad Alimentaria (SGSA) del OEA
y tiene en cuenta los controles sobre los proveedores que garanticen la calidad de las
materias primas y las tendencias de los resultados de los controles de las buenas
practicas de higiene aplicados en el entorno de fabricacion.

Como este documento se centra en los estudios de vida util en relacion con Lm en
ALC, conviene aclarar que cada vez que aparezca el término “vida util” se esta
haciendo referencia a la vida util segura.

2. Objetivo.

El objetivo de este documento es proporcionar informacion y orientaciones a los OEA
dedicados a la fabricacién, envasado y/o reenvasado de ALC, que deben desarrollar
estudios de vida util en relacion con Lm que garanticen que los alimentos que
comercializan son seguros.

Del mismo modo, se pretende que este documento sirva de guia a las Autoridades
Competentes, para verificar la adecuacion de los estudios de vida util en relacién con
la Lm elaborados por los OEA conforme a lo dispuesto en el anexo Il del Reglamento
(CE) n.° 2073/2005. Asimismo, este documento puede ser un recurso util para terceras
partes implicadas en el desarrollo de estudios de vida util de Lm, como personal de
laboratorios 0 asesores técnicos.

La aplicaciéon del presente documento es complementaria, en su caso, con la
aplicacion del documento “Directrices para la verificacidn del muestreo de Lm en zonas
de trabajo vy equipos utilizados en la produccion de alimentos listos para el consumo”,
aprobado en Comisidn Institucional del 16 de diciembre 2020, porque la ubicuidad y la
persistencia de este patégeno en el entorno de procesado, es un riesgo de
contaminacion de los alimentos que puede comprometer la vida util establecida.

30/09/2026 Pagina 6 de 152


https://bestdate.streamlit.app/
https://www.aesan.gob.es/dam/jcr:e744c582-7d58-472d-b3a9-8b3fff5d340e/Directrices_muestreo_monocytogenes.pdf
https://www.aesan.gob.es/dam/jcr:e744c582-7d58-472d-b3a9-8b3fff5d340e/Directrices_muestreo_monocytogenes.pdf

¥
o

<
A

-

MINISTERIO ;\\\ a
DE DERECHOS SoCIALEs, consuMo | (%)) 5
Y AGENDA 2030 e :

3. Responsabilidades del operador de empresa alimentaria y otros actores.
3.1 Responsabilidades del operador de empresa alimentaria

3.1.1 Criterios de seguridad alimentaria respecto a Lm en ALC

El Reglamento (CE) n.° 2073/2005 de la Comisién establece los criterios
microbioldgicos para los productos alimenticios. Los criterios especificos de seguridad
alimentaria para Lm en ALC se recogen en las categorias de alimentos 1.1, 1.2y 1.3
del Anexo |, Capitulo 1. La categoria de ALC en relacién con Lm se determina en
funcion de su capacidad para favorecer o no el crecimiento de Lm y de su uso previsto
(es decir, si estan destinados a los lactantes y a usos médicos especiales 0 no).

Los criterios de seguridad alimentaria definen la aceptabilidad de un producto o de un
lote de alimentos aplicable a los productos comercializados. Cuando los analisis
revelan resultados insatisfactorios y los productos no cumplen con los criterios
microbiologicos de seguridad alimentaria, el OEA debera adoptar medidas correctoras
segun lo definido en sus SGSA e iniciar los procedimientos de retirada o recuperacion
de los alimentos no seguros del mercado, segun corresponda. Cuando sea pertinente,
los productos que aun no se encuentren en el comercio minorista podran someterse a
un procesamiento adicional para eliminar el peligro. Ademas, los OEA deben adoptar
medidas para identificar la causa raiz de los resultados insatisfactorios y modificar en
consecuencia los procedimientos basados en el APPCC.

Debido a la distribucion desigual y a la posible baja prevalencia de un patégeno como
Lm en un lote de alimentos, ningun plan de muestreo y analisis microbioldgico puede
garantizar completamente su ausencia en un lote. Por lo tanto, no es suficiente basar
la gestion de la seguridad alimentaria unicamente en los analisis del producto final que
arrojen un resultado de “no detectado” para el patdgeno. De hecho, la aplicacién de
los criterios de seguridad alimentaria establecidos en el Reglamento (CE) n.°
2073/2005 se considera una de varias opciones de gestion para garantizar que los
alimentos ALC sean seguros.

La contaminaciéon microbiolégica suele estar distribuida de manera heterogénea en
un lote de alimentos. Por lo tanto, en el ambito del autocontrol del OEA, no debe
descartarse un primer resultado positivo repitiendo el analisis con una segunda
muestra del lote o con una nueva porciéon de la muestra original, ya que estos
nuevos resultados no pueden invalidar los resultados obtenidos previamente.
Este criterio aplica del mismo modo en el caso del muestreo efectuado por la autoridad
competente.

La aplicacion de las Buenas Practicas de Higiene incluyendo un control adecuado de
las materias primas debe utilizarse para minimizar la contaminacion inicial. La
aplicacion del APPCC vy el uso de etapas de procesamiento validadas inactivaran los
peligros relevantes o reduciran su posible crecimiento. La formulacién de alimentos
seguros “por diseio” limitaria el crecimiento en caso de contaminacion. Una vida
util validada constituye una medida de control a considerar, en combinacion con
las medidas previamente descritas, para garantizar la seguridad alimentaria.

Ademas, los criterios microbioldgicos normalmente no son adecuados para la
vigilancia regular de los limites criticos definidos en el APPCC. Los procedimientos de
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vigilancia regular deben ser capaces de detectar la pérdida de control en los puntos
criticos de control (PCC) y proporcionar esta informacién a tiempo para que se adopten
medidas correctoras que permitan recuperar el control. Por lo tanto, la medicion de
parametros fisicos y quimicos (como los perfiles de tiempo/temperatura, el pH y la
actividad de agua (aw)), que pueden realizarse en tiempo real durante la produccion,
debe utilizarse para complementar los analisis del producto final y verificar el
cumplimiento de los criterios microbiolégicos.

3.1.2 Muestreo ambiental de Lm en las instalaciones de las empresas
alimentarias

Dado que Lm esta ampliamente distribuida en el medio ambiente y puede persistir en
los entornos de produccion de alimentos, la implementacién de un programa solido de
muestreo ambiental de Lm debe ser un componente clave del SGSA.

El articulo 5.2 del Reglamento (CE) n® 2073/2005 establece que los OEA que elaboren
ALC que pueden representar un riesgo de Lm para la salud publica deben tomar
siempre muestras en las zonas de trabajo y en los equipos como parte de su plan de
muestreo. Sin embargo, dicho articulo no proporciona un criterio microbiolégico para
evaluar los resultados ni indica qué acciones correctivas deben adoptarse.

Las orientaciones especificas sobre el muestreo de superficies y equipos utilizados en
las operaciones alimentarias no forman parte del alcance de este documento, pero se
abordan en el documento sobre Directrices para la verificacion del muestreo de Lm en
zonas de trabajo y equipos utilizados en la produccién de alimentos listos para el
consumo.

El muestreo ambiental de Lm es un componente indispensable dentro del SGSA, al
igual que la determinacién de la vida util.

3.1.3 Estudio de vida util

De acuerdo con el Reglamento (CE) n.° 178/2002, el OEA es responsable de
garantizar que los alimentos que pone en el mercado sean seguros. Esta
responsabilidad implica cumplir con los requisitos establecidos en la legislacién
alimentaria y verificar que dichos requisitos se respeten en todas las etapas de la
produccion, transformacion y distribucion. De acuerdo con el mencionado reglamento,
a la hora de determinar si un alimento es seguro, deberan tenerse en cuenta las
condiciones normales de uso del alimento por cualquier operador intermedio y/o
consumidor y en cada fase de la produccion, la transformacién y la distribucion, asi
como la informacion ofrecida al consumidor, incluida la que figura en la etiqueta.

La obligacion legal de que los productores de ALC realicen estudios de vida util para
Lm estéa establecida en el articulo 3, apartado 2 del Reglamento (CE) n.° 2073/2005
que establece que cuando sea necesario, los explotadores de las empresas
alimentarias responsables de la fabricacién del producto realizaran estudios
conforme a lo dispuesto en el anexo Il para investigar el cumplimiento de los criterios
a lo largo de toda la vida util. Esto es aplicable especialmente a los alimentos listos
para el consumo que puedan permitir el desarrollo de Listeria monocytogenes y
puedan suponer un riesgo para la salud publica en relacién con dicha bacteria.
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Los estudios de vida util de los que deben disponer los OEA responsables de la
elaboracion consistiran en lo siguiente:

= [Especificaciones de las caracteristicas fisicoquimicas del producto, como
pH, aw, contenido de sal, concentracién de conservantes y tipo de sistema de
envasado, teniendo en cuenta las condiciones de almacenamiento y
transformacion, las posibilidades de contaminacion y la vida util prevista.

= Consulta de la bibliografia cientifica y de los datos de investigacion
disponibles acerca de los aspectos que caracterizan el crecimiento y la
supervivencia de Lm. Se ha de tener en cuenta la posible variacion de estas
caracteristicas fisico-quimicas que puedan afectar al crecimiento de Lm tanto
en el establecimiento elaborador, como durante toda la cadena de produccion
(en la que pueden intervenir otras empresas alimentarias) hasta llegar al
consumidor final.

Cuando las caracteristicas fisicoquimicas del alimento o su comparaciéon con la
bibliografia cientifica disponible u otros datos no permitan asegurar que el alimento no
favorece el crecimiento de Lm y proporcionar suficiente informacion para apoyar la
evaluacion de la vida util, sera necesario realizar estudios complementarios, que
tendran en cuenta la variabilidad inherente al producto, el microorganismo en
cuestion y las condiciones de transformacion y almacenamiento.

Entre estos estudios pueden incluirse:

e Modelos matematicos predictivos establecidos para el alimento de que se
trate, utilizando factores criticos de crecimiento o supervivencia aplicables a Lm
presente en el producto (microbiologia predictiva).

e Pruebas para investigar la capacidad que tiene Lm, adecuadamente
inoculada, para crecer o sobrevivir en el producto en diferentes condiciones
de almacenamiento razonablemente previsibles (ensayos de desafio).

o Estudios para evaluar el crecimiento o supervivencia de Lm que pueda
estar presente en el producto durante su vida utii en condiciones
razonablemente previsibles de distribucién, almacenamiento y utilizacion.

El OEA es el responsable de establecer la vida util. La determinacién de la vida util
de los productos alimenticios siempre debe incluir la consideracion de diferentes
factores, tales como: sector alimentario, tipo de producto y tipo de proceso. La
variabilidad inherente de los lotes fabricados y la variabilidad ligada a Lm también debe
tenerse en cuenta, asi como todas las condiciones razonablemente previsibles
durante la distribucion, el almacenamiento y el uso, incluidas aquellas aplicadas
por los operadores intermedios y los consumidores.

En la practica, el establecimiento de la vida util se considera parte del SGSA del
productor, y tiene en cuenta, entre otros:

- Los controles sobre los proveedores que garanticen la calidad de las materias
primas y la tendencia de los resultados de los controles de materias primas.

- La confianza en los controles de las Practicas Correctas de Higiene aplicados
en el ambiente de fabricacion, reflejados en los resultados del muestreo de
superficies y equipos de procesado.

- La velocidad de deterioro microbiologico y el mantenimiento de la calidad
organoléptica bajo las condiciones previsibles de almacenamiento y uso.
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El objetivo de los estudios de vida util para Lm es demostrar que el ALC
cumple con el limite del criterio de seguridad alimentaria establecido para
este patégeno hasta el final de su vida util.

La demostracion del cumplimiento del criterio de seguridad alimentaria mediante los
estudios de vida util puede realizarse de diversas maneras, y debe comenzar siempre
por la correcta identificacion de las caracteristicas fisicoquimicas del alimento.

Para confirmar que la vida util definida para cada alimento es correcta, ademas
de la validacion, es necesaria la verificacidon periédica incluida en el SGSA.

En este contexto es imprescindible distinguir dos conceptos:

Validacién': Obtencion de pruebas que demuestren que una medida de control o una
combinacion de medidas de control, si se aplican adecuadamente, pueden controlar el
peligro hasta lograr un resultado determinado.

Verificacion': Aplicacién de métodos, procedimientos, ensayos y otras evaluaciones,
ademas de la vigilancia, para determinar si una medida de control funciona o ha estado
funcionando de la manera prevista.

3.1.4 Lm en el SGSA del operador y estudios de vida util

Como paso previo para poner un ALC en el mercado, el responsable de este tendra
que determinar y validar su vida util respecto al cumplimiento del criterio de seguridad
definido para Lm.

Las empresas productoras de ALC deberan llevar a cabo estudios de vida util y su
revision en las siguientes circunstancias:

- Desarrollo de alimentos nuevos o modificados.

- Desarrollo de procesos nuevos o modificados.

- Desarrollo de nuevos envasados.

- Cualquier cambio significativo en los ingredientes (en especial aquellos que
constituyan un factor barrera, como aditivos, sal, azucar, etc.) y/o el envasado
de los alimentos existentes.

- Cambios en el uso previsto (p. ej: diferentes habitos de consumo).

- Cambios en las instalaciones o en el equipo de produccién que supongan un
cambio sustancial en el producto ya existente (procesado, formulacién, etc.)

- Cuando previamente no hayan realizado estudios de vida util.

- Cuando los resultados del autocontrol o del control oficial indiquen que la vida
util del producto no es la idénea (por ejemplo, cuando se detecten niveles
superiores a 100 ufc/g antes del final de la vida util).

La empresa debe conservar la documentacion de los estudios de validacion de la vida
util y sus verificaciones como parte de las PCH y procedimientos APPCC. La

1 Se puede encontrar informacién sobre la validacién y la verificacién en el documento de
Codex: Directrices para la validacién de medidas de control de la inocuidad de los alimentos.
CAC/GL 69-2008.
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documentacién debe incluir todos los datos necesarios que se hayan empleado para
determinar y validar la vida util (caracteristicas del producto, bibliografia cientifica
usada, tipos y resultados de otros estudios de vida util).

Es esencial que esta documentacion esté disponible de forma inmediata, con el fin
de que la empresa pueda demostrar, a satisfaccion de la autoridad competente, que
sus ALC cumplen con el criterio de seguridad alimentaria establecido para Lm hasta el
final de su vida util. La empresa puede decidir el formato de esta documentacion.

3.1.5 Colaboracion entre empresas

Tal como indica el articulo 3 del Reglamento (CE) n.° 2073/2005, las empresas
alimentarias podran colaborar en la realizacion de estudios de vida util. El reglamento
indica, ademas, que las guias de practicas correctas contempladas en el articulo 7 del
Reglamento (CE) n.° 852/2004 podran incluir directrices para el desarrollo de estudios
de vida util.

Asi, los OEA pueden optar por realizar estudios de vida util por su cuenta o colaborar
con otros OEA que produzcan alimentos similares. En el marco de esta colaboracion,
es importante que la empresa tenga en cuenta las condiciones especificas de cada
planta individual en la que se producen los ALC.

Las empresas que elaboren productos similares en condiciones similares pueden
usar los resultados de los mismos estudios.

No obstante, el uso de un mismo estudio para productos obtenidos en diferentes
plantas requiere considerar los siguientes aspectos:

e Los productos deben tener las mismas caracteristicas (pH, aw, contenido
en sal, concentracion de conservantes, tipo de envasado, microbiota asociada
o cualquier otra caracteristica importante para la supervivencia y el crecimiento
de Lm). Si una o varias caracteristicas difieren, los estudios no pueden usarse
sin evaluar el efecto de las diversas caracteristicas en la supervivencia y el
crecimiento de Lm.

o La formulacién del producto debe ser la misma, en caso contrario, deben
evaluarse los efectos de los ingredientes sobre el crecimiento de Lm.

o El proceso de produccion debe ser muy similar. Las etapas del proceso se
deben comparar con detalle y evaluar el efecto de cualquier diferencia
encontrada sobre la supervivencia y el crecimiento. Los estudios deben tener
en cuenta la variabilidad inherente ligada al producto.

¢ Las condiciones de almacenamiento, de uso previsto y la vida util deben
ser similares, y en caso contrario, hay que evaluar el efecto de las diferencias
sobre el crecimiento de Lm.

e La microbiota asociada o los cultivos iniciadores deben ser idénticos, y si
no lo son, tener el mismo efecto sobre Lm.
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La empresa debe demostrar a la autoridad competente que los productos y los
procesos de produccion son muy similares, o, si los productos no son similares,
demostrar cuales son las diferencias y qué efectos tienen sobre la
supervivencia y el crecimiento de Lm. La empresa puede emplear la bibliografia
cientifica disponible y datos de investigacién como consulta.

Si la documentacion evidencia que los productos y procesos son similares, la
empresa podra utilizar los resultados del estudio para justificar la vida util que ha
establecido.

Cualquier cambio en el proceso de produccion o en las condiciones previstas de uso
requerira una reevaluacion de la validez del estudio colaborativo para ese producto
especifico.

Ejemplo de colaboracion entre empresas:

En Francia, algunas organizaciones profesionales se han unido para clasificar ciertos
tipos de productos dentro de la categoria 1.3 (ALC que no pueden favorecer el
crecimiento de Lm). En 2008, la Confédération Générale de Roquefort presentd un
protocolo para clasificar el queso Roquefort en esta categoria. El protocolo fue
estudiado y validado por ANSES, y el Roquefort esta ahora clasificado como “no
favorecedor del crecimiento de Lm”.

3.2 Funciones de los laboratorios y otros asesores técnicos

3.2.1 Laboratorios

Los laboratorios que realicen estudios de vida util deben contar con la experiencia
necesaria o tener acceso a los conocimientos pertinentes en materia de microbiologia
alimentaria, ciencias de los alimentos, procesamiento de los alimentos, microbiologia
predictiva y estadistica. La competencia estadistica incluye la comprension de la teoria
de toma de muestras, disefio de experimentos y analisis estadistico de datos
microbiologicos.

Se recomienda que el laboratorio esté acreditado para:

e LanormaEN ISO 11290-1 y EN ISO 11290-2: Deteccién y recuento de Lm
en alimentos. Los métodos utilizados deben cumplir con los requisitos
especificados en el articulo 5 del Reglamento (CE) n.° 2073/2005.

¢ La medicion de parametros fisicoquimicos (por ejemplo, aw y pH) y analisis
microbioldgicos.

Si el laboratorio no esta acreditado para estos métodos, el nivel minimo de
aseguramiento de la calidad esperado es:

e Tener documentadas buenas practicas de laboratorio

e Realizar pruebas de control de calidad metrologicas

e Haber participado con éxito en pruebas de aptitud

Para utilizar microbiologia predictiva, el laboratorio debe tener conocimiento sobre los
modelos disponibles y las herramientas informaticas, asi como sobre su validez para
el producto analizado y, ademas, demostrar su competencia técnica para utilizarlos.
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Ademas, los laboratorios que realicen ensayos de desafio y estudios de
durabilidad deben contar con competencias especificas, las cuales estan descritas
en el Documento de Orientacién Técnica del EURL para Lm para evaluar la
competencia de los laboratorios que realizan ensayos de desafio y estudios de
durabilidad en relacion con Lm en ALC.

Los laboratorios deben disefar y realizar los ensayos de desafio o estudios de
durabilidad en base a la informacion que facilitan los OEA. Los analisis de los ensayos
de desafio deben realizarse siguiendo un sistema de garantia de calidad. Se
recomienda que el laboratorio cuente con la acreditaciéon para la norma EN
ISO/IEC 17025 para los métodos analiticos que se utilizan en el ensayo de desafioy,
al menos, los métodos de deteccion y recuento de Lm. También es recomendable que
el laboratorio esté acreditado para la norma EN ISO 20976-1, que proporciona
directrices y requisitos para realizar ensayos de desafio de productos alimenticios y
piensos.

El laboratorio debe presentar los resultados de los ensayos de desafio (para la
validacion) o de los estudios de durabilidad (para la verificacién), incluyendo el
objetivo, los resultados y las conclusiones del comportamiento de Lm en el producto
analizado, en un informe de ensayo de desafio que los OEA pueden usar como parte
del estudio de validacion de la vida util, o en un informe de ensayo de durabilidad como
parte de procedimientos de verificacion de la vida util.

3.2.2 Asesores técnicos

Cuando sea necesario que un OEA recurra a conocimientos externos, es fundamental
que seleccione a un asesor adecuado que le brinde apoyo y que tenga los
conocimientos y la experiencia necesarios (por ejemplo, en microbiologia de los
alimentos, ciencias de los alimentos, procesamiento de alimentos, estadistica, y
modelos y herramientas de microbiologia predictiva).

En este sentido, tanto los asesores técnicos como los OEA deben tener en cuenta los
siguientes puntos clave:

e Los modelos y/o herramientas de microbiologia predictiva deben ser utilizados
por personas formadas y competentes que estén familiarizadas con sus
limitaciones y condiciones de uso.

o Laeleccion del modelo y la herramienta, la naturaleza y el rango de los factores
a considerar, asi como los valores de entrada del modelo, deben estar
claramente justificados. Siempre que sea posible, se deben elegir los modelos
basados y/o validados en datos de matrices alimentarias frente a los modelos
basados en datos de caldo de cultivo de laboratorio.

e Las predicciones del tiempo de latencia pueden ser menos robustas que las
tasas maximas de crecimiento o las predicciones de probabilidad de
crecimiento. Por tanto, salvo justificacion completa, se debe elegir el peor
escenario posible que considere la ausencia de tiempo de latencia.

e Cuando se utilicen herramientas de microbiologia predictiva, el usuario debe
identificar claramente el modelo utilizado, los parametros de entrada, las
hipotesis de simulacion consideradas para obtener los resultados y cualquier
otra informacién adicional necesaria para reproducir dichos resultados.
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4. Consideracion de Alimentos Listos para el Consumo e informaciéon al
consumidor.

Se define ALC como un alimento destinado por el productor o el fabricante al consumo
humano directo, sin necesidad de cocinado ni ningun otro tratamiento de
transformacion eficaz para eliminar o reducir a un nivel aceptable los microorganismos
peligrosos, tal y como establece el Reglamento (CE) n.° 2073/2005. Es
responsabilidad del OEA determinar si un alimento es listo para el consumo o no y
garantizar la exactitud y claridad de la informacion alimentaria. La autoridad
competente debe verificar que la clasificacion y el etiquetado del alimento se hayan
realizado correctamente.

Asi, el OEA debe definir el producto que elabora y establecer las especificaciones de
uso que va a transmitir a otros operadores intermedios a través de la ficha técnica y al
consumidor a través de la etiqueta para un uso y consumo seguro. Para ello debe
disponer de una descripciéon detallada del producto, que incluya:

e Denominacién comercial

e Composicion

e Formato (peso, cantidad, grosor, calibre, etc.)

e Presentacion (entero, loncheado, etc.)

o Envasado (al vacio, atmésferas modificadas, etc.)

e SiesonoALC

e Condiciones de fabricacion, especialmente tratamientos térmicos, secado,
ahumado, maduracion, troceado, loncheado postratamiento, salado, curado,
congelacion, descongelacion, tipo de envasado, etc.

e Modo de conservacién y temperaturas de conservacién esperadas (uso y
abuso)

e Vida dutil, instrucciones de uso que figuren en el etiquetado y condiciones
razonablemente previsibles de uso (por ejemplo, debe tenerse en cuenta que,
muchos productos vegetales congelados que teéricamente se deberian
consumir cocinados, se consumen crudos)

e Usos previstos y otros usos razonablemente esperados (datos objetivos sobre
habitos de consumo alternativos conocidos)

o Especificaciones de uso, si procede

El OEA es el responsable de decidir el uso previsto del alimento que
comercializa, teniendo en cuenta las condiciones de uso razonablemente
previsibles. Podra ser un ALC o un alimento que necesita un tratamiento previo a su
consumo. Al evaluar dichas condiciones de uso, los OEA deben valorar la posibilidad
de que sus productos no listos para el consumo (no ALC) sean consumidos de formas
distintas a su uso previsto, teniendo en cuenta posibles variaciones en los habitos de
consumo que puedan deberse a factores culturales o a diferencias en las costumbres
alimentarias. Estas variaciones podrian dar lugar a riesgos para la seguridad
alimentaria que el OEA debe tener en consideracion. La evaluacion debe basarse en
la informacién objetiva disponible sobre la probabilidad de que ocurran desviaciones
como, por ejemplo, diferencias en las preferencias alimentarias o en los métodos de
preparacion entre distintos paises o grupos de poblacion, en particular los de mayor
riesgo. Los resultados serviran para ofrecer informacion clara al consumidor, con el
objetivo de reducir el riesgo de enfermedades transmitidas por los alimentos (tal como
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se detalla mas adelante) y también ayudaran a los OEA a decidir si el producto debe
reclasificarse como ALC.

De conformidad con los articulos 9.1 (g), 9.1 (j), 25 y 27 del Reglamento (CE) n.°
1169/2011, en el envase de los productos alimenticios se debera indicar:

e Las condiciones de utilizacion cuando, por la naturaleza del producto, es
poco probable que los consumidores hagan un uso inadecuado del
alimento. Asi, para la mayoria de los alimentos no ALC, y sin perjuicio de otras
disposiciones legales especificas, el envase deberia indicar las condiciones
del tratamiento térmico del producto antes de su consumo.

En particular, el Reglamento (CE) n.° 2073/2005 y el RD 1086/2020 establecen
que la carne picada, los preparados de carne y los productos carnicos, de
todas las especies, destinados a ser consumidos cocinados, se deben
etiquetar claramente para informar al consumidor sobre la necesidad de un
cocinado completo antes de su consumo.

Estas condiciones pueden no requerir el mismo nivel de detalle que las
instrucciones de uso (véase el siguiente punto).

o El modo de empleo (instrucciones de uso) cuando resulte dificil hacer un
uso adecuado del alimento sin dichas instrucciones. Esto puede aplicarse a
situaciones en las que el aspecto y/o denominacién del alimento pueda
inducir a error, como en el caso de alimentos no ALC que se asemejan a
productos cocinados o listos para el consumo, o cuando existan evidencias
objetivas de que se dan patrones de consumo alternativos (p.ej. encuestas
de consumo, brotes o casos documentados asociados al uso alternativo del
producto en cuestion, publicidad, redes sociales, etc.).

En el etiguetado de los alimentos que requieren cocinado por parte del consumidor
para controlar Lm y que incluyen el modo de empleo (instrucciones de uso) se debe
utilizar una terminologia que indique claramente que dicho tratamiento es necesario
para la seguridad alimentaria y se deben mostrar esas instrucciones de manera
facilmente accesible y de forma destacada. Estas instrucciones deben ser
detalladas y especificas, y proporcionar una orientacion clara e inequivoca a los
consumidores.

Cualquier instruccion de calentamiento basada en combinaciones especificas de
tiempo y temperatura que figure en el envase debe estar validada por las empresas
alimentarias (preferiblemente de conformidad con los requisitos de la norma ISO
20976-2:2022) para garantizar su eficacia en la consecucion de la seguridad
alimentaria, y los resultados de dicha validacién deben documentarse como parte del
SGSA de la empresa. Ademas, cualquier sugerencia de presentacion, ya sea en forma
de imagenes o de texto en el envase o difundida a través de otros canales (paginas
web, redes sociales, etc.) debera ser coherente con las instrucciones y no
proporcionar informacion contradictoria, a fin de minimizar el riesgo de confusién de
los consumidores y garantizar un consumo seguro.

Por lo tanto, si el alimento incluye en el etiquetado especificaciones sobre el modo de
empleo que indiquen la aplicacion de un tratamiento térmico hay que tener en cuenta
las siguientes consideraciones para valorar si, en funcién del tratamiento especificado,
el alimento en cuestion debe considerarse como ALC o no:
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¢ Si el tratamiento térmico garantiza la aplicacion de una combinacién de tiempo
y temperatura listericida o no (70 °C - 2 minutos o un tratamiento equivalente).
De manera general, una reduccion de 6 ciclos logaritmicos (conocida como
valor D6) ha demostrado ser suficiente para eliminar o reducir Lm a un nivel
aceptable. Ver ejemplo 1 (butifarra blanca) del anexo Il

e Si el tratamiento térmico estd expresado de manera comprensible y es
realista y aplicable por parte del consumidor en un entorno doméstico,
por ejemplo: precalentar el horno a 220°C vy, posteriormente, cocinar el
producto durante, al menos, 11 minutos.

o Si el uso previsto por el OEA esta debidamente especificado y no existe
evidencia objetiva de un uso alternativo extendido.

Una vez descrito el producto y definidas las condiciones de uso, el OEA debe definir
y justificar si se trata de un ALC o no:

e Si el producto se puede consumir directamente sin necesidad de cocinado
u otro procesado eficaz para eliminar o reducir Lm: ES UN ALC (p. €j.,
salmoén ahumado).

e Si en el etiquetado del producto se especifican tratamientos térmicos
destinados unicamente a la mejora de la palatabilidad, pero insuficientes
para eliminar Lm: ES UN ALC (p. €j., un alimento en el que se indique que
se puede calentar al gusto)

e Si el producto contempla en su etiquetado la necesidad de que el
consumidor realice un tratamiento antes del consumo (correctamente
validado por el OEA), pero las indicaciones del etiquetado no son lo
suficientemente claras o concretas para que el consumidor haga un uso
correcto del producto: ES UN ALC (p. €j., “recalentar de manera uniforme”,
“calentar antes de servir”).

e Si el producto contempla en su etiquetado la necesidad de que el
consumidor realice un tratamiento antes del consumo, pero ese tratamiento
no ha sido validado por el OEA: ES UN ALC.

e Si el producto contempla en su etiquetado la necesidad de realizar un
tratamiento térmico (previamente validado) eficaz para eliminar o reducir
Lm a niveles aceptables, pero la etiqgueta no lo indica de forma clara,
destacada y aplicable por el consumidor y existe evidencia objetiva de
usos alternativos extendidos entre los consumidores de la poblacién de
destino: se considerara que ES UN ALC (alimentos con aspecto evidente
de producto terminado que puede inducir al consumidor a pensar que
pueden consumirse directamente, p. €j., salchichas tipo Frankfurt, butifarra
blanca, verduras congeladas para elaboracién de smoothies, alimentos
precocinados refrigerados envasados listos para cocinar como tortilla de
patata, platos preparados para hornear, platos de pasta, pollo asado, platos
de carne en salsa, etc.).
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e Si el producto contempla en su etiquetado la necesidad de realizar un
tratamiento térmico (previamente validado) eficaz para eliminar o reducir
Lm a niveles aceptables y la etiqueta lo indica de forma clara, destacada
y aplicable por el consumidor, aunque exista evidencia objetiva de usos
alternativos extendidos entre los consumidores de la poblacion de
destino: se considerara que NO ES UN ALC.

e Si el producto contempla en su etiquetado la necesidad de que el
consumidor realice un cocinado o tratamiento térmico eficaz para eliminar
o reducir Lm (modo de empleo), se indican las instrucciones claramente (p.
ej., tiempo y temperatura) previamente validadas por parte del OEA, y no
existe evidencia objetiva de usos alternativos extendidos entre los

consumidores de

la poblacion de destino:

NO ES

¢ Esta previsto gue el alimento

sufra un tratamiento térmico

listericida por el consumidor
antes de su consumo?

;Se trata de carne ALC
picada, preparado de
carne o producto
carnico destinado a ser
consumido cocinado?

NO ALC

Debe etiguetarse con la instruccion|
de cocinado completo antes de su

consumo y se deben tener en
cuents los posibles usos
alternativos extendidos entre los)
consumidores

;Eltratamiento térmico
indicado en la etiqueta

se ha validado
correctamente?

¢ Existe evidencia objetiva de

usos alternativos extendidos
entre los consumidores?

;La etiqueta indica de forma clara,
destacada vy aplicable para el
consumidor que el producto debe
cocinarse antes de su consumo, y
proporciona instrucciones de
cocinado que garanticen la
eliminacion o reduccion de Lm a un

nivel aceptﬂble'?

NO ALC

Se deben indicar en el
etiguetado las condiciones de
utilizacion validadas

UN ALC.

Figura 1. Arbol de decisiones para el OEA para determinar si un alimento es listo para el

consumeo o no.
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En caso de que se determine que el alimento en estudio es un ALC, el Reglamento
(CE) n°® 2073/2005 establece criterios microbioldgicos de seguridad alimentaria
para Lm.

Tabla 1. Criterios microbioldgicos aplicables a los ALC de conformidad con el
Reglamento (CE) n° 2073/2005.

Categoria de alimentos Plan de Limites Fase en la que se aplica
muestreo el criterio

1.1. ALC destinados a | n=10, c=0 | No detectado en Productos

los lactantes, y 25¢g comercializados durante
alimentos listos para el su vida util

consumo destinados a

usos médicos

especiales (4)

1.2. ALC que pueden n=5,c=0 | a) <100 ufc/g Productos

favorecer el desarrollo comercializados durante
de L.m. que no sean su vida util

los destinados a los b) No detectado en = Productos

lactantes ni para usos 25¢ comercializados durante
meédicos especiales su vida util!

1.3. ALC que no n=5,¢c=0 <100 ufc/g Productos

pueden favorecer el comercializados durante
desarrollo de L.m. que su vida util

no sean los destinados
a los lactantes ni para
usos médicos
especiales (4)(8)

Para concretar qué criterio microbioldgico es aplicable, el siguiente paso sera
caracterizar el producto para determinar si permite o no el crecimiento de Lm.

1 El criterio microbioldgico 1.2.b) resulta aplicable a los productos durante su vida util a partir
del 1 de julio de 2026, de conformidad con el Reglamento (UE) 2024/2895 de la Comisién.
Hasta entonces, es aplicable antes de que el alimento haya dejado el control inmediato del
explotador de la empresa alimentaria que lo ha producido.

30/09/2026 Pagina 18 de 152



MINISTERIO
DE DERECHOS SOCIALES, CONSUMO
Y AGENDA 2030

Mo existen criterios estsblecidos para Lmoen &l

1. ;i E= el alimento un ALCT NO Reglamente (CE) n® 207302003 pars o ALC. La
seguridsd alimentania s= pestiona 3 través de BPH y
: APPCC.
=l
2. iEs un ALC que perensce 3 los - El Reglaments (CE) n® 20752005 no exipe prusbas
productas alimenticies mencionados en =1 periddicas para ls deteccidn de Lm por esios
la nota al pie de pagina 4 del alimentos en circunstancias normakes.
Reglaments (CE) i 207320057
MO
3. ¢Ze tata de un ALC destinado 3 s Aplica el criteric 1.1 para ALC destinado a
lzctantes o usos medicos especiElesT lactantas 0 usos medicos especiales.
MO
4. jLavida util del productz es inferior =i Aplica el criterio 1.3 para ALC que no favorecen el
a 5 dias? crecimiento de Lm.
WO
5. ;Se dispone de datos sobre pH ¥ Caracterizacion de pH y 3, del
3, el producio? NO products [ver apartado 3)
Mientras tanto, aplica el criterio
. 1.2b para ALC que favorecen el
l crecimiento de L.

8. (El ALC pemenece a la categora de ALC gue no
faworecen el crecimientc de Lm de scusrdo con sus
caracteristicas fisicoquimicas v &l sistema emasado o s
literatura cientifica u otros estudios, o tieneun pH 2 4.4 o aw

s0B2opH=50ya,=0947

{nota al pie de pagina & del Reglamenta (CE) N 20732005

si

NO
Realizar estudios complementanos
a ssfisfzccidn de |z autoridad
7. i%=s han Wevado a cabo  estudios competents, coma = indica en el

complemenianos de validacion de la wida Ofi,
como microbiolegia predictiva o challenge fesis

M

apanado 5.3
Mientras tanto, aplica el criterio
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Figura 2. Arbol de decisién simplificado para determinar el criterio de seguridad
alimentaria de Lm adecuado para un alimento listo para el consumo, de conformidad
con el Reglamento (CE) n.° 2073/2005 de Ila Comision. Fuente: Guia
SANCO/11510/2013, revision of 18 December 2025.
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5. Caracterizacion de ALC en funcién del riesgo de crecimiento de Lm.

Las propiedades intrinsecas y extrinsecas de los alimentos influyen de manera
decisiva en su seguridad y duracién. Algunas contribuyen a prolongar la vida util,
mientras que otras pueden reducirla y elevar el riesgo de comprometer la inocuidad
del producto.

Las caracteristicas intrinsecas son propias de la composicién del alimento, como el
pH o la a.. Por su parte, las caracteristicas extrinsecas estan relacionadas con el
entorno externo de procesamiento y conservacién, como la temperatura, la atmaosfera
de envasado o las condiciones higiénicas.

A continuacion, se detallan las principales caracteristicas intrinsecas y extrinsecas que
pueden afectar al comportamiento y crecimiento de Lm en los alimentos:

FACTORES INTRINSECOS FACTORES EXTRINSECOS
- pH - T2 de la cadena de frio (fabricante,
- aw® 0 contenido de sal/azucar y | almacenamiento, transporte y consumidor)
humedad - Humedad relativa del aire (para alimentos
- Acidos organicos, nitritos no envasados 0 en envases permeables a
- Conservantes la humedad)
- Fenoles - Tipo de envasado del producto final
- Microbiota intrinseca (con/sin vacio, atmoésfera modificada, v,
- Estructura del alimento permeabilidad del envase)
- Composicion de la atmésfera modificada
en su caso
*aw: es la cantidad de agua disponible
para el crecimiento bacteriano

A continuacion, se proporciona informacion sobre las caracteristicas de
crecimiento/supervivencia de Lm (especificas de la cepa) en medio de cultivo en caldo:

Tabla 2. Caracteristicas de crecimiento/supervivencia de L. monocytogenes
(especificas de la cepa) en medio de cultivo en caldo. Fuente: Guia
SANCO/11510/2013, revision of 18 December 2025.

Factor &° Puede crecer Sobrevive
— — — (pero no
Minimo Crecimiento Maximo crece)"
(limite inferior | 6ptimo* (limite
de superior de
crecimiento) crecimiento
Temperatura | -2 30-37 45 -18
(°C)
pHe 4-4.3 7 9.6 3.3-4.2
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aw 0.92 (0.90 con | 0.99 / <0.9
glicerol)
Sal (NaCl)f / / 12 220
Composicion | Anaerobio facultativo y microaerdfilo (capaz de crecer en
de gases presencia/ausencia de oxigeno) (p.ej., al vacio o en atmdsfera
modificada)

Tratamiento Se requiere una combinacién de tiempo/temperatura de, por
térmico ejemplo, 70° C durante 2 minutos, para conseguir una reduccion
durante la | D-6 (6 reducciones logaritmicas, 108) en el niumero de células de
produccion Lm. Otras combinaciones de tiempo/temperatura pueden dar lugar
del alimento | a la misma reduccién.

a: los limites de supervivencia y crecimiento recogidos en la tabla se basan en investigaciones llevadas a
cabo en laboratorio, en medios de cultivo en condiciones 6ptimas y deben usarse solamente como
estimaciones del impacto en los alimentos.

b: estas cifras se han establecido en funcion de diferentes modelos y enfoques practicos.
c: el 6ptimo se corresponde con las condiciones en las que Lm crece mas rapido.

d: el periodo de supervivencia depende de la naturaleza del alimento, entre otros factores.
e: la inhibicion de Lm depende del tipo de acido presente.

f: basado en el porcentaje de NaCl en fase acuosa.

El Reglamento (CE) n.° 2073/2005 recoge, en las notas al pie 4 y 8 del capitulo 1 del
anexo |, informacion que debe tenerse en cuenta a la hora de determinar qué criterio
microbiologico de Lm es aplicable a un alimento.

La nota 4 establece que, en circunstancias normales, no se exige realizar pruebas
regulares con respecto al criterio 1.3 para los siguientes productos alimenticios listos
para el consumo:

- los que hayan recibido tratamiento térmico u otro proceso eficaz para eliminar
L. monocytogenes, cuando la recontaminacion no sea posible tras este
tratamiento (por ejemplo, productos tratados térmicamente en su envase final)

- frutas y hortalizas frescas, enteras y no transformadas

- pan, galletas y productos similares,

- aguas embotelladas o envasadas,

- bebidas refrescantes sin alcohol, cerveza, sidra, vino, bebidas espirituosas y
productos similares,

- azucar, miel y golosinas, incluidos productos de cacao y chocolate,

- moluscos bivalvos vivos,

- sal de cocina

Cuando se realice un tratamiento térmico del alimento en su envase final, para poder
aplicar la nota 4, se debera garantizar que la combinacion de tiempo/temperatura
aplicada da lugar a una reduccion logaritmica que garantice la seguridad del producto.
Si el proceso productivo no incluye ningun otro tratamiento térmico, se debera
garantizar una reduccion de 6 logaritmos (D-6).
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Si el producto durante su procesado se somete a un tratamiento que garantiza una
reduccién D-6, seguido de una etapa de exposicién post-letal en la que Lm puede
recontaminar la superficie del alimento o incluso multiplicarse, si se hace un segundo
tratamiento en el envase final este debera garantizar una reduccién en la superficie
del producto:

e Sino hay posibilidad de crecimiento de Lm porque la fase de exposicion post-
letal va seguida de forma inmediata por el envasado y, posteriormente, por la
aplicacion de un nuevo tratamiento en el envase final, se debera demostrar una
reduccion D-1

e Si hay posibilidad de crecimiento de Lm porque el envasado y posterior
tratamiento no es inmediato se debera demostrar una reduccion D-5, salvo que
se justifique que una reduccion menor es suficiente para garantizar la seguridad
del alimento.

Ver ejemplo 1 (butifarra blanca) del anexo lll.

Si el alimento en estudio es uno de los mencionados en la nota 4, no sera
necesario que el OEA presente estudios de vida util, pero, en el caso del
tratamiento térmico u otro proceso eficaz para eliminar Lm, debera presentar el
estudio de validacion de la eficacia del tratamiento. De manera general, tampoco
sera necesario que verifique regularmente el cumplimiento del criterio
microbiologico 1.3.

La nota 8 establece que se considera automaticamente que pertenecen a la categoria
1.3 los productos con las siguientes caracteristicas:

- pH<440a,<0,92

- pH=50yaw=0,94,

- productos con una vida util inferior a 5 dias.

- ofras categorias de productos, siempre que se justifique cientificamente

Para la correcta caracterizaciéon del alimento hay que considerar la variabilidad de
pH y aw que puede haber dentro de un mismo lote y entre lotes del alimento y, ademas,
la evolucién de estos factores a lo largo de la vida util (por ejemplo, en los quesos y
otros productos madurados).

Es necesario disponer de un minimo de 5 valores de un minimo de 3 lotes
diferentes de produccion (15 en total), analizados en un periodo en el que se ponga
de manifiesto la posible variabilidad del factor que se esta midiendo, teniendo en
cuenta posibles variaciones estacionales o periodos de maxima produccién que
puedan afectar a los procesos. Si con estos 15 datos se calcula que la probabilidad
de que el pH y/o la aw sean superiores al limite establecido en la nota 8 (para ello
se pueden utilizar las aplicaciones BestDate o Bioqura, como se explica mas adelante)
es inferior al 5%, el producto se podria incluir en la categoria 1.3 y aplicar el criterio
microbiologico de 100 ufc/g durante la vida dtil. Si la probabilidad calculada es mayor
o igual al 5% seria necesario aportar mas datos.

Si se dispone de suficientes datos obtenidos durante un periodo
largo de tiempo de forma que se conoce la distribucion de estos factores, el estudio de
vida util tomara en consideracion todos los valores disponibles para determinar si
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las caracteristicas del producto se sitian, con suficiente confianza estadistica, por
debajo de los limites.

Existen herramientas disponibles que permiten calcular la confianza estadistica de que
el pH y/o aw del producto sea inferior al establecido en la nota 8. Estas herramientas
incluyen:

o BIOQURA : se necesitan el valor de la media, la desviacion estandar y
el nimero de mediciones, para lo que se pueden utilizar las
correspondientes funciones PROMEDIO y DESVEST en una hoja de
Excel.

= T102 (Muestras con ay, > limite) calcula la probabilidad que la ay
sea superior a un limite especificado.

= T103 (Muestras con pH > limite) calcula la probabilidad que el
pH sea superior a un limite especificado.

o Best Date: se necesitan solamente los valores de pH y aw. Ver primera
parte del ejemplo 8 (jamén cocido) del anexo .

Nota: para poder introducir los valores de pH y a, en la aplicacion BestDate es necesario
contestar previamente una serie de preguntas relacionadas con las condiciones de
conservacion, procesado y manipulacion del alimento (si es congelado o no, si se somete a un
tratamiento de letalidad, etc.), que la herramienta utiliza como criterios para indicar el tipo de
fecha que requiere el alimento (caducidad o consumo preferente).

Ver ejemplo 2 (tomate rallado) del anexo lll.

En el caso de alimentos multicomponente (por ejemplo, un sandwich) estos valores
no se calcularan a partir de una muestra homogeneizada del producto completo, sino
para cada uno de los componentes separados del producto una vez montado,
esperando el tiempo suficiente para que haya podido darse la interaccion entre los
ingredientes. Ver ejemplo 3 (sandwich) del anexo lll.

En alimentos cuyas caracteristicas intrinsecas se encuentran claramente fuera de
los limites que permiten el crecimiento de Listeria monocytogenes no se considera
necesario realizar una caracterizaciéon exhaustiva del alimento mediante un elevado
numero de muestras. En estos supuestos, una justificacion documental apoyada
en la composicién, formulacion, especificaciones del producto y bibliografia
cientifica disponible puede resultar suficiente. Este seria el caso, por ejemplo, de
alimentos deshidratados, harinas, frutos secos y otros productos con una actividad
de agua muy baja, asi como de encurtidos u otros alimentos con un pH muy acido.

Asimismo, la caracterizacion del alimento no deberia limitarse exclusivamente a
parametros como el pH o la aw, sino que debe incluir cualquier factor intrinseco o
extrinseco que se utilice para justificar la ausencia de crecimiento de Lm o la vida util
propuesta. En particular, cuando esta justificacion se base en la presencia de aditivos,
compuestos fendlicos, microbiota asociada u otros factores con capacidad inhibidora,
debera verificarse que los niveles presentes durante la fabricacion habitual se
mantienen dentro de los rangos considerados en la evaluacién de la vida util, de modo
que el efecto inhibidor pueda considerarse consistente y representativo de las
condiciones reales de produccién. Cuando proceda, esta verificacion podra realizarse
mediante el control de las cantidades incorporadas durante la formulacioén o el proceso
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productivo, sin que sea necesario determinar analiticamente su concentracién en el
producto final en todos los casos, siempre que se haya validado previamente que la
cantidad anadida permite alcanzar en el producto final la concentracién necesaria para
obtener el efecto tecnolégico considerado en la evaluacion.

5.1 Alimentos que no favorecen el crecimiento de Lm

Teniendo en cuenta la nota 8 del anexo | del Reglamento (CE) n.° 2073/2005 y los
resultados obtenidos de la caracterizacion del producto, podremos concluir si el
producto en estudio directamente se puede clasificar como alimento que no
favorece el crecimiento de Lm. En ese caso se deberda aplicar el criterio
microbiologico 1.3. En estos supuestos, la vida util del alimento no estaria relacionada
con parametros asociados al crecimiento de Lm, sino con otros peligros
microbiologicos relevantes y/o criterios de calidad del producto. Siempre que no
existan otros factores distintos de Lm que limiten la seguridad del alimento, podria
emplearse la fecha de consumo preferente en lugar de la fecha de caducidad.

Las herramientas mencionadas (BestDate y Bioqura) calculan la probabilidad de
que el pH y/o la aw sean superiores al limite establecido en la nota 8. Cuando esta
probabilidad es inferior al 5% (es decir, existe una confianza estadistica superior
al 95% de que el pH y/o la aw es inferior al limite establecido), el producto se
podria incluir en la categoria 1.3 y aplicar el criterio microbiolégico de 100
ufc/g durante la vida util.

La aw y el pH deberan medirse periddicamente como parte de los procedimientos de
verificacion regular, constatando que los valores obtenidos son consistentes con las
caracteristicas del alimento descritas.

Si durante las actividades de verificacion los resultados obtenidos no se ajustan a los
de la nota 8, se considerara que el alimento favorece el crecimiento de Lm y sera
aplicable el criterio 1.2 del Reglamento (CE) 2073/2005.

En este caso, el OEA debera realizar estudios complementarios para poder demostrar
a satisfaccion de la autoridad competente que el producto no superara el limite de 100
ufc/g durante su vida util, para las condiciones definidas, que deben tener en cuenta
las condiciones razonablemente previsibles de transporte y almacenamiento a nivel de
fabricacion, venta al por menor y de consumo (modo de empleo).
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Mientras no se disponga de los resultados de los estudios complementarios para
validar la vida util, se debe aplicar a estos ALC el criterio 1.2.b (no deteccion en 25 g
durante toda su vida util, aplicable desde el 1 de julio de 2026) o establecerse una vida
util inferior a 5 dias (criterio 1.3).

Los ALC que no favorecen el crecimiento de Lm no son seguros per se:
algunos ALC que en su forma final no favorecen el crecimiento de Lm (como ciertos
productos congelados o algunos productos carnicos) se producen en entornos que
si favorecen el crecimiento del patégeno, debido a la presencia de agua y
temperaturas adecuadas para su desarrollo. La contaminacién y proliferacion de
Lm en las instalaciones de elaboracién, asi como su transferencia posterior a los
alimentos en niveles capaces de provocar enfermedad, se consideran factores que
han contribuido a brotes asociados a ALC que no favorecen el crecimiento del
patogeno. Por ello, es imprescindible aplicar medidas de control eficaces en los
entornos de produccion para evitar o reducir al maximo la presencia, el crecimiento
y la transferencia de Lm a ALC, incluso cuando la bacteria no pueda multiplicarse
en el producto final.

5.2 Alimentos que demuestran que no favorecen el crecimiento de Lm
mediante bibliografia cientifica

En la bibliografia cientifica se puede encontrar una amplia gama de datos cientificos
sobre Lm en los alimentos. Algunos ejemplos de bibliografia son los articulos
cientificos de revistas, los informes del ECDC y la EFSA sobre brotes de origen
alimentario y estudios de vigilancia, los informes de grupos de investigacién o los
estudios realizados por otras empresas o recogidos a nivel nacional en la bibliografia
disponible (por ejemplo, en normas comerciales y documentos de orientacion de las
autoridades competentes).

La bibliografia cientifica se puede consultar en plataformas como PubMed, Web of
Science, Scopus, Google Scholar, etc.

El objetivo de consultar la bibliografia cientifica es obtener informacién sobre la
supervivencia y/o el crecimiento de Lm en diversos productos y condiciones
ambientales. Los OEA pueden utilizar la bibliografia cientifica para:
e Ofrecer una vision general de los datos disponibles para productos similares.
e Ayudar a identificar los factores que afectan al crecimiento/supervivencia de
Lm en su propio producto.
¢ Orientar en la determinacién de la vida util de sus productos.
e Proporcionar pruebas para determinar si el producto favorece o no el
crecimiento de Lm.
o Ofrecer informacién sobre si se requieren estudios adicionales o no.

En particular, cuando los valores de pH y aw indiquen que el alimento puede favorecer
el crecimiento de Lm, el OEA podra recurrir a la consulta de la bibliografia cientifica y
de los datos de investigacion disponibles para demostrar que existen otros factores
(intrinsecos o extrinsecos) que, de manera combinada, inhiben el crecimiento del
patdgeno. Si esto se demuestra, el ALC podria incluirse en la categoria 1.3 y seria
aplicable el limite 100 ufc/g.
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Para poder realizar este ejercicio de comparacion es imprescindible que el OEA
demuestre al control oficial que los productos y el proceso de produccién comparten
las mismas caracteristicas que los de las referencias bibliograficas aportadas o que
las del alimento en estudio son menos favorables para el crecimiento de Lm:

o Los productos deben tener las mismas caracteristicas (pH, aw, contenido
en sal, concentracion de conservantes, tipo de envasado, microbiota asociada
o cualquier otra caracteristica importante para la supervivencia y el crecimiento
de Lm). En caso contrario, se debe evaluar el efecto de las diversas
caracteristicas en la supervivencia y el crecimiento de Lm.

e La formulacién del producto debe ser la misma, en caso contrario, deben
evaluarse los efectos de los ingredientes y aditivos sobre el crecimiento de Lm.

o El proceso de produccion debe ser muy similar. Las etapas del proceso se
deben comparar con detalle y evaluar el efecto de cualquier diferencia
encontrada sobre la supervivencia y el crecimiento. Se debe tener en cuenta la
variabilidad inherente ligada al producto y proceso de elaboracion.

e Las condiciones de almacenamiento y la vida util deben ser similares e incluir
condiciones de conservaciéon (segun recomendaciones de las directrices del
EURL-Lm), y en caso contrario, hay que evaluar el efecto de las diferencias
sobre el crecimiento de Lm.

e La microbiota asociada o los cultivos iniciadores deben ser idénticos, y si no lo
son, tener el mismo efecto sobre Lm.

Cabe senalar que los OEA deben tener conocimientos suficientes sobre estudios
microbiologicos para evaluar de forma critica si el articulo cientifico es relevante para
el producto objeto de investigacion. En algunos casos, puede resultar dificil encontrar
informacion adecuada que se ajuste exactamente a los requisitos del producto
(caracteristicas fisicoquimicas, condiciones de elaboracién, almacenamiento,
temperaturas, etc.).

La bibliografia cientifica suele estar redactada en un estilo y un lenguaje que no son
facilmente comprensibles, por lo que puede ser util el asesoramiento de expertos
cualificados con experiencia si no se dispone de competencia interna. Por otra parte,
es importante que las empresas del sector alimentario informen a los asesores a los
que puedan recurrir para llevar a cabo el estudio bibliografico sobre las caracteristicas
de sus productos, las variaciones realistas y las condiciones razonablemente
previsibles de distribucién, almacenamiento y uso.

Para valorar la bibliografia cientifica aportada se tendra en cuenta lo siguiente:

e Elinforme esta avalado por expertos.
¢ Elinforme describe la metodologia de busqueda, la cual se ha realizado usando
bases de datos reconocidas y minimizando la presencia de sesgos a la hora de
seleccionar articulos. El control oficial replicara la busqueda descrita por el
operador de manera que se compruebe que no ha incurrido en sesgos de:
- confirmacion (seleccionando solo estudios que apoyen la hipdtesis
inicial y descartando aquellos que muestran capacidad de crecimiento,
0 mayor velocidad de crecimiento, bajo condiciones especificas)
- disponibilidad (dando mas peso a articulos recientes o faciles de
encontrar o solo disponibles de manera gratuita)
Se debe tener en cuenta la fecha de elaboracion del informe porque al
replicar la busqueda puede haber bibliografia posterior.
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¢ La bibliografia que se presente debe ser el articulo completo, no siendo valida
una cita o un resumen.

e Las caracteristicas intrinsecas y extrinsecas del alimento objeto de estudio
estan correctamente identificadas y se demuestra que estan cubiertas en la
bibliografia cientifica aportada.

e Se justifica que el proceso de produccién es similar a los de la bibliografia
cientifica aportada.

e Se justifica que las condiciones de conservacion (tiempo, temperatura y
envasado) en la bibliografia cientifica aportada cubren las condiciones
razonablemente previsibles de conservacién del alimento objeto de estudio
(Tabla 4).

Para garantizar que la informacién procedente de la bibliografia cientifica sea
aplicable al alimento en cuestion, se recomienda verificar al menos los siguientes
puntos:

¢ Que la matriz alimentaria utilizada en el estudio sea representativa del
producto. Ademas de las caracteristicas fisicoquimicas, se debe comprobar si
el alimento ha sido cortado, picado, sometido a tratamiento térmico o
modificado de alguna manera que lo haga mas homogéneo que los productos
reales. Los estudios realizados en caldo como matriz de ensayo pueden aportar
informacion  util  sobre diferencias relativas en temperaturas de
almacenamiento, pero pueden no reflejar con precisién el comportamiento de
crecimiento en el producto real.

¢ Que recoge resultados obtenidos con diferentes cepas de Lm que garanticen
la validez y la aplicabilidad de dichos resultados para los fines del estudio.

¢ Que se han tenido en cuenta los escenarios de temperatura relevantes para
las condiciones razonablemente previsibles de distribucién, almacenamiento y
uso, incluido el peor escenario posible.

o Al interpretar los resultados de los challenge test de la bibliografia cientifica
hay que tener en cuenta que se hayan llevado a cabo conforme a lo establecido
en la Guia Técnica de EURL Lm (inéculo, cepas, temperaturas, etc.)

Criterios de validacion:

El OEA que, basandose en la comparacién de su producto con bibliografia cientifica,
demuestre que su producto no permite el crecimiento de Lm, podra incluirlo en la
categoria 1.3 y aplicar el limite 100 ufc/g durante su vida util, sin necesidad de estudios
complementarios adicionales.

Si el OEA no ha podido encontrar bibliografia cientifica que permita realizar una
comparacion valida, debera presentar otro tipo de estudios complementarios que
permitan justificar el cumplimiento del limite de 100 ufc/g durante toda la vida util del
producto. Entretanto, debera aplicar el criterio de no deteccidn en 25 g durante la vida
atil (1.2.b) o establecer una vida util inferior a 5 dias (criterio 1.3).
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Ver ejemplo 4 (queso feta) del anexo lll.

5.3 ALC que favorecen el crecimiento de Lm: estudios complementarios
para validar la vida util.

5.3.1. Seleccion del peor escenario posible

En los estudios de vida util es fundamental considerar el peor escenario posible en
cuanto a pH y aw porque estos parametros determinan la capacidad del patégeno para
crecer en el alimento. Si se evalua unicamente en condiciones favorables para la
seguridad se corre el riesgo de subestimar la supervivencia o proliferacion de la
bacteria en situaciones reales en las que el producto pueda presentar valores menos
restrictivos. Al aplicar el peor escenario, se asegura que las conclusiones del estudio
contemplen el maximo potencial de crecimiento de Lm, garantizando que las medidas
de control y la vida util establecida protejan al consumidor incluso en las condiciones
mas desfavorables desde el punto de vista de la seguridad alimentaria.

El OEA debe confirmar que la variabilidad entre lotes es representativa de su
produccién basandose en datos histoéricos (ver apartado 5). El principio de seleccién
del peor escenario entre lotes para realizar estudios complementarios de vida util se
ilustra en la Figura 3. No obstante, cuando se disponga de un numero de datos mayor,
suficiente y representativo de la variabilidad del producto y de las condiciones de
producciéon se recomienda utilizar el percentil 95 de los datos observados, siempre
que se cuente, al menos, con 20 valores independientes. A estos efectos, se
consideran valores independientes aquellos que proceden de lotes distintos o de
condiciones de produccion diferentes, ya que son los que permiten reflejar
adecuadamente la variabilidad real del producto a lo largo del tiempo.

Por el contrario, los datos obtenidos a partir de varias unidades analiticas de un nimero
limitado de lotes (por ejemplo, 5 muestras de 3 lotes), aunque permiten evaluar la
variabilidad intra e interlote, no reflejan adecuadamente la variabilidad existente entre
un numero amplio de lotes. Por este motivo, no se consideran suficientes por si solos
para calcular el percentil 95, ya que este requiere un conjunto de datos mas amplio y
representativo de la variabilidad de la produccién.

30/09/2026 Pagina 28 de 152



MINISTERIO
DE DERECHOS SOCIALES, CONSUMO
Y AGENDA 2030

encia
aitola de
equrida

g

ich

Sauvne
2

$38%
23

Elija el producto alimenticio con las caracteristicas fisicoquimicas mas
desfavorables (es decir, el lote con el pH y/o el valor aw mas altos).

Lote 1*: Lote 2*: Lote 3*:
pH 4.7+0.2, pH 5.0+0.2, pH 4.8+0.2,
aw 0.95:£0.01 aw 0.96:0.01 aw 0.96:0.01

Figura 3. Ejemplo de como seleccionar, entre varios lotes producidos, el producto alimenticio con
la combinacion mas desfavorable de caracteristicas fisicoquimicas (por ejemplo, el pH mas alto
y la aw mas alta. Fuente: Guia SANCQO/11510/2013, revision of 18 December 2025.

Cuando el OEA dispone de una amplia gama de productos alimenticios, desde un
punto de vista cientifico, puede ser aceptable agruparlos en categorias o familias con
caracteristicas similares antes de realizar estudios complementarios para validar la
vida util. Es fundamental que el OEA cuente con una justificacién razonable para
clasificar los productos alimenticios en grupos.

Se recomienda utilizar caracteristicas clave como el pH, la aw, los conservantes, el
envasado (composicion del gas y material de envasado), la microbiota, etc. para
determinar la similitud de los productos. La autoridad competente exigira pruebas
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documentadas de estas caracteristicas para justificar su agrupacién en una sola
categoria para su estudio posterior.

A la hora de agrupar productos, se deben seguir los siguientes pasos:

e Hacer un inventario de los productos, describir sus procesos de produccion y
determinar sus caracteristicas intrinsecas (fisicoquimicas, microbiolégicas,
conservantes y cualquier otro aditivo, etc.) y extrinsecas (temperatura,
envasado en atmosfera modificada, etc.).

e Se podria utilizar la microbiologia predictiva para agrupar los productos y
establecer el peor escenario dentro de un grupo basandose en las
caracteristicas fisicoquimicas (por ejemplo, la probabilidad de crecimiento de
Lm segun el pH y la aw para una temperatura de almacenamiento determinada
si no hay ningun factor adicional, como la presencia de conservantes,
microbiota o acidos organicos, que pueda inhibir o retrasar el crecimiento de
Lm).

Basandose en estos pasos, los OEA pueden agrupar sus productos en categorias o
familias eligiendo el producto con las condiciones mas desfavorables dentro de ella
para llevar a cabo estudios complementarios para validar la vida util.

Ver ejemplo 5 (gazpacho) del anexo lll.

5.3.2 Microbiologia predictiva

La microbiologia predictiva es el campo de estudio que combina elementos de la
microbiologia, las matematicas y la estadistica para desarrollar modelos que describen
y, adecuadamente validados, predicen el comportamiento de los microorganismos en
materias primas, productos semielaborados y productos finales. Se basa en la premisa
de que las respuestas de las poblaciones microbianas a factores ambientales son
reproducibles, lo que permite predecir como se comportaran los microorganismos en
condiciones que no han sido previamente ensayadas. Para ello hay que considerar
factores especificos como: pH, temperatura, aw, conservantes y la composicién de
gases del envasado, entre otros.

En relacién con la concentracion inicial de Lm a introducir en el modelo predictivo, con
caracter general debera emplearse una concentracion inicial de 1 ufc/g, al tratarse de
un escenario conservador para la estimacién del posible crecimiento del
microorganismo durante la vida util del alimento.

No obstante, podra emplearse una concentracioén inicial menor, siempre que el OEA
disponga de un histdrico de resultados de analisis de producto terminado, suficiente y
representativo para justificar la concentracion inicial elegida. Ademas, se tendran en
cuenta también los resultados de analisis de materias primas, superficies, etc. asi
como todos los resultados de control oficial. Esta justificacion técnica debera estar
documentada en el marco del estudio de vida util.

De esta manera y, teniendo en cuenta como los microorganismos responden, se
desarrollan ecuaciones matematicas que describen su comportamiento: crecimiento,
supervivencia o inactivacion.
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Por lo tanto, la microbiologia predictiva puede ser util en la practica para las siguientes
aplicaciones:

e Predecir el crecimiento bacteriano en distintas condiciones.

Predecir la probabilidad de crecimiento del microorganismo en el alimento.

Estimar el nivel de contaminacién en un dia dado de la vida util.

Evaluar el impacto de la variabilidad intra e inter-lotes.

Optimizar la formulacion (aditivos, pH, sal) y condiciones de procesado, para

garantizar una mejor estabilidad.

e Evaluar el impacto de las roturas de la cadena del frio, y probar diferentes
escenarios de conservacion.

e Ayudar a identificar Puntos Criticos de Control de un proceso y establecer
limites criticos.

Para predecir el comportamiento microbiano se pueden utilizar dos enfoques
principales:

Modelos de crecimiento/no crecimiento: se utilizan para predecir la

probabilidad de crecimiento del microorganismo objetivo en condiciones
especificas y en funciéon de uno o mas factores. Basandose en las caracteristicas
intrinsecas del alimento (por ejemplo, pH/ay) y la temperatura de almacenamiento,
este enfoque permite predecir la probabilidad de crecimiento de Lm en alimentos,
comparandola con umbrales predefinidos:
o Sila probabilidad de crecimiento calculada es inferior al 10 %, el
producto se clasifica como no favorecedor del crecimiento.
o Sila probabilidad esta entre el 10 % y el 90 %, se requieren estudios
adicionales para concluir (modelo cinético y/o ensayo de desafio).
o Sila probabilidad es superior al 90 %, el producto se clasifica como
favorecedor del crecimiento.

Estos modelos son especialmente interesantes para estimar los limites de
crecimiento con determinados factores que, presentes aisladamente, no inhiben
el crecimiento, pero si que lo pueden hacer cuando se presentan en combinacién
con otros factores barrera y pueden ayudar a los OEA a categorizar sus productos
segun el Reglamento (CE) n° 2073/2005, en las categorias 1.2 (favorecen el
crecimiento) o categoria 1.3 (no favorecen el crecimiento).

Con estos modelos, hay que tener en cuenta que la transicidon entre las
condiciones que favorecen y las que no favorecen el crecimiento microbiano a
menudo es muy estrecha y pequefios cambios en las caracteristicas del producto
o en las condiciones de almacenamiento, pueden hacer que un producto pase de
no favorecer a favorecer el crecimiento de Lm.

Entre los mas utilizados tenemos: Sym’previous, Food Spoilage and Safety
Predictor (FSSP) y MRViewer.
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o Modelos cinéticos: combinan modelos primarios y secundarios de velocidad de
crecimiento para predecir la concentracion de microorganismos a lo largo del
tiempo, considerando distintos factores ambientales
El objetivo de estos modelos es calcular, partiendo de un nivel inicial de
contaminacion (por ejemplo, al final de la produccion), el tiempo necesario para
alcanzar un umbral que respete el limite microbiolégico legal.

Generalmente, es buena practica comenzar con modelos de crecimiento/no
crecimiento para el disefio del producto (formulandolo de manera que no favorezca
el crecimiento). En caso de que favorezca el crecimiento de Lm, se podrian utilizar
modelos cinéticos para demostrar que Lm se mantiene por debajo de 100 ufc/g al
final de la vida util, considerando el nivel inicial de contaminacion.

Para productos que favorecen el crecimiento, es posible utilizar modelos cinéticos
para demostrar que el limite de 100 ufc/g no se superara al final de la vida util.

Predecir el tiempo de latencia (adaptacion) de los microorganismos en un alimento es
dificil, ya que se trata de un parametro que, no solamente depende de las condiciones
ambientales, sino también del estado fisioldgico del microorganismo en el momento de
contaminar el producto. Dependiendo del estado fisioldogico de Lm, que suele estar
muy bien adaptada al producto y al ambiente de procesado (protegida con biofilms) y
de las diferencias entre las condiciones de origen (fuente de contaminacion) y las de
llegada (alimento contaminado), el tiempo de latencia puede variar entre 0 (se inicia el
crecimiento sin fase de adaptacion) e infinito (no hay crecimiento). Por estos motivos,
desde el punto de vista de la seguridad alimentaria se requiere una actitud
conservadora y se debe considerar que la fase de latencia es cero.

Los modelos cinéticos pueden tener dos tipos de enfoque:

e Determinista:
Se combinan valores unicos de pH, aw y perfil de temperatura con la
concentracién inicial para predecir la concentracion de Lm a lo largo del tiempo
hasta el final de la vida util. Se obtiene un valor Unico de concentraciéon de Lm
al final de la vida util, que puede compararse facilmente con el limite de 100
ufc/g.

e Estocastico:

Los factores se describen mediante distribuciones que reflejan las distintas
fuentes de variabilidad incluidas en la prediccidon. En este caso, al considerar
la variabilidad de cepas, el procesado, la variabilidad intra e inter-lotes en los
productos alimentarios evaluados, y las condiciones razonablemente
previsibles de distribucion, almacenamiento y uso, se obtiene una distribucion
que caracteriza la concentracion de Lm al final de la vida util. En este caso, se
puede comparar un percentil alto de la distribucién de salida con el limite de
100 ufc/g para evaluar el cumplimiento del criterio.

Al considerar modelos cinéticos, se pueden distinguir dos grupos principales, en
funcién de la matriz empleada:
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¢ Modelos basados en datos obtenidos en medios de cultivo (liquidos): se
usan para describir el posible impacto de varios factores y son una buena
opcion para evaluar su efecto relativo en ausencia de datos de challenge test
en el alimento estudiado; algunos pueden no describir con precision el
comportamiento microbiano en el alimento (por ejemplo, al no considerar el
efecto de microbiota competitiva), ya que, en un medio liquido el crecimiento
es mas rapido, llevando a una previsidon de vida util mas corta de la que en
realidad podria tener en el alimento. Por ello, de manera general, aunque
estos modelos proporcionarian una mayor seguridad alimentaria, por si
solos no son utiles para validar la vida util.

e Modelos validados para el tipo de alimento a estudiar: se desarrollan
utilizando datos de challenge test y luego se emplean para predecir el
comportamiento microbiano considerando las caracteristicas fisicoquimicas del
alimento como parametros de entrada, junto con la temperatura de
almacenamiento. Los modelos mas robustos estan validados en alimentos.
Estos modelos pueden describir eficazmente el impacto de las condiciones de
almacenamiento en un alimento especifico, pero su capacidad para describir el
impacto de la variabilidad de las caracteristicas fisicoquimicas del alimento, o,
para hacer predicciones en otros alimentos son algunas de sus limitaciones.

Para llevar a cabo un estudio de microbiologia predictiva, el OEA debera aportar la
informacién a la que se hace referencia en los apartados 4 (Consideracién de
Alimentos Listos para el Consumo e informacion al consumidor) y 5 (Caracterizacion
de ALC en funcion del riesgo de crecimiento de Lm) de este documento.

En todos los casos, es importante documentar la justificacion de los modelos
utilizados, los valores de los parametros de entrada para generar la prediccion del
modelo y la capacidad predictiva (validez) para el tipo de alimento y condiciones
objeto de estudio. Para garantizar un uso correcto, es esencial conocer las
caracteristicas fisicoquimicas del alimento (pH, aw, concentracion de sal) asi como
las temperaturas de almacenamiento del producto durante toda su vida util en
condiciones razonablemente previsibles de distribucion, almacenamiento y uso

Siempre que sean usados con precauciéon por personal experto y con capacidad
para valorar su adecuacion y limitaciones en funcién de como se han
desarrollado y validado, los modelos predictivos son una valiosa herramienta para
estimar el crecimiento de Lm en los alimentos.

En los ultimos afos se han logrado avances significativos en este campo,
especialmente en la recopilacion de datos y el desarrollo de modelos para predecir el
crecimiento de Lm en alimentos. Actualmente, existen datos y modelos disponibles en
la bibliografia, y algunos han sido implementados en software de facil manejo para
facilitar su acceso a un publico mas amplio. Algunos de los mas ampliamente utilizados
son:
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Tabla 3. Lista no exhaustiva de herramientas de software disponibles para predecir el crecimiento de Lm. Fuente: Guia SANCO

11510/2013, revision of 18 December 2025.

Software Acceso Coste Publicacion Metodologia del Factores incluidos Matriz
asociada modelo
FSSP http://fssp.food.d | Gratis (Dalgaard, | D Temperatura (°C), NaCl en fase | Productos carnicos y de
tu.dk/ and acuosa (%), pH, componentes  la pesca refrigerados.
Mejlholm, del humo, fenol (ppm), CO, (%)
2019) en el espacio de cabeza en
equilibrio, nitrito (mg/kg), acidos
organicos (ppm) en fase acuosa
(acido acético, benzoico, citrico,
diacetato, lactico, sérbico), con o
sin bacterias acido lacticas.
Growth https://skandami | Gratis https://zeno | D+E Temperatura, pH, aw, nitrito,  Los modelos pueden
Predictor s.shinyapps.io/ do.org/recor CO,, compuestos fendlicos, | calibrarse para
Microbial- ds/1428156 acidos organicos (p. €j., lactico, = diferentes alimentos
Growth- 9 aceético) y cualquier compuesto = ajustando el valor de
Predictor- inhibitorio con su Concentracion | Urer.
Dashboard/ Inhibitoria Minima (CIM).
IPMP http://www.ars.u | Gratis (Huang, D Temperatura. Carne de cerdo cocida,
Dynamic sda.gov/Main/D 2014) salchichas de vacuno,
Prediction | ocs.htm?docid= huevos cocidos, huevas
25312 de salmoén, meldn
fresco cortado.
https://symprevi = Comercial @ (Couvertet @ D+E Temperatura, pH, aw, nitrito, Salmén ahumado en
us.eu al., 2017) CO,, acido lactico y cualquier frio.
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https://zenodo.org/records/14281569
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https://zenodo.org/records/14281569
https://zenodo.org/records/14281569
http://www.ars.usda.gov/Main/Docs.htm?docid=25312
http://www.ars.usda.gov/Main/Docs.htm?docid=25312
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Sym'Previus

MicroHibro @ https://www.micr
ohibro.com

ComBase https://combase.
errc.ars.usda.go
v/

Nota: Modelos
desarrollados a
partir de datos
de L.
monocytogenes
y L. innocua

D: Determinista; E: Estocastico

Gratis

(requiere
registro

Gratis

Cubero-
Gonzalez,
S., etal.
(2019);
Pérez-
Rodriguez,
F.etal
(2025)

(Baranyi &
Tamplin,
2004)

Baranyi J.

and Roberts

T.A. (1994).

compuesto inhibitorio con su

CIM.

Temperatura, pH, aw, nitrito,

CO,, conservantes, atmosfera
de envasado, aw, NaCl, acidos

organicos (p. €j., acido lactico),
series tiempo-temperatura.

e Temperatura, pH y aw/NaCl

e Temperatura,
CO,
e Temperatura,

pH,

pH,

acido lactico (ppm)

e Temperatura,
nitrito (ppm)

pH,

aw/NacCl,
aw/NaCl,

aw/NacCl,

Los modelos pueden
calibrarse para
cualquier alimento
ajustando el valor de
Mopt.

Diferentes  categorias
de alimentos, incluidos
carne, pescado, lacteos
y ALC.

Los modelos permiten
evaluar el crecimiento,
inactivacion,
supervivencia y
modulos probabilisticos
de QMRA.

Los usuarios
avanzados pueden
introducir modelos y/o
validarlos/calibrarlos.
Medio de cultivo.
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Para llevar a cabo simulaciones,
consideraciones:

hay que tener en cuenta las siguientes

- Escoger el modelo mas adecuado al objetivo del estudio (ver Tabla 3) que
debera incluir los factores mas relevantes para el producto y tener un intervalo
que incluya los valores de las caracteristicas del producto, que previamente
se habran tenido que determinar (ver apartado 5). Se debe tomar como
referencia el peor escenario posible (ver apartado 5.3.1).

- Tener en cuenta las condiciones razonablemente previsibles de
distribucién, almacenamiento y uso del alimento a nivel de fabricacion,
de venta al por menor y de consumo. La temperatura utilizada en la
simulacion tiene que estar debidamente justificada y documentada por los OEA
(se recomienda utilizar el percentil 95 de los datos observados). Si se
desconocen las temperaturas reales de almacenamiento del producto en
cuestion, los explotadores de empresas alimentarias deberian aplicar las
temperaturas que se recogen en la Tabla 4:

Tabla 4. Diagrama de flujo de las condiciones de almacenamiento durante la cadena
de frio. Fuente: Guia Técnica del EURL Lm (EURL Lm, 2021).

Fase de la Temperatura de Duracion de almacenamiento
cadena de almacenamiento Vida atil | Vida atil
frio (incubacion) (VU) < 21| (VU) > 21
dias dias
A nivel de Temperatura Duracion Si se | Si se
fabricacion | justificada por la | justificada porla | desconoce, | desconoce,
informacion informacion 1/3 VU 7 dias
detallada (*) o, si se | detallada
desconoce, 7°C
A nivel Temperatura Duracion Si se | Si se
minorista justificada por la | justificada porla | desconoce, | desconoce,
informacion informacion 1/3 VU Y2 (VU-7)
detallada (**) o, si se | detallada
desconoce, 7°C
A nivel de Temperatura Duracion Si se | Si se
consumidor | justificada por la | justificada porla | desconoce, | desconoce,
informacion informacion 1/3 VU V2 (VU-7)
detallada (**) o, si se | detallada
desconoce, 10°C

(*) Temperatura justificada por la informacion detallada: percentil 95 de la observacion
de datos de los operadores de empresas alimentarias.

(**) Temperatura justificada por la informacion detallada: percentil 95 de la observacion
para el pais en el que se encuentre la fase de la cadena de frio.
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Criterios de validacion:

- EIOEA que, basandose en modelos predictivos sobre limites de crecimiento/no
crecimiento microbiano, demuestre que su producto no permite el crecimiento
de Lm, con probabilidad de crecimiento menor del 10%, podra demostrar
que el alimento que elabora pertenece a la categoria 1.3 y acogerse a no
superar el limite de 100 ufc/g durante su vida util, sin necesidad de estudios
adicionales.

- Si el OEA puede justificar mediante el empleo de modelos de microbiologia
predictiva que la vida util declarada garantiza que no se superaran las 100
ufc/g, se considerara que el estudio de vida util es correcto y podra incluir el
ALC en la categoria 1.2 y aplicar el criterio de 100 ufc/g durante la vida util.

- Si el OEA no ha podido demostrar mediante la microbiologia predictiva
que la vida util asignada es segura, o si no se han tenido en cuenta las
consideraciones recogidas en este apartado para la simulacién de
microbiologia predictiva, debera presentar otro tipo de estudios
complementarios que permitan justificar el limite de 100 ufc/g durante su
vida util. Hasta que presente dichos estudios, debera aplicar el criterio de no
deteccion en 25g durante la vida util del alimento (1.2b) o establecer una
vida util inferior a 5 dias (criterio 1.3).

Ver ejemplos 6 (queso cottage) y 8 (jamon cocido) del anexo lll.

5.3.3 Ensayos de desafio (challenge test)

Los ensayos de desafio permiten validar la vida util de un alimento listo para el
consumo bajo unas condiciones de almacenamiento determinadas, dando informacion
sobre el comportamiento de Lm (crecimiento, supervivencia o disminucién)
cuando se inocula de manera controlada en el alimento.

Estos estudios deben tener en cuenta la variabilidad del producto (intra e interlote), asi
como la variabilidad asociada a las cepas inoculadas y al propio procedimiento de
inoculacién. Por ello, resulta esencial que el disefio experimental sea representativo
del producto y de sus condiciones razonablemente previsibles de fabricacion,
distribucion, almacenamiento y uso.

Los ensayos de desafio pueden realizarse con dos objetivos diferentes: valorar el
potencial de crecimiento (es decir, la capacidad de Lm para crecer en el alimento y
cuantificar la magnitud logaritmica del incremento), o bien estimar parametros de este
crecimiento (p.ej., velocidad maxima de crecimiento).

Antes de iniciar un ensayo de desafio, la empresa debera facilitar al laboratorio
informacion relevante sobre el producto a estudiar, asi como del proceso de
produccion, la formulacién, el envasado, las condiciones de conservacion, la vida util
propuesta y otros factores que puedan influir en el comportamiento de Lm. Esta
informacioén permitira identificar los factores que pueden tener un impacto en el
crecimiento de Lm para priorizar su medicidén y demostrar que los productos analizados
durante los ensayos son representativos de la produccion habitual.

Para llevar a cabo un ensayo de desafio, el OEA debera aportar al laboratorio la
informacion a la que se hace referencia en los apartados 4 (Consideracion de
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Alimentos Listos para el Consumo e informacion al consumidor) y 5 (Caracterizaciéon
de ALC en funcidn del riesgo de crecimiento de Lm) de este documento.

Los detalles relacionados con la metodologia para realizar un ensayo de desafio para
evaluar el crecimiento de Lm estan disponibles en la norma EN ISO 20976-1 y se
especifican mas detalladamente en la Guia Técnica del EURL Lm (EURL Lm, 2021).

Para realizar un ensayo de desafio se deben considerar como minimo los siguientes
factores:

e Variabilidad intralote (minimo 5 valores) e interlote (minimo de 3 lotes
diferentes) y la derivada de la inoculacion artificial de las unidades de ensayo

¢ Medicion de caracteristicas fisicoquimicas relevantes: Las caracteristicas
fisicoquimicas minimas que deben conocerse antes de iniciar un ensayo de
desafio son el pH y la aw. Ademas, deben medirse otros factores como los
acidos organicos, en la medida en que sean relevantes para controlar el
crecimiento de Lm en el producto. También pueden considerarse los
microorganismos autdéctonos, como los recuentos de aerobios mesdfilos,
bacterias acido-lacticas, Pseudomonas spp., levaduras y mohos.

¢ Numero de lotes y eleccién de estos

o Eleccién de cepa(s), que debe estar descrita y justificada. Todas las cepas
deben caracterizarse a nivel bioquimico y/o seroldégico y/o genético,
siendo preferible el uso de cepas previamente aisladas de matrices
alimentarias, del entorno de produccién o a partir de muestras clinicas,
alimentarias o ambientales.

e Preparacion del inéculo (concentracion objetivo proxima a 100 ufc/g (siempre
en un rango entre 50-200 ufc/g)

¢ Preparacion e inoculacion de las unidades de ensayo

¢ Condiciones de conservacion aplicadas durante el ensayo, que deben
reproducir las condiciones previsibles a lo largo de la cadena alimentaria
(desde la fabricacion hasta el consumo)

e Analisis microbioldgicos realizados

e Calculos (del potencial de crecimiento o de la velocidad maxima de
crecimiento segun el tipo de estudio)

e Extrapolacion de los resultados e informe del ensayo

La inoculacion de las unidades de ensayo es un paso critico en la ejecucion del
ensayo. Debe realizarse a la mayor brevedad posible tras la produccién del lote,
es decir, en un plazo de 2 dias. Si existe un retraso en el transporte o si el producto
tiene una vida util larga (> 6 semanas), este tiempo podra ser superior a 2 dias y se
debe justificar que no afecta a la estructura, a las caracteristicas fisicoquimicas y a la
flora microbiana del producto.

! De acuerdo con el documento de orientacion técnica del EURL Lm ANSES sobre ensayos de vida util
de alimentos listos para el consumo, se recomienda utilizar un conjunto de cepas para realizar estos
ensayos de desafio. Estas cepas son idoneas porque estan caracterizadas para este uso
especificamente, ya que se ha definido su capacidad de crecimiento y se ha determinado la pmax en
condiciones rigurosas de pH, actividad de agua y temperatura. Ademas, se han aislado en diferentes
matrices (carne, productos lacteos, productos del mar, muestras ambientales y vegetales) y distintos
serotipos moleculares, lo que permite adecuar los estudios a las matrices objeto de ensayo. El conjunto
de cepas del EURL Lm estan disponibles en el LNR para Lm CNA y pueden ser suministradas previa
solicitud.
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Ademas, el proceso de inoculacion de Lm debe garantizar que se distribuye de forma
homogénea en el alimento. Para ello, debera comprobarse la dispersion de los
recuentos obtenidos en las muestras analizadas en t0. En particular, la desviacion
estandar de los recuentos de Lm obtenidos en las 3 muestras analizadas en t0 debe
ser < 0,3 log ufc/g. Una desviacién superior puede indicar una distribucion no
homogénea del inéculo y comprometer la validez del ensayo.

5.3.3.1 Ensayos de desafio para evaluar el potencial de crecimiento (A)

Un ensayo de desafio para evaluar el potencial de crecimiento (A) es un estudio
laboratorial que cuantifica el crecimiento de Lm en un alimento contaminado
artificialmente, conservado en las condiciones previsibles de transporte,
distribucion y almacenamiento.

El ensayo debe reflejar las condiciones previsibles de almacenamiento a lo largo
de la cadena de distribucion, desde la producciéon hasta el consumo. El periodo de
ensayo comienza el dia en que tiene lugar la contaminacion artificial del producto y
finaliza al final de la vida util.

El potencial de crecimiento (A) es la diferencia entre la mayor concentracién de Lm
que se haya observado a lo largo del ensayo y la concentracion inicial de Lm al
principio de este (expresada en logaritmo en base 10 (log ufc/g)).

Durante el ensayo de desafio, se realiza el recuento de Lm el dia de la contaminacion
y al final de la vida util, con puntos de muestreo intermedios distribuidos a lo largo de
la vida util. La seleccién de estos puntos debe permitir detectar el posible crecimiento
de Lmy determinar la concentracion maxima alcanzada durante el periodo estudiado.

El potencial de crecimiento depende de muchos factores, entre los cuales se
encuentran:

e La temperatura, siendo uno de los factores que mas influyen sobre el
crecimiento de Lm.

e La(s) cepa(s) inoculada(s). El ensayo debe hacerse con una mezcla de
cepas de Lm y se deben utilizar las mismas cepas en los 3 lotes.

o Elestado fisiolégico de las cepas inoculadas: sera necesario que las cepas
inoculadas estén adaptadas para que su estado fisioldgico sea similar al de las
bacterias que podrian contaminar el producto en condiciones reales, teniendo
en cuenta el peor de los casos (generalmente bien adaptadas). Asi, por
ejemplo, las bacterias que contaminan productos carnicos cocidos, loncheados
y envasados al vacio, procederan de un ambiente frio, y por tanto las cepas a
inocular, deberan adaptarse a crecer en condiciones de baja temperatura.

e Las propiedades intrinsecas del alimento (p.ej., pH, contenido de NaCl, ay,
contenido nutricional, microbiota asociada, constituyentes antimicrobianos).
Algunos de estos factores pueden variar dentro de un lote (variabilidad intra-
lote) o entre lotes (variabilidad inter-lotes) y estas variabilidades deben
abordarse antes de iniciar un ensayo de desafio.

e Las propiedades extrinsecas (p.ej., perfil tiempo/ temperatura, atmoésfera).

e La preparacion del inoculo y la inoculacion de las unidades de ensayo. Las
condiciones de conservacion.
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Las condiciones de conservacién aplicadas durante el ensayo de desafio (incubacién
de las unidades de ensayo) deben cumplir con las condiciones a las que el producto
probablemente estara expuesto en su uso normal hasta el final de la vida util. Esto
debe incluir el rango de temperaturas previsibles a lo largo de la cadena de frio: desde
la produccién hasta el comercio minorista, el almacenamiento en el punto de venta y
el almacenamiento por parte del consumidor.

Es responsabilidad del OEA asegurarse de que las condiciones de almacenamiento
utilizadas sean realistas, considerando que las temperaturas indicadas en el
etiquetado pueden no mantenerse siempre a lo largo de la cadena de frio (desde la
produccion hasta el consumo).

Si se utiliza una temperatura de almacenamiento inapropiada (por ejemplo, mas baja
que la normalmente encontrada) durante el ensayo de desafio, puede producirse una
subestimacion del crecimiento de Lm y una sobreestimacion de la vida util.

La(s) temperatura(s) utilizadas para determinar la vida util del producto deben estar
debidamente justificadas y documentadas por el OEA.

Cuando se disponga de datos de temperatura (a nivel de fabricacion, a nivel minorista
y a nivel de consumidor), se recomienda utilizar esta informacion. En este caso, debe
emplearse el percentil 95 de los datos observados. Si no se dispone de datos sobre
la temperatura y duracion de la cadena de frio, debe utilizarse la temperatura por
defecto indicada en la Tabla 4.

En el marco del Reglamento (CE) n°® 2073/2005, el potencial de crecimiento puede
utilizarse para:
¢ Clasificar un alimento: Para el caso concreto de Lm:

A > 0,5 logqo ALC que puede favorecer el
crecimiento de Lm, distinto de
alimentos destinados a lactantes y a
usos meédicos especiales (categoria
1.2).

A £0,5log1o ALC que NO puede favorecer el
crecimiento de Lm, distinto de
alimentos destinados a lactantes y a
usos médicos especiales (categoria
1.3).

e Cuantificar el crecimiento de Lm en un alimento de la categoria 1.2, de acuerdo
con las condiciones definidas como razonablemente previsibles entre la
produccién y el consumo.

e Calcular la concentracion maxima de Lm que puede estar presente al final del
proceso de produccion para cumplir con el limite de 100 ufc/g al final de la vida
atil.

o Establecer limites intermedios durante el proceso que deben ser lo
suficientemente bajos como para garantizar que no se supere el limite de 100
ufc/g al final de la vida util (Figura 4).
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Figura 4. Relacion entre el potencial de crecimiento y el posible limite intermedio.
Fuente: Guia SANCO 11510/2013, revision of 18 December 2025.

Las ventajas principales de este método son su relativa facilidad de ejecucion y que
los resultados se pueden aplicar directamente para clasificar el alimento en la
categoria 1.2 o en la categoria 1.3.

Su inconveniente es la falta de flexibilidad en la interpretacién: los resultados solo
son validos para el alimento estudiado en las condiciones especificadas, por lo
que hay que realizar nuevas pruebas cada vez que haya un cambio (p.ej., cambio de
ingredientes o uso de diferentes perfiles tiempo/temperatura).

Ver ejemplos 7 (ensaladilla rusa) y 7 (jamon cocido) del anexo lll.

5.3.3.2 Ensayos de desafio para evaluar la tasa especifica maxima de crecimiento
(pmax)

Es un estudio laboratorial que mide la velocidad maxima de crecimiento de Lm
en un alimento inoculado artificialmente, almacenado a una temperatura
constante.

Para obtener una estimacion adecuada de pmax, es importante no realizar el estudio
a temperaturas muy bajas y seleccionar una temperatura adecuada que permita
observar toda la cinética de crecimiento de Lm a lo largo del tiempo. Con una
estimacion fiable de ymax, es posible simular condiciones de almacenamiento
razonablemente previsibles, incluyendo, por ejemplo, diferencias entre la temperatura
durante el transporte, la distribucion y el almacenamiento.

En este tipo de estudios y, a diferencia de los ensayos de desafio para evaluar el
potencial de crecimiento, se utiliza una unica cepa por ensayo, por lo que es
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importante seleccionar una cepa de la que se conozcan sus caracteristicas de
crecimiento y que resulte adecuada para el tipo de producto estudiado.

Las condiciones de preparacion del inéculo y de inoculacién de las unidades de ensayo
son idénticas a las descritas para los ensayos de desafio para evaluar el potencial de
crecimiento, con la salvedad de que la cepa se cultiva y utiliza individualmente, y la
inoculacién se lleva a cabo con una unica cepa y ho con una mezcla de cepas para
cada curva de crecimiento.

El ensayo de desafio se realiza a una temperatura constante, que debe oscilar
entre los 6 y los 10 °C. En el caso de productos que contengan bacterias acido-
lacticas, la temperatura no debe superar los 8 °C, para evitar que se inhiba el
crecimiento del patdgeno por las bacterias acido-lacticas a temperaturas mas
elevadas.

Durante el ensayo, se realiza el recuento de Lm en puntos de muestreo distribuidos a
lo largo de todas las fases de crecimiento. La duracién del experimento debe ser
suficiente para observar toda la curva de crecimiento de Lm, y este tiempo puede ser
mayor o menor que la vida util estudiada.

Los detalles relacionados con la metodologia para realizar un ensayo de desafio para
determinar la velocidad maxima de crecimiento se especifican en la Guia Técnica del
EURL Lm (EURL Lm, 2021).

Una vez realizada la prueba, la tasa especifica maxima de crecimiento (umax) de la
cepa de Lm a la temperatura estudiada se calcula a partir de la curva de crecimiento.
En la fase de crecimiento exponencial, al representar el logaritmo natural (o neperiano)
del numero de células frente al tiempo, se obtiene una linea recta. La pendiente de
esta linea es la ymax. Si la concentracién se expresa en log en funcién del tiempo,
se obtiene la velocidad maxima de crecimiento (vmax).

En las publicaciones cientificas y en algunas de las herramientas predictivas en
microbiologia, se suele hablar de ymax. Para evitar confusiones es esencial prestar
atencién a las unidades. La relacién para pasar de un valor a otro es:

pmax= Vmax * Ln (10) = Vmax * 2,3.

La velocidad maxima de crecimiento es un parametro importante de la curva de
crecimiento, que depende de:
e La cepa inoculada.
e Las propiedades intrinsecas del alimento (p.ej., pH, contenido de NaCl, au,
contenido nutricional, microflora asociada, constituyentes antimicrobianos)
e Las propiedades extrinsecas (p.gj., perfil tiempo/ temperatura, atmésfera).

Usando la siguiente ecuacién, es posible extrapolar esta umax a una temperatura para
predecir otros valores pmax a distintas temperaturas en el mismo alimento:

M= —(T_T‘““ )2
o (Y:gf T Tmm )2

Los ensayos de desafio para calcular la velocidad maxima de crecimiento permiten:
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e Estimar la concentracién de Lm en un dia determinado de la vida util, si se
conoce la concentracion inicial.

e Estimar la maxima concentracién permisible de Lm en un alimento que puede
estar presente al final de la produccion, con el fin de cumplir con el limite de
100 ufc/g al final de la vida util (es decir, fijar limites intermedios).

La ventaja de este tipo de ensayos es la flexibilidad: cuando se determina en unas
condiciones de tiempo y temperatura determinadas, se puede estimar la velocidad de
crecimiento en otras condiciones de tiempo/temperatura sin tener que llevar a cabo
otro ensayo de desafio, puesto que se conocen los valores cardinales de Lm.

El inconveniente es que no esta disefado para determinar la fase de latencia, lo que
puede conducir a una concentracion de Lm estimada diferente, dependiendo de si se
tiene en cuenta o no.

6. Estudios complementarios para verificar la vida util

Una vez establecida y validada la vida util de un ALC, es fundamental llevar a cabo
actividades de verificacion que respalden dicha determinacion. Estas acciones
permiten confirmar que, bajo las condiciones previstas de almacenamiento,
distribucion y uso, la presencia y el crecimiento de Lm se mantienen dentro de los
limites de seguridad establecidos durante todo el periodo de vida util. La verificacion
puede incluir andlisis de lotes representativos al final de la vida util o ensayos de
durabilidad, entre otros controles.

6.1 Estudios de durabilidad

Los estudios de durabilidad permiten evaluar el crecimiento de Lm en un alimento
contaminado de forma natural en condiciones razonablemente previsibles de tiempo
y temperatura durante el transporte, la distribucién y el almacenamiento por el
consumidor final.

El objetivo de los estudios de durabilidad es verificar que los ALC contaminados de
forma natural con Lm no superan el limite de 100 ufc/g al final de la vida util.

Los estudios de durabilidad pueden considerarse mas realistas que las pruebas de
inoculacién para los alimentos individuales, ya que se trata de una contaminacién
presente de forma natural. Cuando se realizan en el marco de los autocontroles, son
utiles para verificar la seguridad del alimento.

Los estudios de durabilidad no son utiles por si mismos para validar la vida util de
un alimento listo para el consumo respecto a Lm debido a:

e Si en el alimento contaminado de forma natural la distribucion de los
microorganismos es heterogénea, no se puede cuantificar con precision la
evolucion (positiva o negativa) de su numero. La comparacién de los recuentos
obtenidos al principio y al final de la vida del alimento solo permiten una
aproximacion global a la evolucion de las poblaciones en el curso de la duracion
de la vida util. Esta limitacion puede compensarse mediante la acumulacion de
resultados.

e Si el porcentaje de productos contaminados de forma natural por el
microorganismo de interés es escaso, o si el nivel de contaminacion inicial es
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escaso en la gran mayoria de los productos, seria necesario un gran numero
de muestras (quizds un numero irrealizable) para obtener una informacién
utilizable.

Los estudios de durabilidad pueden resultar adecuados en los dos casos siguientes:

a) Para verificar la vida util establecida de ALC que favorezcan el
crecimiento de Lm, y que suelan estar contaminados con niveles bajos
del patégeno.

Este caso se da cuando una empresa alimentaria ya ha validado la vida util de
los alimentos listos para el consumo que favorecen el crecimiento de Lm. La
empresa alimentaria es plenamente consciente del potencial de crecimiento de
Lm en el producto, basandose en el bajo nivel de Lm al final de la produccién
(contaminacion inicial), respaldado por los datos de la empresa alimentaria
(datos histéricos). En este caso, el estudio de durabilidad puede utilizarse para
verificar si el alimento listo para el consumo cumple el limite de 100 ufc/g de
Lm al final de la vida util.

b) Para evaluar el crecimiento de Lm si se detecta una contaminacion
inesperada en un ALC mientras esté bajo control del OEA.

Si se detecta inesperadamente una contaminacion mientras el ALC aun se
encuentra bajo el control del OEA, este podria aprovechar la oportunidad para
realizar un estudio de durabilidad con el fin de evaluar el crecimiento de Lm en
este alimento contaminado de forma natural. Este escenario real podria aportar
informacion adicional sobre el crecimiento de Lm en y la vida util, tal y como se
ha validado previamente como parte del SGSA. No obstante, es complejo, al
detectar un alimento contaminado con Lm, emprender las actuaciones
necesarias para llevar a cabo un ensayo de durabilidad riguroso, por lo que
dificiimente se podra dar esta situacién en la practica.

Para poder interpretar los resultados del estudio, se deben tomar tantas
muestras como sea posible del lote contaminado, a fin de aumentar las
posibilidades de seleccionar una unidad contaminada.

Los detalles relacionados con la metodologia para realizar un estudio de durabilidad
se especifican en la Guia Técnica del EURL Lm (EURL Lm, 2021).

Interpretacion de los resultados de los estudios de durabilidad y medidas
recomendadas

En los estudios de durabilidad realizados con el mismo tipo de producto, fabricado con
el mismo proceso y en las mismas condiciones, la proporcion estimada prevista de
unidades que podrian superar el limite de 100 ufc/g a lo largo de la vida util puede
calcularse con un determinado nivel de confianza (por ejemplo, el 95 %) utilizando la
herramienta que se proporciona en el punto 7.2.5. de la Guia Técnica del EURL Lm
(EURL Lm, 2021) o la de Biogura (T101:IC proporcién positivos). El resultado se
expresa como un intervalo de confianza. Cuanto mayor sea el numero de unidades de
muestra analizadas, mayor sera la probabilidad de seleccionar una muestra no
conforme y, por lo tanto, mas estrecho sera el intervalo de confianza. Si una empresa
alimentaria es capaz de recopilar un conjunto sustancial de resultados de estudios de
durabilidad, todos ellos conformes con el limite de 100 ufc/g, estos datos reforzaran la
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confianza en que el SGSA funciona correctamente y que la vida util relacionada con
Lm se estableci6 y valido inicialmente de forma correcta. Sin embargo, incluso si todos
los resultados son conformes, sigue habiendo una proporcion de unidades que podrian
no ser conformes, como muestra la calculadora. Por lo tanto, los estudios de
durabilidad no deben utilizarse como herramienta independiente para la
validacién de la vida util de un alimento listo para el consumo en relaciéon con Lm.

En caso de que los resultados de las muestras analizadas durante los estudios de
durabilidad no sean conformes (es decir, se supere el limite de 100 ufc/g al final de
la vida util), esto significa que el SGSA esta fuera de control. Cuando esto ocurre, es
crucial para la salud publica que se evallen los riesgos y se investiguen a fondo y de
manera oportuna las consecuencias de haber superado el limite de Lm de 100 ufc/g
en el ALC alo largo de su vida util. Esto deberia dar lugar al seguimiento y la deteccion
de la fuente que ha dado lugar al incumplimiento y a su mitigacion. Se recomienda a
la empresa alimentaria que lleve a cabo una investigacion exhaustiva para identificar
la causa-raiz de la contaminacién. En este caso, seria necesario revisar el SGSA, por
ejemplo, la seleccion de materias primas, el programa de vigilancia ambiental de Lm,
la modificacién del proceso de produccion, la adaptacion de la formulacion del producto
o el establecimiento y la validacién de una vida util mas corta. Los resultados no
conformes también podrian ser un indicio de variabilidad en el proceso de produccion,
lo que significa que no se evalud adecuadamente el peor de los casos al establecer y
validar la vida util inicial relacionada con Lm.

7. Como combinar los datos generados por los estudios complementarios para
determinar la vida util en relacién con Lm e integrarlos en el SGSA

Los estudios descritos anteriormente (microbiologia predictiva, ensayos de desafio,
estudios de durabilidad) contribuyen a un objetivo comun: garantizar que los alimentos
que se ponen en el mercado sean seguros y cumplan con los criterios microbiolégicos
establecidos en el Reglamento (CE) n.° 2073/2005. La razén principal para combinar
los datos generados por estos estudios es evaluar la informaciéon de manera conjunta
para asegurar que la concentracién de Lm se mantenga por debajo de 100 ufc/g
durante toda la vida util del producto alimenticio.

Los estudios complementarios constituyen un conjunto de recursos utiles en las tres
fases: establecimiento, validacion y verificacion de la vida til, tal como se ilustra en la
Figura 5.

7.1 Establecimiento de la vida util

Para un nuevo producto alimenticio, hay informacién que puede servir como
herramienta de cribado para establecer la vida util, p.ej., la comparacion con la vida
util asignada a productos similares de otros fabricantes y los estudios bibliograficos
disponibles sobre productos semejantes. No obstante, aunque se utilice esta
informacion para establecer inicialmente la vida util, es insuficiente para validarla.
En ultima instancia, es responsabilidad de cada OEA determinar y validar la vida
util de sus propios productos.

7.2 Validacion de la vida util

Una vez establecida la vida util, el siguiente paso es validarla. Para ello son necesarios
modelos predictivos basados en las condiciones fisicas o ensayos de desafio.
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Utilizar modelos predictivos o ensayos de desafio para validar la vida util del producto
alimenticio puede ayudar a identificar los parametros que limitan el crecimiento de
Lm. Entre dichos parametros se encuentran la temperatura, el pH, la aw, la presencia
de aditivos como conservantes y la microbiota.

Por ejemplo, si se determina que el pH es el factor critico que inhibe el crecimiento,
incluso un ligero aumento del pH debido a pequefias desviaciones en el proceso de
produccién podria favorecer un mayor crecimiento de Lm. Esto podria llevar a que el
OEA establezca una vida util demasiado larga, permitiendo que se supere el limite de
100 ufc/g de Lm durante dicho periodo. Por ello, es importante tener en cuenta el peor
escenario posible al utilizar ciertos datos para establecer la vida util del producto. En
este ejemplo, para evitar errores potenciales, las mediciones de pH podrian incluirse
en el plan APPCC como un Punto Critico de Control (PCC).

En consecuencia, la validacién de la vida util y el plan APPCC son herramientas
interconectadas que deben funcionar de manera conjunta

7.3 Verificacion de la vida util

Una vez validada la vida util, es esencial verificar el proceso mediante la
monitorizacién de la presencia de Lm en el entorno y el analisis regular de los
productos alimenticios para comprobar si el patégeno esta presente (y en qué
concentracién) al final de la produccién y hasta el final de su vida util. Dicho muestreo
no puede abarcar todo el lote y, por tanto, no puede sustituir a los métodos de
validacion utilizados para determinar la vida uatil. En consecuencia, el propésito del
muestreo es asegurar que se mantienen las condiciones establecidas para la vida util
del producto.

Los registros obtenidos en el histérico de datos de la empresa o los obtenidos en
estudios de durabilidad se pueden emplear para verifica la vida util del alimento.

7.3.1 Historico de datos

El histérico de datos es un componente esencial de los registros que una empresa
alimentaria conserva como parte de sus operaciones habituales. Algunos de estos
datos seran registrados por la empresa alimentaria como parte de sus obligaciones
legales, tales como los registros de trazabilidad y los registros de verificacion, los
cuales permiten demostrar que el SGSA funciona correctamente para garantizar la
produccién de alimentos seguros. El historico de datos desempefia un papel
importante en la verificacion de la vida util de los alimentos listos para el consumo en
lo que respecta a la Lm, ya que ofrece informacién valiosa sobre su comportamiento
en el producto en condiciones reales de produccion y almacenamiento. Esta
informacion ayuda a garantizar que los criterios de seguridad establecidos durante el
proceso de validacion se mantengan de forma coherente. Sin embargo, el histérico de
datos puede presentar una variabilidad significativa en factores como las fluctuaciones
de temperatura, las practicas de manipulacion, las condiciones de almacenamiento y
el tamafio de las muestras. Esta variabilidad hace que el histérico de datos no sea
adecuado para validar la vida util. A continuacién, se presenta una lista no
exhaustiva de posibles fuentes de datos:
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Certificados de analisis de ingredientes aportados por los proveedores;
Controles rutinarios de verificacion realizados regularmente por el OEA (por
ejemplo, temperaturas, pH, aw, etc.);

Analisis microbiologicos de los ingredientes suministrados;

Analisis microbiologicos del producto a lo largo de su vida util;

Analisis microbioldgicos del agua y muestras ambientales;

Registros de procedimientos de limpieza y desinfeccion;

Registros de reclamaciones;

Registros de retiradas y recuperaciones de productos;

Registros de controles oficiales.

Ejemplos de situaciones en las que el histérico de datos puede ser util para verificar
que la vida util previamente validada es correcta.

Cuando los niveles de Lm en ALC al final de la vida util son consistentemente
bajos o no detectables y no se han obtenido resultados que superen los limites
legales establecidos en el Reglamento (CE) n.° 2073/2005. Estos datos pueden
utilizarse junto con datos de muestreo ambiental y calidad de ingredientes para
dar confianza al OEA de que dichos ALC no supondran un riesgo para la salud
publica. El nivel de confianza aumenta con la cantidad de datos disponibles.
Cuantas mas unidades de producto se analicen, mas fiables seran los datos
histéricos (EURL Lm, 2021).

Los datos histéricos sobre los niveles de Lm en ALC al inicio y al final de la vida
util pueden utilizarse para ayudar a verificar la vida util del producto bajo
condiciones razonablemente previsibles de procesamiento,
almacenamiento, distribucién y uso.

Los datos histéricos sobre los niveles de Lm en ALC al inicio y al final de la vida
util bajo condiciones razonablemente previsibles también pueden utilizarse
para verificar la posibilidad de crecimiento en ALC similares con caracteristicas
comparables (pH, aw, microbiota, etc.) producidos en condiciones
practicamente idénticas.

También es importante recopilar datos histéricos para comprender la posible
variabilidad interlote e intralote de los parametros criticos que controlan el
crecimiento de Lm.
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Figura 5. Diagrama de flujo para mostrar como el OEA puede combinar toda la informacion recopilada para validar y verificar
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8. Alimentos que se comercializan con limite no deteccién en 25 g hasta el final
de su vida util.

Cuando un OEA que comercializa ALC que favorecen el crecimiento de Lm no dispone
de estudios de vida util que justifiquen, a satisfaccion de la autoridad competente, que
el alimento no superara las 100 ufc/g durante su vida util, ya sea porque aun no ha
llevado a cabo los estudios necesarios 0 porque los estudios presentados no se
consideran suficientes, puede comercializar alimentos aplicando el criterio 1.2.b).

Puesto que el establecimiento de una vida util sin validar no se puede considerar una
medida de control adecuada para garantizar que la presencia de Lm esta bajo control,
la aplicacion del criterio de no deteccion de Lm durante la vida util se debe acompafar
de medidas de verificacién extensiva que aporten confianza en el SGSA del OEA. En
este caso, el muestreo y analisis debe ser mas frecuente que en la verificacion
rutinaria de una vida util validada. Se deberan realizar analisis microbiol6gicos para la
deteccién de Lm al final de la produccion y al final de la vida util. La aplicacion de
una frecuencia de muestreo que aporte garantias de representatividad de la
verificacion sera definida en base al riesgo, teniendo en cuenta la posibilidad de que
los OEA deben aplicar varias medidas para el control de la contaminacion y del
crecimiento de Lm en el alimento en condiciones razonables de distribucion,
almacenamiento y uso.

Para el control efectivo de Lm los OEA pueden utilizar diferentes estrategias segun el
ALC que producen, aplicando medidas de control que actian sobre factores
identificados que pueden influir en la contaminacién y el crecimiento de Lm en
condiciones razonables de distribucion, almacenamiento y uso del ALC, como por
ejemplo: la aplicacion de etapas de letalidad que eliminan el patégeno en el procesado,
vigilando el grado de contaminacion en las zonas y superficies de los equipos, con
especial atencion a etapas de procesado post letal aplicadas en el envase final, la
presencia de agentes inhibidores del crecimiento de Lm en alimento final, las
condiciones de envasado para su comercializacion, etc.

Se desarrollaran orientaciones sobre las frecuencias de muestreo en un documento
complementario®.

En estos casos en los que no se ha validado la vida util es fundamental contar con un
plan de vigilancia ambiental sélido, que incluya la toma de muestras de superficies
en contacto (SC) para la verificacion del control de la contaminacion directa de los
ALC procesadosy de superficies de no contacto (SNC) para el control de la
contaminacion cruzada en numero y frecuencia adecuados.

Se debe considerar también que los establecimientos que producen ALC que
favorecen el crecimiento de Lm y que no han presentado estudios satisfactorios
para validar su vida util son considerados por la AC como establecimientos de
mayor riesgo, lo que se tiene en cuenta en la programacion de los controles oficiales,
de conformidad con el Documento de orientacién para la clasificacion de los
establecimientos alimentarios en funcion del riesgo en el marco del PNCOCA 2026-
2030.

4 Existen documentos de autoridades competentes de otros paises que pueden servir de
orientacion. Control measures for Listeria monocytogenes in ready-to-eat foods

30/09/2026 Pagina 49 de 152


https://inspection.canada.ca/en/food-safety-industry/preventive-control-plans/listeria-monocytogenes#a614

B\

SXI

*

<
A

MINISTERIO 2N ;
DE DERECHOS SOCIALES, CONSUMO (@ } i
Y AGENDA 2030 - o

9. Verificacién de los estudios de vida util por parte del control oficial

El articulo 17, apartado 2, del Reglamento (CE) n.° 178/2002 establece la obligacién
general de las autoridades competentes de los Estados Miembros de supervisar y
controlar que los requisitos de la legislacion alimentaria se hayan aplicado de manera
exhaustiva y eficaz en todas las etapas de la cadena alimentaria. Esto incluye verificar
que se cumplan, a satisfaccion de la autoridad competente, todos los requisitos legales
relativos al establecimiento y la validacion de la duracion de la vida util de los productos
alimenticios.

Durante los controles oficiales, las autoridades competentes deben evaluar los
estudios realizados bajo la responsabilidad del OEA y, mas concretamente:

= Si el producto ha sido clasificado correctamente por el OEA (listo para el
consumo o no listo para el consumo).

= Si el operador ha realizado adecuadamente la caracterizacion del producto
(incluyendo las posibles variabilidades intra e inter lote).

= Si el producto esta correctamente categorizado (favorece o no favorece el
crecimiento de Lm).

= Si se ha validado adecuadamente la vida util en relacion con Lm (con
justificacion de la eleccion del tipo de estudio), incluido el cumplimiento del
limite que le aplica con respecto a Lm segun la categoria de ALC.

= Si la empresa alimentaria documenta las medidas y acciones correctivas
adecuadas en su SGSA tras la identificacién de incumplimientos (incluido el
control ambiental).

El resultado de la verificacién oficial se expresara segun la estrategia de validacién
utilizada por el OEA:

9.1 Valoracion oficial de los estudios desarrollados por las propias
empresas:

En este caso, el estudio de vida util que va a verificar el control oficial, lo ha realizado
integramente el fabricante responsable del producto. El resultado de la verificacion se
podra considerar:

o Suficiente, cuando la empresa proporcione evidencias que demuestren de
manera satisfactoria, que el producto cumple el criterio de seguridad de Lm que
le aplica durante toda su vida util.

¢ No suficiente, cuando la empresa no proporcione evidencias que demuestren
de manera satisfactoria, que el producto cumple el criterio de seguridad de Lm
que le aplica durante toda su vida util. Podremos encontrar situaciones en las
que la documentacion se ajuste a los requisitos establecidos en las guias
comunitarias de referencia, pero que no sea suficiente para demostrar
satisfactoriamente el cumplimiento del criterio a lo largo de la vida util. Por
ejemplo, se podran verificar estudios en los que se haya aportado bibliografia
cientifica, pero que no concluyen, con calculos incompletos o erroneos, fuentes
cientificas no suficientemente contrastadas, por lo que no se adecua para
demostrar el cumplimiento del criterio especifico.

Se tendra en cuenta que el resultado de la verificacion del estudio sera aplicable solo
para los productos objeto del estudio elaborados por la empresa en sus propias
instalaciones.
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9.2 Valoracion de los estudios desarrollados por otras empresas o
asociaciones.

Esta situacién se puede dar cuando las empresas opten por justificar la vida Gtil de sus
productos en base a estudios desarrollados por otras empresas y que han sido
verificados y valorados como suficientes por otra autoridad competente como, por
ejemplo:

Sucursales de la misma empresa

Asociaciones sectoriales

Grupos empresariales

Franquicias

Obradores de cadenas alimentarias

Cadenas de supermercados

En este caso la empresa debe ser capaz de demostrar a la autoridad competente que
los productos y los procesos de produccidn son similares, o, si los productos no son
similares, demostrar cuales son las diferencias y qué efectos tienen sobre la
supervivencia y el crecimiento de Lm. La empresa puede emplear la bibliografia
cientifica disponible y datos de investigacién como referencia.

En estas circunstancias, el control oficial no tendra que verificar el estudio de vida util
en si mismo si el OEA demuestra que ha sido ya verificado por otra autoridad
competente. En este caso lo que tendra que verificar es que la documentacion que
presente el OEA evidencie la equivalencia de productos y procesos. Para ello verificara
los aspectos mencionados con anterioridad.

El uso del estudio dependera de la similitud de los productos y de las condiciones de
elaboracion. De este modo se podra considerar:

e Equivalencia de productos y procesos: cuando la empresa evidencie de
manera satisfactoria que elabora productos similares con procesos similares, y
si hubiera diferencias, demuestre mediante documentacién o datos de
investigacion los efectos sobre Lm.

¢ No equivalencia de productos y procesos: cuando la empresa no evidencie
de manera satisfactoria que elabora productos similares con procesos
similares, o si habiendo diferencias, no demuestra los efectos sobre Lm.
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ANEXO |- Base legal y documentacion de referencia

e Reglamento (CE) n° 178/2002 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 28
de enero de 2002, por el que se establecen los principios y los requisitos
generales de la legislacion alimentaria, se crea la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria y se fijan procedimientos relativos a la seguridad
alimentaria.

e Reglamento (CE) n° 852/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 29
de abril de 2004, relativo a la higiene de los productos alimenticios.

e Reglamento (CE) n° 2073/2005 de la Comision, de 15, de noviembre de 2005,
relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios.

e Reglamento (UE) n°® 1169/2011 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 25
de octubre de 2011 , sobre la informacién alimentaria facilitada al consumidor

e Reglamento (UE) 2017/625 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 15 de
marzo de 2017, relativo a los controles y otras actividades oficiales realizados
para garantizar la aplicacion de la legislacion sobre alimentos y piensos, y de
las normas sobre salud y bienestar de los animales, sanidad vegetal y
productos fitosanitarios, y por el que se modifican los Reglamentos (CE) n.°
999/2001, (CE) n.° 396/2005, (CE) n.° 1069/2009, (CE) n.® 1107/2009, (UE) n.°
1151/2012, (UE) n.° 652/2014, (UE) 2016/429 y (UE) 2016/2031 del
Parlamento Europeo y del Consejo, los Reglamentos (CE) n.° 1/2005 y (CE)
n.° 1099/2009 del Consejo, y las Directivas 98/58/CE, 1999/74/CE,
2007/43/CE, 2008/119/CE y 2008/120/CE del Consejo, y por el que se derogan
los Reglamentos (CE) n.° 854/2004 y (CE) n.° 882/2004 del Parlamento
Europeo y del Consejo, las Directivas 89/608/CEE, 89/662/CEE, 90/425/CEE,
91/496/CEE, 96/23/CE, 96/93/CE y 97/78/CE del Consejo y la Decision
92/438/CEE del Consejo (Reglamento sobre controles oficiales).

e Reglamento de Ejecucion (UE) 2019/627 de la Comision, de 15 de marzo 2019,
por el que se establecen disposiciones practicas uniformes para la realizacion
de controles oficiales de los productos de origen animal destinados al consumo
humano, de conformidad con el Reglamento (UE) 2017/625 del Parlamento
Europeo y del Consejo, y por el que se modifica el Reglamento (CE) n.°
2074/2005 de la Comision en lo que respecta a los controles oficiales.

e Reglamento (UE) 2024/2895 de la Comision, de 20 de noviembre de 2024, por
el que se modifica el Reglamento (CE) n° 2073/2005 en lo que respecta a
Listeria monocytogenes.

e Real Decreto 1940/2004, de 27 de septiembre, sobre la vigilancia de las
zoonosis Y los agentes zoonaoticos

o Real Decreto 1086/2020, de 9 de diciembre, por el que se regulan y flexibilizan
determinadas condiciones de aplicacion de las disposiciones de la Union
Europea en materia de higiene de la produccién y comercializacién de los
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productos alimenticios y se regulan actividades excluidas de su ambito de
aplicacion.

Documento de preguntas y respuestas sobre el RD 562/2025, relativo a los
controles y otras actividades oficiales realizados sobre la cadena alimentaria y
operaciones relacionadas.

Plan Nacional de Control Oficial de la Cadena Alimentaria 2026-2030. AESAN.

Directrices para la verificacion del muestreo de Lm en zonas de trabajo y
equipos utilizados en la produccion de alimentos listos para el consumo.
AESAN, 2020

Guia de estudios de vida util para Lm en alimentos listos para el consumo.
Comunidad de Madrid. Tercera edicién: noviembre 2023.

Los estudios de vida util sequra de alimentos listos para el consumo. Agencia
de Salud Publica de Barcelona, 2025. Bover, S. Jofré, A. Portafa, S, Vila, M.

Guia para la realizacion de los estudios de vida util en relacion con Lm,
conforme al Reglamento (CE) n® 2073/2005 (SANCO 11510/2013, revision of
18 December 2025).

Comunicacion de la Comision sobre la aplicacion de sistemas de gestion de la
sequridad alimentaria _que contemplan buenas practicas de higiene vy
procedimientos basados en los principios del APPCC, especialmente la
facilitacion/flexibilidad respecto de su aplicaciéon en determinadas empresas
alimentarias (2022/C 355/01)

Documento de Orientacion del EURL-Lm para evaluar la competencia de los
laboratorios en la aplicacion de pruebas de desafio y estudios de durabilidad,
en relacion con Lm, en alimentos listos para el consumo.

Traduccion oficiosa del Documento de orientacion técnica del EURL-Lm sobre
ensayos de desafio y estudios de durabilidad para evaluar la vida util de
alimentos listos para el consumo en relacion con la Lm (Version 4 del 1 de julio
de 2021, enmienda 1 del 26 de febrero de 2026).

Opinion cientifica sobre la persistencia de peligros microbioldgicos en entornos
de procesado de alimentos. EFSA Journal, 2024. DOI:
10.2903/j.efsa.2024.8521

Informe del Comité Cientifico de la Agencia Espanola de Sequridad Alimentaria
y Nutricion (AESAN) en relacion a los estudios de vida util para Lm en
determinados productos alimenticios (N° de referencia: AESAN-2011-003)

Informe del Comité Cientifico de la Agencia Espanola de Sequridad Alimentaria
y Nutricion (AESAN) sobre la verificacion de estudios de vida util en relacion a
Lm en alimentos listos para el consumo (N° de referencia: AESAN-2019-001)
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Directrices para la validacion de medidas de control de la inocuidad de los
alimentos (CAC/GL 69-2008). Codex Alimentarius (FAO/OMS), 2008.
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alimentos para el control de Listeria monocytogenes en los alimentos (CAC/GL
61 — 2007). Codex Alimentariuas (FAO/OMS), 2007.
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Alimentarius (FAO/OMS), 2023.

Statistical Aspects of Microbiological Criteria Related to Foods. A Risk
Managers Guide. Microbiological Risk Assessment Series, no 24. Rome.
120pp. FAO/OMS, 2016.

Risk assessment of Listeria monocytogenes in foods: Part 2 — Risk assessment
(Meeting report). Joint FAO/WHQO Expert Meetings on Microbiological Risk
Assessment (JEMRA), 2025.

Control measures for Listeria monocytogenes in ready-to-eat foods Canadian
Food Inspection Agency (CFIA), 2023.
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Inspection Agency (CFIA), 2023.

Compliance Guideline: Controlling Listeria monocytogenes in post-lethality
Exposed Ready-to-Eat Meat and Poultry Products. USDA Food Safety and
Inspection Service (FSIS), 2014.

Ministére de I'Agriculture et de la Péche — DGAL (2009). Note de service
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ANEXO Il - Listados de verificacion

1. DEFINICION Y CARACTERIZACION DEL
PRODUCTO

NO

NO
APLICA

1.1 DEFINICION DEL PRODUCTO

Denominacion comercial

Composicion

Formato (peso, cantidad, grosor,
calibre, etc.)

Presentacion (entero, loncheado,

etc.)
Se describe de
manera Envasado (al vacio, atmosferas
detallada el | modificadas, etc.)
producto Condiciones de fabricacion,

especialmente tratamientos térmicos,
secado, ahumado, etc. para cada
formato.

Modo y temperatura de conservacion
esperados

Vida util indicada

Conclusidén: se ha descrito de manera detallada el
producto (en todos los apartados se ha marcado Si).

Observaciones:

1.2 CONSIDERACION DE ALC (ver Figura 1 del
documento — Arbol de decisiones para el OEA)

De acuerdo con las instrucciones de uso que figuren en
el etiquetado esta previsto que el alimento sufra un
tratamiento listericida (que garantice una reduccién de 6
logaritmos (D6)) antes de su consumo.

El tratamiento térmico que se indica en el etiquetado esta
correctamente validado por el operador.
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El operador demuestra que el uso previsto (incluidas las
sugerencias en forma de fotografias en el envasado u
otros canales, p. ej. web, redes sociales, etc.) coincide
con el uso razonablemente previsible, sin evidencias
objetivas de que existan patrones de consumo
alternativos extendidos entre los consumidores de la
poblacion de destino.

El tratamiento térmico se indica de manera destacada en
el etiquetado y es comprensible, realista y aplicable por
el consumidor en un entorno doméstico.

Conclusién: el operador puede justificar, con la

descripcion detallada del producto aportada que no es un
alimento listo para el consumo.

Observaciones:

2. ALC QUE NO REQUIEREN PRUEBAS REGULARES
PARA LA DETECCION DE Lm EN CIRCUNSTANCIAS
NORMALES. NOTA 4 REGLAMENTO (CE) 2073/2005

si

NO

NO APLICA

¢El alimento pertenece a alguna de las siguientes
categorias?

- Los que hayan recibido un tratamiento listericida
validado sin posibilidad de recontaminacion (por
ejemplo, tratamiento en su envase final) (ver
apartado 5: reducciones logaritmicas)

- Frutas y hortalizas frescas, enteras y no
transformadas

- Pan, galletas y productos similares,

- Aguas embotelladas o envasadas, bebidas
refrescantes sin alcohol, cerveza, sidra, vino,
bebidas espirituosas y productos similares,

- Azucar, miel y golosinas, incluidos productos de
cacao y chocolate,

- Moluscos bivalvos vivos

- Sal de cocina

Conclusién: El operador puede justificar que el ALC
pertenece a las categorias de productos anteriores (no se
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exige realizar pruebas regulares con respecto al criterio
1.3).

Observaciones:

3. CARACTERIZACION FiSICO - QUIMICA DEL
PRODUCTO.

NO NO APLICA

pH

aw

Concentracion de aditivos

La caracterizacion del

producto incluye: Estructura (sélido, liquido)

Microbiota habitual

Compuestos fendlicos

Otros

¢, Se dispone de un minimo de 15 datos de pH y /o de aw
correspondientes a tres lotes diferentes (n= 5/ lote)
representativos de la produccién?

Se caracteriza la variabilidad intra e inter-lote de pHy /o0
aw, y se estima que la probabilidad de que el pH y/o la aw
sean superiores al limite establecido en la nota 8 es
inferior al 5% (es decir, existe una confianza estadistica
superior al 95% de que el pH y/o la aw es inferior al limite

establecido).
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- pH<4,40aw<0,92
- pHS5,0yaws 0,94

Para los alimentos multicomponente (por ejemplo, un
sandwich) estos valores se han calculado para cada uno
de los componentes separados del producto una vez
montado, esperando el tiempo suficiente, que se habra
registrado, para que haya podido darse la interaccidn
entre los ingredientes. Se ha considerado el componente
mas favorable para el crecimiento microbiano. No se
deben calcular a partir de una muestra homogeneizada
del producto completo.

Se caracterizan otros factores intrinsecos o extrinsecos
empleados para justificar la vida util establecida (p.ej.,
concentracion de aditivos).

La vida util establecida es inferior a 5 dias

Conclusion: El alimento esta correctamente
caracterizado.

Observaciones:

Conclusién: El operador puede justificar que pertenece
a la categoria 1.3 de productos que no pueden favorecer
el crecimiento de Listeria monocytogenes por pH/aw (nota
8 Reglamento (CE) 2073/2005).

Observaciones:

4. BIBLIOGRAFIA CIENTIFICA. NOTA 8 REGLAMENTO
(CE) 2073/2005

Si

NO

NO
APLICA

El informe esta avalado por expertos y, en caso de haberse
hecho por terceros, esto se indica especificamente.

El informe describe la metodologia de busqueda, esta se ha
realizado usando bases de datos reconocidas (PubMed,
Google Scholar, Web of Science, Scopus, etc.)

La seleccion de articulos se ha realizado minimizando la
presencia de sesgos (ver apartado 5.2).

Estan identificadas correctamente las caracteristicas
intrinsecas y extrinsecas del producto y se demuestra que el
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producto tiene las mismas caracteristicas que los de la
bibliografia cientifica aportada. En caso contrario, se ha
evaluado el efecto de las diversas caracteristicas en la
supervivencia y el crecimiento de Lm.

Se justifica que el proceso de produccion es muy similar a los
de la bibliografia cientifica aportada.

Se justifica que las condiciones de conservacion (tiempo,
temperatura 'y envasado) cubren las condiciones
razonablemente previsibles del producto objeto de estudio
(ver tabla 4 del documento de orientacion).

¢La bibliografia cientifica recoge resultados obtenidos con
diferentes cepas de Listeria monocytogenes que refuercen la
validez y la aplicabilidad de dichos resultados para los fines
del estudio?

Conclusién: Puede justificar que pertenece a la categoria 1.3
de productos que no pueden favorecer el crecimiento de
Listeria monocytogenes.

Observaciones:

5. ALC QUE PUEDEN FAVORECER EL CRECIMIENTO DE L.m. ESTUDIOS
COMPLEMENTARIOS

5.1. MICROBIOLOGIA PREDICTIVA Si NO | NO APLICA

El informe estd avalado por expertos y, en caso de
haberse hecho por terceros, esto se indica
especificamente.

El informe describe claramente el objetivo del estudio

El informe parte de una caracterizacion adecuada del
alimento (ver listado de verificacion 1).

Se indica la estrategia de busqueda, criterios de
seleccion y fuente de los modelos seleccionados
(FSSP, Pathogen Modelling Programme,
MicroHibro...).

Se describe el modelo seleccionado.
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Se comprueba que el producto esta dentro del rango
de validez del modelo.

Se describen las
condiciones de la
simulacion

Se justifican los parametros
introducidos (pH, aw,
conservantes, etc.) (ver apartado
5.3.1 Seleccion  del  peor
escenario posible)

Se justifica la concentracion inicial
de Lm introducida en el modelo
(de manera general, un escenario
conservador es partir de una
concentracion inicial de 1 ufc/g)

Se definen temperaturas de
simulacion, que cubren las
condiciones razonablemente
previsibles de conservaciéon del
producto objeto de estudio (tabla
4 del documento de orientacion).

Se considera que la fase de
latencia es cero (escenario
conservador)

monocytogenes.

El modelo ha sido validado con cepas diferentes a las
que se utilizaron en su elaboracion o ha sido
elaborado utilizando un céctel de cepas de Listeria

Se considera la variabilidad asociada a las diferencias
de procesado, de las caracteristicas del alimento y de
las condiciones de almacenamiento.

Presentaciéon de
resultados

Se presentan probabilidades de
crecimiento.

Se presentan curvas de
crecimiento

Se calcula el potencial de
crecimiento

Se presentan graficas
comparativas por producto, en
caso de incluirse varios productos
en el estudio
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Se clasifica el producto en funcion
de si favorece o no el crecimiento
de Lm

Presentacion de
las conclusiones
del informe

Indica las suposiciones y/o datos
de partida sobre las que se basan
las conclusiones

Indica los resultados de Ia
simulacion y cualquier otro dato,
incluido bibliografico, empleados
en la sustentacion de las
conclusiones

La vida util propuesta esta
justificada por los resultados.

Conclusion:

¢El estudio de microbiologia
predictiva aportado por Ila
empresa proporciona
evidencias que demuestran,
con probabilidad de crecimiento
menor del 10%, que el producto
no favorece el crecimiento de
Lm? En caso negativo, indicar
motivos en observaciones

¢El estudio de microbiologia
predictiva aportado por Ila
empresa proporciona
evidencias que demuestran de
manera satisfactoria que el
producto no superara el limite
de 100 ufc/g durante toda su
vida uatil? En caso negativo,
indicar motivos en observaciones

Observaciones:

5.2. ENSAYOS DE DESAFiO

NO

NO APLICA

Se han realizado ensayos de desafio para valorar la
capacidad de Lm para crecer en el alimento (potencial
de crecimiento A). En caso de respuesta afirmativa,
completar seccién 5.2.1.

30/09/2026

Pagina 61 de 152




b ]
a

SXI

<
A

¥  MINISTERIO B, ¥ e
DE DERECHOS SOCIALES, CONSUMO (@ y spndegr.
Y AGENDA 2030 - o

Se han realizado ensayos de desafio para estimar los
parametros de crecimiento de Lm (tasa de crecimiento
maximo, pmax). En caso de respuesta afirmativa,
completar seccién 5.2.2.

El laboratorio que realiza el ensayo dispone de
garantias adecuadas de competencia técnica (p. €j.,
acreditacion EN ISO/IEC 17025, controles de calidad,
participacion satisfactoria en ensayos de aptitud)

El informe indica expresamente que el ensayo se ha
disefiado y ejecutado conforme a la guia técnica del
EURL-Lm sobre ensayos de desafio.

Se describe de forma completa el producto
(caracteristicas fisicoquimicas, denominacion,
composicion, sistema de envasado, peso/formato, tipo
de producto, vida util prevista, modo de conservacion,
instrucciones de uso, fecha de fabricacion, etc.)

Se ha evaluado la variabilidad intralote (minimo 5
valores) e interlote (minimo de 3 lotes diferentes) de
aquellos factores relevantes del producto (p.ej. pH y
aw).

Se describen las condiciones del proceso que puedan
influir en el crecimiento de Lm (p. ej., tratamiento
térmico, ahumado, secado, maduracion, troceado,
picado, salado, congelacion, etc.)

Se aporta informacién que demuestra que los lotes
objeto de ensayo son representativos de la produccion
(al menos 3 lotes) y preferentemente representan el
escenario menos favorable

Esta justificado que se utiliza un solo lote porque la
repercusion de la variabilidad interlote de los
parametros fisicoquimicos (pH, aw) sobre el
crecimiento de Lm no es relevante.

5.2.1. ENSAYOS DE DESAFIO PARA EVALUAR EL
POTENCIAL DE CRECIMIENTO (A)

si

NO

Para evitar cambios fisico-quimicos en el producto,
¢ Se ha realizado la inoculacién dentro de los 2 dias
posteriores a su fabricacién?
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En caso de haber transcurrido mas de 2 dias desde la
fabricacion hasta la inoculacion, ¢ se justifica conforme
a la guia técnica del EURL-Lm?

Se describe y justifica la eleccidon de las cepas
inoculadas (caracterizadas por origen y caracteristicas
de crecimiento)

¢ Los lotes se han inoculado con la misma mezcla de

cepas?
la preparacion del in6culo
(subcultivos, condiciones,
volumen total, etc.)
. la concentracion objetivo, siendo
Se describe J ’

esta préxima a 100 ufc/g o ml (
entre 50-200 ufc/g o ml) o, si se
usa otra concentracion, ¢se
justifica técnicamente?

La técnica de inoculaciéon es adecuada al tipo de
producto y al escenario realista de contaminacion
‘natural” y se comprueba que no altera de forma
relevante las propiedades del alimento. Ej.:
inoculacion  en  “supefficie” para  reproducir
contaminacion cruzada desde superficie de cortadora;
inoculacion en  “profundidad” para reproducir
contaminacion  en  productos  sometidos a
picado/amasado, efc.

¢El ensayo incluye también muestras de control (sin
inocular) para ver la ocurrencia natural de L.
monocytogenes en el producto?

Se demuestra que la distribucion del inéculo es
homogénea en tiempo 0, de forma que la desviacion
estandar de las 3 unidades inoculadas es < 0,3 log
ufc/g.

Se ha inoculado y realizado recuento de Listeria en al
menos 7 muestras por lote, 3* en tiempo 0 (tras
inocular), 3 a lo largo de la vida util y 1 al final?

*Puede ser 1 si los 3 lotes se inoculan de manera
simultanea.

Se ha realizado investigacion de Lm en la muestra
control obteniendo un resultado de no deteccion en 25
g (si se detecta se puede sequir el ensayo siempre que
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el recuento sea inferior al obtenido en las muestras
inoculadas)

Envasado (al vacio, atmdsferas
modificadas, etc.)

Temperaturas de
Se han alronacenamlento en la industria
contemplado las (7°C)
condiciones Temperaturas de
razonablemente | gimacenamiento en el comercio al
previsibles de: por menor (7°C)

Temperaturas de

almacenamiento por el

consumidor (10°C)

En caso contrario, ¢,se han conservado reproduciendo
las condiciones razonablemente previsibles aportadas
por el operador, justificadas por informacion detallada,
estableciendo las mismas en el percentil 95 de sus
observaciones?

¢ Se han medido en las unidades de control los
parametros fisicoquimicos fundamentales del
producto (al menos pH y aw) y se ha realizado control
de temperatura y recuento de microbiota asociada?

Los analisis de deteccion y recuento de Lm se han
realizado utilizando los métodos de referencia (EN ISO
11290-1 y EN ISO 11290-2) o con métodos
alternativos conforme al articulo 5 del Reglamento
(CE) n®2073/2005.

Se incluyen los calculos realizados para valorar el
potencial de crecimiento y se interpretan
correctamente:

- A>0,5log10 implica que el alimento favorece
el crecimiento de Lm

- A = 0,5 log10 implica que no favorece el
crecimiento de Lm

¢El ensayo de desafio aportado
. por la empresa proporciona
Conclusién: evidencias que demuestran de
manera satisfactoria que el
producto no favorece el
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crecimiento de Lm? En caso
negativo, indicar motivos en
observaciones.

Si el producto favorece el
crecimiento de Lm, ¢el ensayo
de desafio proporciona
evidencias que demuestran de
manera satisfactoria que el
producto no superara el limite
de 100 ufc/g durante toda su
vida util? En caso negativo,
indicar motivos en observaciones

Observaciones:

5.2.2. ENSAYOS DE DESAFIO PARA EVALUAR LA TASA

MAXIMA ESPECIFICA DE CRECIMIENTO (umax) 3l e

Para evitar cambios fisico-quimicos en el producto, ¢se ha
realizado la inoculacion dentro de los 2 dias posteriores a su
fabricacion?

¢, Se ha inoculado una sola cepa, caracterizada por origen y
caracteristicas de crecimiento, siendo la elecciéon de la misma
adecuada?

El nivel de inoculacion inicial es proximo a 100 ufc/g o ml (siempre
entre 50-200 ufc/g o ml)

¢El ensayo incluye también muestras de control para ver la
presencia natural de L. monocytogenes en el producto?

¢, Se han inoculado al menos 11 muestras por lote?

La técnica de inoculacion es adecuada al tipo de producto y al
escenario realista de contaminacion “natural” y se comprueba que
no altera de forma relevante las propiedades del alimento. Ej.:
inoculacion en “superficie” para reproducir contaminacion cruzada
desde superficie de cortadora; inoculacion en “profundidad” para
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reproducir  contaminacion en  productos  sometidos a
picado/amasado, etc.

¢ El ensayo se ha hecho a una temperatura entre 6 y 10°C? 4 Se ha
mantenido a la misma temperatura a lo largo de todo el ensayo?
Nota: en productos con microbiota acompafante como bacterias
acido-lacticas, la T? debe ser < 8°C)

¢La duracion del estudio ha sido suficiente para permitir construir
la curva de crecimiento? NOTA: puede ser inferior o superior a la vida
util estimada del producto.

Se ha inoculado y realizado recuento de Listeria en al menos 11
muestras, 3* en tiempo 0 (tras inocular) y 8 en el resto de las fases
(5 de ellas al menos deben estar en fase de crecimiento
exponencial)

*Puede ser 1 si los 3 lotes se inoculan de manera simultanea

¢ Ha construido una curva de crecimiento microbiano para cada lote
inoculado, elaborada a partir de al menos 11 puntos (11 recuentos),
que ha ajustado mediante una regresion no lineal? NOTA: para
valorar que la curva es correcta, se puede revisar:

— Valor R-square: debe ser > 0,90.
— La desviacion estandar / velocidad maxima de crecimiento < 20%
(*)
(*) Es importante que el error estandar no supere el 20 % de la estimacion de

pmax. De lo contrario, esto significa que existe una elevada incertidumbre
asociada a pmax, por lo que este resultado debe interpretarse con precaucion.

A partir de la velocidad maxima mas elevada de la calculada en
cada lote, ¢se ha extrapolado a las T? razonablemente previsibles
de almacenamiento y conservacién del producto y dicho calculo se
encuentra documentado?

NOTA: segun informaciéon detallada y justificada, proporcionada por el OEA,
estableciendo las mismas en el percentil 95 de sus observaciones o, en su
defecto, seguin condiciones reflejadas en la tabla 4 del documento.

¢ Ha estimado la concentracién final de Listeria al final de la vida
util estimada, habiendo documentado dicho céalculo?

(El ensayo de desafio aportado por la
empresa proporciona evidencias que
demuestran de manera satisfactoria que el
producto no superara el limite de 100 ufc/g
durante toda su vida util? En caso negativo,
indicar motivos en observaciones

Conclusion:
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Observaciones:
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ANEXO Ill — Ejemplos de aplicacién

EJEMPLO 1- CONSIDERACION ALC. BUTIFARRA BLANCA.

Planteamiento del ejemplo

El operador X fabrica butifarra blanca con carne de cerdo que comercializa en dos
formatos de envasado, ambos sometidos a un tratamiento post letal en envase final.

1; - Buliﬁ'jr i

ra blanca 10 unidades p

Cons, efrig . : <

Unt Ve et o
48 horay
\
)
g
.

Butifarra Blanca [{ |

Conservar en refrigeracion,
Una vez abiento, consumir en 48 horas. j ]

El operador presenta la siguiente informacion/documentacién para justificar la vida atil
del producto:

Ficha técnica- Caracterizacién del producto

Vida util propuesta 21 dias
Conservacion 3-6 °C
Modo de empleo Una vez abierto el envase consumir en
48h
Presentacion Unidades entre 200 y 250 g de peso. Se
elaboran dos presentaciones:
- Una unidad envasada al vacio
(200-250 g)
- Envases de 10 unidades
envasadas al vacio (2-2,5 Kg)

Asimismo, indica que en base a los ensayos que ha realizado en tres lotes fabricados
en condiciones idénticas a las que se usaran para los productos que quieren
comercializar y fabricados de forma independiente (diferentes lotes de materias primas
y dias de produccién) su producto tiene las caracteristicas fisico-quimicas que se
detallan en la Tabla 1.

Tabla 1: Caracteristicas fisico-quimicas de 3 lotes independientes de produccion. Los
valores indicados corresponden al promedio y desviacion estandar (DE) de 5
determinaciones (cada una correspondiente a una unidad de muestreo independiente).

Lote 20240306 Lote 20240701 Lote 20241118
Promedio |
pH 6,74 0,05 6,55 0,05 6,68 0,11
aw 0,974 0,002 0,981 0,001 0,975 0,006

30/09/2026 Pagina 68 de 152



Sauvne

MINISTERIO
DE DERECHOS SOCIALES, CONSUMO
Y AGENDA 2030

Procesado

El siguiente diagrama ilustra el proceso de produccion del producto, incluyendo los
parametros mas relevantes que también se discutiran a continuacion:

Proceso de Elaboracién de Butifarra Blanca

2-E3

- ——— | Cocido90°C |
Pesaje / Picado Carne Emulsion | MJ ‘ M

(disco 5mm)

l Escaldado 80°C = =
L @ minutos) \ Refrigeracién

Enfriamiento | | Envasado

(agua con hielo 0°C, 5 min)

Descripcion detallada del proceso de acuerdo con lo indicado por la empresa:

Se pesa y pica la carne con un disco de 5 mm, posteriormente se afaden el resto de
los ingredientes (incluyendo sales nitrificantes) y se embute en tripa natural. Una vez
embutido el producto se cuece (trata térmicamente) en agua a 90 °C durante 120
minutos, alcanzandose en el centro del producto una temperatura de al menos 70 °C

durante mas de 2 minutos.

El enfriamiento consiste en traslado desde la cubeta de coccién a la de enfriamiento e
inmersién durante 5 minutos en agua préxima a los 0 °C. Se afiade hielo para mantener
la temperatura. Posteriormente se somete a un secado mediante aire frio
(aproximadamente otros 5 minutos) y envasado automatico en continuo. El conjunto
de todos estos procesos supone aproximadamente 30 minutos de trabajo (desde el

final de la coccion hasta el escaldado posterior en el envase final).

Finalmente se aplica un tratamiento térmico mediante inmersion en agua a 80 °C
durante 2 minutos en el envase final. El producto asi tratado se refrigera y queda listo

para su distribucion.
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Aplicacién del arbol de decisiones

No existen criterios establecidos para Lm en el

1. ¢ Es el alimento un ALC? NO Reglamento (CE) n° 2073/2005 para no ALC. La P1: c?
seguridad alimentaria se gestiona a través de BPH y
APPCC.
si
2. ¢Es un ALC que pertenece a los - El Reglamento (CE) n° 2073/2005 no exige pruebas -
productos alimenticios mencionados en Si periddicas para la deteccion de Lm por estos P2 u c'?
la nota al pie de pagina 4 del L -

Redl fo (CE) n° 2073/2005? alimentos en circunstancias normales.
eglamento n ?

NO
3. ¢Se trata de un ALC destinado a si Aplica el criterio 1.1 para ALC destinado a
lactantes o usos médicos especiales? lactantes o usos médicos especiales.
NO
4. ¢La vida Util del producto es inferior si Aplica el criterio 1.3 para ALC que no favorecen el
a 5 dias? crecimiento de Lm.
NO
5. ¢ Se dispone de datos sobre pH y Caracterizacion de pH y a, del
a, del producto? NO producto (ver apartado 5)
Mientras tanto, aplica el criterio
1.2.b para ALC que favorecen el
Si crecimiento de Lm.

6. (El ALC pertenece a la categoria de ALC que no
favorecen el crecimiento de Lm de acuerdo con sus
caracteristicas fisicoquimicas y el sistema envasado o la
literatura cientifica u otros estudios, o tiene un pH < 4,4 0 aw
<0,920pH=<50ya,=<094?

(nota al pie de pagina 8 del Reglamento (CE) n° 2073/2005)

si

NO
Realizar estudios complementarios
a satisfaccion de la autoridad
7. ¢Se han llevado a cabo estudios competente, como se indica en el
complementarios de validacion de la vida util, NO apartado 5.3.
como microbiologia predictiva o challenge tests Mientras tanto, aplica el criterio
(bajo  condiciones de  almacenamiento 1.2.b para ALC que favorecen el
razonablemente esperables) para determinar si el crecimiento de Lm.

ALC favorece el crecimiento de Lm?
Si

8. ¢Los modelos de microbiologia predictiva y/o i
los challenge test muestran un crecimiento de Lm Sl
inferior a 0,5 log,, al final de vida util?

NO

Aplica el criterio 1.2.a para ALC que

. . . e i f: | imi L
9. ¢Los modelos de microbiologia predictiva y/o sl avorecen el crecimiento de Lm

challenge test, con posible verificacion mediante

estudios de durabilidad y/o histérico de datos, Aplica el criterio 1.2.b para ALC que
muestran, a satisfaccion de la Autoridad competente, favorecen el crecimien-tc; de Lm.

que el limite de 100 ufc/g a fin de vida util no sera NO El OEA deberia considerar ;eformulacic'm
superado de acuerdo con las notas a pie de pagina bi | dici d ient i
5y 7 del Reglamento (CE) n° 2073/2005? ;foﬁegufgéfzec‘zza'ﬂﬁlnes © procesamiento

Resolucion del ejemplo

Pregunta 1: La butifarra blanca es un producto carnico cocido. Si bien se puede
cocinar antes de consumir, TRADICIONALMENTE se consume en muchas ocasiones
sin ninguin proceso culinario posterior®, por lo que se debe clasificar como Alimento
Listo para el Consumo.

Shttps://www.gastroteca.cat/wp-content/uploads/CAST-Apats_Catalunya-manual.pdf
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Pregunta 2: En este caso es un producto que ha recibido un tratamiento térmico v,
posteriormente, otro tratamiento térmico post letal en su envase final.

La coccion se considera un tratamiento térmico suficiente para eliminar L.
monocytogenes, dado que garantiza y supera la aplicacion de 70 °C durante 2 minutos
en el centro de la pieza. Esto supone una reduccién D-6 del numero de células de Lm
(Documento de orientacion para la verificacion de estudios de vida util, AESAN, 2026).
Es ademas un PCC validado que se vigila mediante el control de temperaturas y se
verifica diariamente (cada dia de elaboracién) con sonda en 2 unidades. Los registros
de vigilancia y verificacion del ultimo afio son satisfactorios.

Las fases de enfriamiento/secado son muy relevantes pues durante ellas se puede
producir una recontaminacion del producto y, dependiendo de su duracién, incluso se
podria producir la multiplicacién de Lm. Asi hay que distinguir si durante esta fase/s se
puede producir:

o Una recontaminacién
o Una recontaminacién + posible multiplicacion.

Esto depende esencialmente de la temperatura y del tiempo que trascurre desde el
final de la coccion hasta el escaldado posterior en el envase final.

Considerando la velocidad de crecimiento de Lm y la duracién del proceso (30 minutos
de procesado en conjunto desde el final de la coccion hasta el escaldado posterior en
el envase final) y que todo se produce en refrigeracion se puede concluir que, durante
estas fases (enfriamiento + secado) es posible la recontaminacién pero no el
crecimiento de Lm.

Esta afirmacién se basa en que el tiempo de todo el proceso (unos 30 minutos) es
inferior incluso al tiempo de duplicacion de Lm. en condiciones 6ptimas (pH 7,0; aw~1
y 37 °C) que, de acuerdo con ComBase (https://combasebrowser.errc.ars.usda.gov/)
es de 34,14 minutos.

(Disclaimer) Prediction  Uncerta

Note: see the Revised Models section of the Broth Mod page for information on the revised four factor models.

Static | Dynamic
I e -._
8 e

Parameter ranges reflect data used to fit the models and not the complete range of potential growth or
inactivation.

Chart Data points

‘The default physiological state is set to 1, meaningalready adapted cells, ie. no lag time. The blue arrow setsit
02 value typical for the experiments used to develap the model.

Finalmente, el escaldado esta considerado como tratamiento post letal para eliminar
esta potencial contaminacién superficial en la fase de exposicion. Segun indica la
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empresa, el tratamiento consiste en sumergir el producto, en su envase final, en agua
a 80 °C durante 2 minutos.

Si bien este segundo tratamiento térmico podria ser suficiente para alcanzar la
inactivacion requerida por la autoridad competente (D-1 en la superficie del producto)
es necesario demostrarlo mediante un estudio de validacion especifico (medida de la
temperatura en el interior del envase). Debe tenerse en cuenta que, en el caso de las
butifarras envasadas en varias capas, el sensor de temperatura debera colocarse en
el punto “mas frio” del paquete. Dadas las caracteristicas del proceso este punto se
situara en el centro en envase aproximadamente, entre las dos capas de butifarras, y
en la superficie de estas.

SONDA ®

En resumen, la informacién aportada por el proveedor demuestra que el primer
tratamiento térmico es suficiente para eliminar L. monocytogenes.

En relacion con el segundo tratamiento, que se realiza con el alimento en su envase
final, no se aportan evidencias que demuestren que se alcanza la intensidad del
tratamiento suficiente, puesto que no se ha validado el tratamiento aplicado.

Por ello NO SE PUEDE CONSIDERAR que este producto sea un alimento listo para
el consumo que ha recibido un tratamiento listericida validado sin posibilidad de
recontaminacion.

Respuestas al listado de verificacion

2. ALC QUE NO REQUIEREN PRUEBAS REGULARES NO APLICA
PARA LA DETECCION DE Lm EN CIRCUNSTANCIAS | Si | NO
NORMALES. NOTA 4 REGLAMENTO (CE) 2073/2005

¢ El alimento pertenece a alguna de las siguientes categorias?

- Los que hayan recibido un tratamiento listericida
validado sin posibilidad de recontaminacion (por
ejemplo, tratamiento en su envase final) (ver apartado
5: reducciones logaritmicas)

- Frutas y hortalizas frescas, enteras y no transformadas

- Pan, galletas y productos similares, X

- Aguas embotelladas o envasadas, bebidas
refrescantes sin alcohol, cerveza, sidra, vino, bebidas
espirituosas y productos similares,

- Azucar, miel y golosinas, incluidos productos de cacao
y chocolate,

- Moluscos bivalvos vivos

- Sal de cocina
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Conclusion: El operador puede justificar que el ALC
pertenece a las categorias de productos anteriores (no se X
exige realizar pruebas regulares con respecto al criterio 1.3).

Observaciones:

Conclusion

La documentacion presentada hace que el resultado de la verificacion del estudio
sobre la vida util establecida para el producto se considere NO SUFICIENTE ya que
no se demuestra que este producto sea un alimento listo para el consumo que ha
recibido un tratamiento listericida validado sin posibilidad de recontaminacién.

CONTINUACION DEL EJEMPLO

Conforme a lo indicado, la empresa realiza una medicion mediante sonda inalambrica
de la temperatura en el interior de los envases (y en las posiciones indicadas de la
superficie del producto) obteniendo los siguientes resultados:

-Butifarra_en envase final individual: la mediciéon con sonda en el punto mas frio del
escaldado a 80 °C durante 2 minutos en el envase final indica que alcanza una
temperatura de al menos 70 °C durante 2 minutos.

Esto supone que se alcanza una inactivacion de mas de 6-D de Lm. Por lo tanto, el
producto podria clasificarse dentro de la categoria 1.3.

-Butifarra en envase final de 10 unidades: La medicién con sonda en el punto mas frio
del escaldado a 80 °C durante 2 minutos en el envase final indican que, en el mejor de
los escenarios posibles, se alcanza una temperatura de al menos 70 °C durante 15
segundos, lo que supondria menos de 1-D de inactivacion de Lm°® y por lo tanto se
consideraria insuficiente para considerarlo un tratamiento de post-letalidad eficaz para
eliminar la recontaminacion.

Por ello, la empresa decide aumentar la temperatura del escaldado de los envases de
10 unidades, siendo la nueva temperatura del bafio de 85 °C y manteniéndose los 5
minutos de duracion. En estas condiciones la temperatura registrada por la sonda es
de al menos 70 °C durante 1,17 minutos. Esto supone que se alcanza una inactivacion
de mas de 3-D’ de Lm lo que se considera suficiente para validar la eficacia del
tratamiento térmico post-letal aplicado en el envase final.

Dado que el tratamiento se aplica en el envase final, la recontaminacion tras el
tratamiento no es posible. Por ello, el producto pertenece a un ALC para el que no se
exige realizar pruebas regulares con respecto al criterio microbiolégico de seguridad
alimentaria de Lm.

En este punto es necesario sefialar que esta medida se ha demostrado adecuada para
este producto y estas condiciones de produccién/tratamiento concretas. Cada proceso

6 Siendo necesarios 2 minutos a 70 °C para alcanzar 6D, 1D se alcanzaria con 0,33 minutos o
lo que es igual 20 segundos a esta misma temperatura.

7 Siendo necesarios 2 minutos a 70 °C para alcanzar 6D, 3D se alcanzarian con 1 minuto a esta
misma temperatura.
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productivo debera ser estudiado individualmente para poder valorar adecuadamente
los posibles riesgos, medidas de control propuestas, etc.

Respuestas al listado de verificacion

2. ALC QUE NO REQUIEREN PRUEBAS REGULARES NO APLICA
PARA LA DETECCION DE Lm EN CIRCUNSTANCIAS |Si | NO
NORMALES. NOTA 4 REGLAMENTO (CE) 2073/2005

¢ El alimento pertenece a alguna de las siguientes categorias?

- Los que hayan recibido un tratamiento listericida
validado sin posibilidad de recontaminacién (por
ejemplo, tratamiento en su envase final) (ver apartado
5: reducciones logaritmicas)

- Frutas y hortalizas frescas, enteras y no transformadas

- Pan, galletas y productos similares, X

- Aguas embotelladas o0 envasadas, bebidas
refrescantes sin alcohol, cerveza, sidra, vino, bebidas
espirituosas y productos similares,

- Azucar, miel y golosinas, incluidos productos de cacao
y chocolate,

- Moluscos bivalvos vivos

- Sal de cocina

Conclusion: El operador puede justificar que el ALC
pertenece a las categorias de productos anteriores (no se | X
exige realizar pruebas regulares con respecto al criterio 1.3).

Observaciones:

Respuesta al arbol de decisiones

1. ¢ Es el alimento un ALC?
si

2. ¢Es un ALC que pertenece a los - El Reglamento (CE) n® 2073/2005 no exige pruebas
productos alimenticios mencionados en Sl periédicas para la deteccion de Lm por estos

la nota al pie de pagina 4 del alimentos en circunstancias normales.
Reglamento (CE) n° 2073/2005?

Conclusion

Con los nuevos datos aportados y los cambios en el proceso la documentacion
presentada hace que el resultado de la verificacion del estudio se considere
SUFICIENTE ya que demuestra que el ALC pertenece a la categoria de alimentos que
han recibido tratamiento térmico u otro proceso eficaz para eliminar la Lm, cuando la
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recontaminacion no sea posible tras este tratamiento (por ejemplo, productos tratados
térmicamente en su envase final), por lo que el Reglamento (CE) 2073/2005 no exige
pruebas periddicas para la deteccién de Lm en circunstancias normales.

Categoria de alimento en relaciéon con el Reglamento (CE) n° 2073/2005

El alimento se clasificaria dentro de los mencionados en la nota a pie de pagina 4 del
Reglamento (CE) n° 2073/2005.

Es responsabilidad del operador verificar que los lotes producidos a partir de la
verificacion suficiente del estudio siguen cumpliendo el criterio para mantenerse dentro
de los alimentos listos para el consumo mencionados en la nota a pie de pagina 4, es
decir, que todos los lotes producidos se tratan térmicamente después de envasar los
productos de acuerdo con las condiciones de tiempo y temperatura validadas y se
alcanza el criterio de funcionamiento aplicable.
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EJEMPLO 2 — CARACTERIZACION Y JUSTIFICACION DE LA CATEGORIZACION
1.3 EN BASE A LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL ALIMENTO.
TOMATE RALLADO.

Planteamiento del ejemplo.

Un operador X fabrica tomate rallado listo para el consumo con una vida util superior
a 5 dias. Para justificar la categorizacion del alimento como 1.3 en base a las
caracteristicas fisicoquimicas, el operador proporciona a las autoridades sanitarias los
resultados de la determinacion del pH de diversas muestras, con las que pretende
demostrar que es un alimento que no puede favorecer el desarrollo de Listeria
monocytogenes (categoria 1.3) ya que el pH seria inferior a 4,4.

Plan de
toma de
muestras

n c m M

Método
analitico
referencia

de Limites Fase en la que se

aplica el criterio

Categoria
alimentos

Microorganis
mos

de

1.3 Alimentos listos

para el consumo
que no pueden
favorecer el
desarrollo de L.
monocytogenes,

que no sean los

Listeria
monocytoge
nes

100 ufc/g

EN/ISO
11290-2

Productos
comercializados
durante su vida util

destinados a los
lactantes ni para
usos meédicos
especiales (4) (8)

(8) Se considera automaticamente que pertenecen a esta categoria los productos con pH < 4,4
0 aw < 0,92, productos con pH < 5,0 y aw < 0,94, y los productos con una vida util inferior a 5
dias. Otras categorias de productos también pueden pertenecer a esta categoria, siempre que
se justifique cientificamente™.
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Aplicacién del arbol de decisiones.

1. ¢Es el alimento un ALC? NO

si

2. (Es un ALC que pertenece a los
productos alimenticios mencionados en
la nota al pie de pagina 4 del
Reglamento (CE) n° 2073/2005?

NO

3. ¢Se trata de un ALC destinado a
lactantes o usos médicos especiales?

NO

4. ¢La vida util del producto es inferior
a 5 dias?

NO

5. ¢Se dispone de datos sobre pH y
a,, del producto?

si

si

si

si

NO

6. (El ALC pertenece a la categoria de ALC que no
favorecen el crecimiento de Lm de acuerdo con sus
caracteristicas fisicoquimicas y el sistema envasado o la
literatura cientifica u otros estudios, o tiene un pH < 4,4 0 aw

<0920pH<50ya,=<094?

(nota al pie de pagina 8 del Reglamento (CE) n° 2073/2005)

NO

7. ¢Se han llevado a cabo estudios
complementarios de validacion de la vida util,
como microbiologia predictiva o challenge tests
(bajo condiciones de almacenamiento
razonablemente esperables) para determinar si el
ALC favorece el crecimiento de Lm?

sSi

8. ¢Los modelos de microbiologia predictiva y/o
los challenge test muestran un crecimiento de Lm
inferior a 0,5 log,, al final de vida util?

NO

9. ¢Los modelos de microbiologia predictiva y/o
challenge test, con posible verificacion mediante
estudios de durabilidad y/o histérico de datos,
muestran, a satisfaccion de la Autoridad competente,
que el limite de 100 ufc/g a fin de vida util no sera
superado de acuerdo con las notas a pie de pagina
5y 7 del Reglamento (CE) n° 2073/2005?

Por lo tanto, la

NO

si

NO

No existen criterios establecidos para Lm en el
Reglamento (CE) n°® 2073/2005 para no ALC. La
seguridad alimentaria se gestiona a través de BPH y
APPCC.

El Reglamento (CE) n° 2073/2005 no exige pruebas
periédicas para la deteccion de Lm por estos
alimentos en circunstancias normales.

Aplica el

criterio 1.1 para ALC destinado a
0 usos médi ial

Aplica el criterio 1.3 para ALC que no favorecen el
crecimiento de Lm.

Caracterizaciéon de pH y a, del
producto (ver apartado 5)

Mientras tanto, aplica el criterio
1.2.b para ALC que favorecen el
crecimiento de Lm.

si

Realizar estudios complementarios
a satisfaccion de la autoridad
competente, como se indica en el
apartado 5.3.

Mientras tanto, aplica el criterio
1.2.b para ALC que favorecen el
crecimiento de Lm.

si

Aplica el criterio 1.2.a para ALC que
favorecen el crecimiento de Lm

Aplica el criterio 1.2.b para ALC que
favorecen el crecimiento de Lm.

El OEA deberia considerar reformulacion,
cambio en las condiciones de procesamiento
y/o reduccion de vida util.

Pregunta 1: Si.

Pregunta 2: No.

Pregunta 3: No.

Pregunta 4: No.

Pregunta 5: ¢?

informacién aportada debe demostrar que las propiedades

fisicoquimicas del alimento no permiten el crecimiento de Listeria monocytogenes.

RESOLUCION DEL EJEMPLO

El operador presenta los siguientes resultados de la medicion de la acidez del

producto:

- muestra 1: pH
- muestra 2: pH
- muestra 3: pH
- muestra 4: pH
- muestra 5: pH

=4,30
4,19
4,26
4,24
4,29
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¢, Se puede concluir que el operador presenta suficiente evidencia para justificar que
el alimento no favorece el crecimiento de L. monocytogenes y que, por tanto, se

incluiria en la categoria 1.3?

No. El alimento no esta bien caracterizado. El operador Unicamente proporciona 5
muestras, de un unico lote. Son necesarios tres lotes del mismo alimento, con un
minimo de 5 muestras cada uno, para tener en cuenta la variabilidad inter e intra

lotes.

Por tanto, no se considera demostrado que el alimento no puede favorecer el

desarrollo de L. monocytogenes.

A esta conclusion se llega aplicando el apartado 3 del listado de verificacion en relacion
a la caracterizacién del producto (que permite responder la pregunta 5 del arbol de
decisiones):

3. CARACTERIZACION FISICO - QUIMICA DEL
PRODUCTO.

NO

NO APLICA

pH

aw

Concentracion de aditivos

La caracterizacion del

: Estructura (sdlido, liquido)
producto incluye:

Microbiota habitual

Compuestos fendlicos

Otros

¢ Se dispone de un minimo de 15 datos de pH y /o de aw
correspondientes a tres lotes diferentes (n= 5/ lote)
representativos de la produccion?

Se caracteriza la variabilidad intra e inter-lote de pHy /o0 aw, y
se estima que la probabilidad de que el pH y/o la aw sean
superiores al limite establecido en la nota 8 es inferior al 5%
(es decir, existe una confianza estadistica superior al 95% de
que el pH y/o la aw es inferior al limite establecido).

- pH=440a,<0,92
- pH=s50yan=<0,94

Para los alimentos multicomponente (por ejemplo, un
sandwich) estos valores se han calculado para cada uno de
los componentes separados del producto una vez montado,
esperando el tiempo suficiente para que haya podido darse la

interaccién entre los ingredientes. Se ha considerado el

30/09/2026

Pagina 78 de 152




3

2

MINISTERIO
DE DERECHOS SOCIALES, CONSUMO
Y AGENDA 2030

componente mas favorable para el crecimiento microbiano. No
se deben calcular a partir de una muestra homogeneizada del
producto completo.

Se caracterizan otros factores intrinsecos o extrinsecos
empleados para justificar la vida util establecida (p.ej., X
concentracién de aditivos).

La vida util establecida es inferior a 5 dias X
Conclusion: El alimento esta correctamente caracterizado. X
Observaciones:

Conclusion: El operador puede justificar que pertenece a la
categoria 1.3 de productos que no pueden favorecer el

2. o X
crecimiento de Listeria monocytogenes por pH/a, (nota 8
Reglamento (CE) 2073/2005).
Observaciones:
* Fuera del ambito de este ejemplo. Los ejemplos se han
elegido sobre aspectos concretos del alimento, sin aportar
detalles de otros aspectos.
Respuesta al arbol de decisiones.
5. ¢Se dispone de datos sobre pH y Caracterizacion de pH y a, del
a,, del producto? NO producto (ver apartado 5)

Mientras tanto, aplica el criterio
1.2.b para ALC que favorecen el
crecimiento de Lm.

Conclusion.

Asi pues, se concluye que la empresa no ha caracterizado bien su producto. No ha
proporcionado evidencias que demuestren de manera satisfactoria que el producto no
puede favorecer el desarrollo de L. monocytogenes, y el resultado de la valoracién del
estudio por parte del control oficial es que la verificacion se considera NO
SUFICIENTE.

Categoria de alimento en relacién con el Reglamento (CE) n° 2073/2005

En este caso, mientras se amplia la caracterizacion del alimento, se clasificaria dentro
de la categoria 1.2b del Reglamento (CE) n° 2073/2005 vy le aplicaria el criterio de
seguridad alimentaria No detectado en 25 g para Listeria monocytogenes, segun se
indica a continuacion:
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Plan de
Categoria de | Microorganis [toma  de|Limites gﬂne;ﬁ,ggo de Fase en la que se
alimentos mos muestras . aplica el criterio
referencia
n c m |M
1.2 Alimentos listos EN/ISO Productos
para el consumo 5 |0 100 ufe/g (5) | 142002 comercializados
que pueden durante su vida util
favorecer el
desarrollo de L.|Listeria
monocytogenes, monocytoge
que no sean los|nes No detectado Productos
. EN/ISO .
destinados a los 5 0 en25¢g comercializados
. 11290-1 o
lactantes ni para (7) durante su vida util
usos meédicos
especiales

(7) Este criterio se aplica si el explotador de la empresa alimentaria que los haya producido no ha podido
demostrar, a satisfaccion de la autoridad competente, que el producto no superara el limite de 100 ufc/g

durante su vida util.
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CONTINUACION DEL EJEMPLO

El mismo operador presenta una revision de la informacion que incluye los siguientes
datos:

Lote #1: 01/03/2025

Lote #2: 25/07/2025 Lote #3: 04/10/2025

muestra 1: pH = 4,31
muestra 2: pH = 4,19
muestra 3: pH = 4,26
muestra 4: pH = 4,24
muestra 5: pH = 4,29

muestra 6: pH =4,13
muestra 7: pH = 4,05
muestra 8: pH = 4,07
muestra 9: pH = 4,04
muestra 10: pH =4,13

muestra 11: pH =4,30
muestra 12: pH = 4,35
muestra 13: pH = 4,34
muestra 14: pH = 4,26

muestra 15: pH = 4,27

¢, Se puede concluir que el operador presenta suficiente evidencia para justificar que
el alimento no favorece el crecimiento de L. monocytogenes y que, por tanto, se
incluiria en la categoria 1.3?

El operador proporciona la informacién minima necesaria para la caracterizacion
fisico-quimica del alimento: 15 muestras (5 muestras de 3 lotes diferentes).

En un caso real, seria responsabilidad del operador asegurar que los lotes
caracterizados sean representativos de la variabilidad de la produccion real.

Una vez proporcionada la cantidad de informacion necesaria para la caracterizacion
del alimento, se procede a comprobar si el alimento puede ser incluido en la categoria
1.3, teniendo en cuenta la variabilidad de sus caracteristicas fisicoquimicas.

La herramienta BIOQURA implementa funciones para realizar estas comprobaciones.
En primer lugar, se requiere calcular el valor medio (funcion PROMEDIO en Excel) y
la desviacion estandar (funcion DESVEST.M en Excel) de todas las medidas.

pH (valor medio) 4,22
Desviacion estandar 0,11
N° de muestras 15

Esta informacién se puede introducir en la herramienta BIOQURA
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pH medio:

422

Desv. standard del pH:
0.11

Numero de medidas:

15

pH méaximo admisible

44

HACER CALCULO

Obteniendo el siguiente resultado:

Resultados del calculo

Proporcion de muestras con un pH superior al
admisible

Se estima un porcentaje del 6.7 %

Eso es, 67.3 unidades de cada 1000.

8
k-]
o
o
o
2
a
m50
©
g
]
1}
c
@
(=]

0.2
Proporcion de muestras no validas
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La herramienta, teniendo en cuenta la variabilidad inter e intra-lotes, calcula una
probabilidad de que el pH sea superior al valor admisible (pH 4,4) del 6,7%, superior
al 5% establecido (Documento de orientacion para la verificacion de estudios de vida
util, AESAN, 2026). Es decir, la confianza en la estimacion de que el pH sea inferior a
4,4 solo alcanza el 93,3%, por lo que el nivel de confianza estaria por debajo del limite
establecido por el gestor (95%).

Por lo tanto, la caracterizacion fisicoquimica del alimento no presenta suficiente
evidencia de que el producto no puede favorecer el crecimiento de L. monocytogenes,
a pesar de que ninguna muestra supera el valor limite de pH. Esto puede indicar que
el muestreo no es suficientemente amplio para garantizar la confianza estadistica.

CONTINUACION DEL EJEMPLO

Al aportar mayor cantidad de datos se hace mas robusto el célculo estadistico,
mejorando la estimacion, por lo que el operador aporta datos de un nuevo lote:

Lote #4: 07/11/2025

- muestra 16: pH =4,29
- muestra17: pH=4,19
- muestra 18: pH =4,27
- muestra 19: pH =4,28
- muestra 20: pH =4,29

Se calcula de nuevo el valor medio del pH y la desviacion estandar, ahora sumando
los nuevos datos a los ya existentes:

pH (valor medio) 4,22
Desviacion estandar 0,09
N° de muestras 20

Esta informacion se introduce de nuevo en la herramienta BIOQURA
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pH medio:

4.22

Desv. standard del pH:
0.09

Namero de medidas:

20

pH maximo admisible

44

HACER CALCULO

Obteniendo el siguiente resultado:

Resultados del calculo

Proporcion de muestras con un pH superior al
admisible

Se estima un porcentaje del 3.2 %

Eso es, 32.4 unidades de cada 1000.

15+

S

8
=
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@
a
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h=d
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010
Proporcién de muestras no validas
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Ahora, la herramienta calcula una probabilidad de que el pH sea superior al valor
admisible (pH 4,4) del 3,2%, que ahora si es inferior al 5% establecido. Es decir, la
confianza en la estimacion de que el pH sea inferior a 4,4 alcanza el 96,8%, por lo que
el nivel de confianza ya es superior al limite establecido (95%).

Por lo tanto, la caracterizacion fisicoquimica del alimento ahora si presenta suficiente
evidencia de que el producto no puede favorecer el crecimiento de L. monocytogenes.

Aplicando el apartado 3 del listado de verificacion en relacion a la definicion vy
caracterizacion del producto (que permite responder la pregunta 5 del arbol de
decisiones) estariamos en la siguiente situacion:

3. CARACTERIZACION FiSICO - QUIMICA DEL si | No NO APLICA
PRODUCTO.

pH X

aw *

Concentracion de aditivos

La caracterizacion del

: Estructura (solido, liquido) *
producto incluye:

Microbiota habitual *

Compuestos fendlicos

Otros *

¢, Se dispone de un minimo de 15 datos de pH y /o de aw
correspondientes a tres lotes diferentes (n= 5/ lote) | X
representativos de la produccion?

Se caracteriza la variabilidad intra e inter-lote de pHy /o0 aw, y
se estima que la probabilidad de que el pH y/o la aw sean
superiores al limite establecido en la nota 8 es inferior al 5%
(es decir, existe una confianza estadistica superior al 95% de | x
que el pH y/o la aw es inferior al limite establecido).

- pH<440a,<0,92
- pH=s5,0yaw=<0,94

Para los alimentos multicomponente (por ejemplo, un X
sandwich) estos valores se han calculado para cada uno de
los componentes separados del producto una vez montado,
esperando el tiempo suficiente para que haya podido darse la
interaccion entre los ingredientes. Se ha considerado el
componente mas favorable para el crecimiento microbiano. No
se deben calcular a partir de una muestra homogeneizada del
producto completo.
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Se caracterizan otros factores intrinsecos o extrinsecos
empleados para justificar la vida util establecida (p.ej., X
concentracién de aditivos).

La vida util establecida es inferior a 5 dias X

Conclusion: El alimento esta correctamente caracterizado. X

Observaciones:

Conclusion: El operador puede justificar que pertenece a la | X
categoria 1.3 de productos que no pueden favorecer el
crecimiento de Listeria monocytogenes por pH/a, (nota 8
Reglamento (CE) 2073/2005).

Observaciones:

* Fuera del ambito de este ejemplo. Los ejemplos se han
elegido sobre aspectos concretos del alimento, sin aportar
detalles de otros aspectos.

Respuesta al arbol de decisiones.

Aplica el criterio 1.3 para ALC que no favorecen el
crecimiento de Lm. :

5. ;Se dispone de datos sobre pH y
a,, del producto?

Sik

6. ¢El ALC pertenece a la categoria de ALC que no
favorecen el crecimiento de Lm de acuerdo con sus
caracteristicas - fisicoquimicas 'y el sistema envasado o la
literatura cientifica u otros estudios, o tiene un pH<4,40aw |
£0920pH=<50vya,=<0,94? ) )
(nota al pie de pagina 8 del Reglamento (CE) n® 2073/2005)

si

Conclusion.

Asi pues, se concluye que la empresa ha proporcionado evidencias que demuestran
de manera satisfactoria que el producto no puede favorecer el desarrollo de L.
monocytogenes, y el resultado de la valoracién del estudio por parte del control oficial
es que la verificacion se considera SUFICIENTE.

Cateqoria de alimento en relacién con el Reglamento (CE) n° 2073/2005

En este caso, el alimento se clasificaria dentro de la categoria 1.3 del Reglamento
(CE) n°® 2073/2005 y le aplicaria el criterio de seguridad alimentaria 100 ufc/g para
Listeria monocytogenes, segun se indica a continuacion:
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Categoria de
alimentos

Microorganis
mos

Plan de
toma de
muestras

Limites

n C

m M

Método
analitico
referencia

de

Fase en la que se
aplica el criterio

1.3 Alimentos listos
para el consumo
que no pueden
favorecer el
desarrollo de L.
monocytogenes,
que no sean
destinados a los
lactantes ni para
usos meédicos
especiales (4) (8)

los

Listeria
monocytoge
nes

100 ufc/g

EN/ISO
11290-2

Productos
comercializados
durante su vida util

(8) Se considera automaticamente que pertenecen a esta categoria los productos con pH < 4,4
o aw < 0,92, productos con pH £ 5,0 y aw < 0,94, y los productos con una vida util inferior a 5
dias. Otras categorias de productos también pueden pertenecer a esta categoria, siempre que
se justifique cientificamente™.

la categoria 1.3.

Es responsabilidad del operador verificar que los lotes producidos a partir de la
verificacion suficiente del estudio siguen cumpliendo el criterio para mantenerse en
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EJEMPLO 3 - CARACTERIZACION DE UN ALIMENTO MULTICOMPONENTE.

SANDWICH.

Planteamiento del ejemplo

Un operador X fabrica sandwiches listos para el consumo con una vida util superior a
5 dias. Se trata de sandwiches dobles con dos rellenos diferentes. Uno de ellos
contiene una loncha de queso y lechuga, mientras que el otro esta constituido por una
mezcla de tomate, atun y mayonesa.

La siguiente tabla resume los parametros mas relevantes del producto para este

ejemplo:

Nombre:

Sandwich de tomate, atun, queso Gouda y lechuga.

Ingredientes:

Pan de molde (45%), tomate (14%), atun claro (13%), queso
Gouda (12%), lechuga (10%) y salsa mayonesa (6%).

Elaboracion

Antes de montar los ingredientes del sandwich, el pan de molde
se corta en rebanadas y posteriormente en triangulos, el
tomate se corta en rodajas, el queso se corta en lonchas y el
atun se desmigaja y se mezcla intimamente con la mayonesa,
considerandose el atun con mayonesa un Unico componente
del sandwich.

Presentacion:

Formato individual de 180 g (peso neto)

Envasado:

Envase de plastico en atmésfera modificada

Almacenamiento:

Refrigeracion (0 — 4°C)

Vida util

18 dias

El operador quiere encargar un estudio complementario para justificar la vida util de su
producto para lo cual, siguiendo el arbol de decisiones, debe realizar previamente una
caracterizacion fisico-quimica del mismo.
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Aplicacién del arbol de decisiones.

No existen criterios establecidos para Lm en el P t 1 n S’
1. ¢Es el alimento un ALC? NO Reglamento (CE) n°® 2073/2005 para no ALC. La regu n a [ ] I.
seguridad alimentaria se gestiona a través de BPH y
I APPCC.
S

2. (Es un ALC que pertenece a los - El Reglamento (CE) n° 2073/2005 no exige pruebas
productos alimenticios mencionados en si

N P periédicas para la deteccion de Lm por estos P t 2- N
la nota al pie de pagina 4 del alimentos en circunstancias normales. regun a " o'

Reglamento (CE) n° 2073/2005?

NO

3. ¢Se trata de un ALC destinado a . Aplica el criterio 1.1 para ALC destinado a

lactantes o usos médicos especiales? sl 0 usos médi pecial P reg u nta 3 : N O_
NO

4. ¢ La vida util del producto es inferior f Aplica el criterio 1.3 para ALC que no favorecen el P g t 4 - N
a5 dias? st crecimiento de Lm. re u n a - O'

NO

5. ¢ Se dispone de datos sobre pH y Caracterizacion de pH y a, del P t 5 . H
a,, del producto? NO producto (ver apartado 5) reg u n a [ ] C ?
Mientras tanto, aplica el criterio

1.2.b para ALC que favorecen el
si crecimiento de Lm.

6. (EI ALC pertenece a la categoria de ALC que no
favorecen el crecimiento de Lm de acuerdo con sus
caracteristicas fisicoquimicas y el sistema envasado o la
literatura cientifica u otros estudios, o tiene un pH < 4,4 0 aw
<0,920pH<50ya, <0,94?

(nota al pie de pagina 8 del Reglamento (CE) n° 2073/2005)

si

NO
Realizar estudios complementarios
a satisfaccion de la autoridad
7. :Se han llevado a cabo estudios competente, como se indica en el
complementarios de validacion de la vida util, NO apartado 5.3.
como microbiologia predictiva o challenge tests Mientras tanto, aplica el criterio
(bajo  condiciones de  almacenamiento 1.2.b para ALC que favorecen el
razonablemente esperables) para determinar si el crecimiento de Lm.

ALC favorece el crecimiento de Lm?
si

8. ¢Los modelos de microbiologia predictiva y/o i
los challenge test muestran un crecimiento de Lm sl
inferior a 0,5 logy, al final de vida 0til?

NO

Aplica el criterio 1.2.a para ALC que

9. ¢Los modelos de microbiologia predictiva y/o sl favorecen el crecimiento de Lm

challenge test, con posible verificacion mediante

estudios de durabilidad y/o histérico de datos,

muestran, a satisfaccion de la Autoridad competente,

que el limite de 100 ufc/g a fin de vida util no sera NO
superado de acuerdo con las notas a pie de pagina

5y 7 del Reglamento (CE) n® 2073/2005?

Aplica el criterio 1.2.b para ALC que
favorecen el crecimiento de Lm.

El OEA deberia considerar reformulacion,
cambio en las condiciones de procesamiento
y/o reduccion de vida dtil.

RESOLUCION DEL EJEMPLO

Para llevar a cabo esta caracterizacion, el operador proporciona al laboratorio de
analisis los valores de pH y aw del sandwich (un conjunto de datos superior a 20,
correspondientes a diferentes lotes), tras realizar una mezcla homogénea (picado
mecanico del sandwich completo hasta obtener una pasta de aspecto homogéneo) de
todos los ingredientes.

pH dw
Media + DE Percentii Media+DE ' Percentil
1

95 95
Sandwich ? 5,17 £ 0,11 5,31 0,986 * 0,991
0,006

' DE: desviacion estandar.
2 valores obtenidos tras mezclar homogéneamente todos los ingredientes del
sandwich.
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¢, Se puede concluir que el operador ha caracterizado correctamente el alimento?

No. El operador ha presentado datos suficientes que cubren un periodo largo de
tiempo para conocer la distribucion de los parametros fisicoquimicos. Sin embargo,
el alimento no esta bien caracterizado: el operador ha homogeneizado los
componentes del sandwich, pero deberia caracterizar cada componente de manera
individual, separados del producto una vez montado, y esperando el tiempo
suficiente para que haya podido darse la interaccion entre los ingredientes. Las
determinaciones deberian realizarse tras un periodo de tiempo suficiente que
permita que tengan lugar las transferencias de humedad y de solutos entre los
distintos ingredientes en contacto. Estas interacciones pueden modificar el pH y la
aw de cada componente respecto a sus valores iniciales y, por tanto, influir en el
comportamiento microbiolégico real del producto.

Por tanto, no se considera que el producto esté bien caracterizado.

Respuesta al arbol de decisiones.

5. ;Se dispone de datos sobre pH y Caracterizacion de pH y a, del
a,, del producto? NO producto (ver apartado 5)
Mientras tanto, aplica el criterio
1.2.b para ALC que favorecen el
crecimiento de Lm.

Conclusién.
Asi pues, se concluye que la empresa no ha caracterizado bien su producto.

CONTINUACION DEL EJEMPLO

El laboratorio de analisis le indica que esos datos no son adecuados y que necesitaria
los datos de los ingredientes una vez montado el sandwich, y esperando el tiempo
suficiente para que haya podido darse la interaccion entre los ingredientes.

El operador dispone de los datos de los parametros fisicoquimicos de las materias
primas, obtenidos por separado antes de montar el sandwich, que se los facilita al
laboratorio.

pH dw
Media + DE Percentii Media+de' Percentil
L 95 95

Pan 5,46 £ 0,04 5,51 0,955 + 0,960
0,004

Lechuga 6,07 £ 0,04 6,12 0,994 + 0,997
0,003

Queso 5,28 £ 0,03 5,31 0,973 0,980
0,002

Tomate 4,34 + 0,02 4,35 0,996 * 0,999
0,002

Atlin con 5,06 £ 0,02 5,08 0,990 % 0,991
mayonesa 0,002

"DE: desviacién estandar.
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Sin embargo, el laboratorio le indica que esos datos siguen sin ser suficientes, ya que
los datos deben corresponder a los ingredientes una vez que se ha montado el
sandwich y esperado a que se haya dado la interaccion entre los ingredientes y se
haya alcanzado el equilibrio de pH y aw. Los datos de las materias primas antes de la
interaccion tampoco son adecuados. Asi pues, el operador y el laboratorio acuerdan
caracterizar el alimento 24 horas después de haber montado el sandwich.

Para ello analizan 15 muestras (cinco unidades de tres lotes diferentes,
representativos de la produccién). Los resultados se presentan en la siguiente tabla.

Lote #1: 19/04/2026 Lote #2: 26/07/2026 Lote #3: 02/09/2026
muestra | pH | aw muestra | pH | aw muestra | pH | aw
1 6 11
pan’ 5,62 | 0,981 pan’ 5,66 | 0,980 pan’ 5,65 | 0,981

lechuga 6,01 | 0,986 lechuga | 6,00 | 0,988 lechuga 6,03 | 0,987
queso 5,40 | 0,976 queso 5,39 | 0,977 queso 543 | 0,977
tomate 4,45 | 0,991 tomate 4,40 | 0,993 tomate 4,43 | 0,997
salsa 4,94 1 0,990 salsa 5,00 | 0,991 salsa 5,00 | 0,990

atun atun atun
muestra | pH | aw muestra | pH | aw muestra | pH | aw
2 7 12
pan’ 5,69 | 0,982 pan’ 5,69 | 0,981 pan’ 5,70 | 0,980

lechuga | 6,00 | 0,983 lechuga | 6,00 | 0,987 lechuga 6,02 | 0,987
queso 5,39 | 0,977 queso 5,35 | 0,976 queso 5,39 | 0,976
tomate 4,43 | 0,993 tomate 4,44 1 0,992 tomate 4,45 | 0,998
salsa 4,95 | 0,992 salsa 5,00 | 0,990 salsa 5,02 | 0,990

atun atun atun
muestra | pH | aw muestra | pH | aw muestra | pH | aw
3 8 13
pan’ 5,66 | 0,980 pan’ 5,65 | 0,983 pan’ 5,63 | 0,979

lechuga |6,02 | 0,982 lechuga | 6,01 | 0,985 lechuga 5,94 | 0,986
queso 5,38 | 0,973 queso 5,38 | 0,972 queso 5,38 | 0,971
tomate 4,43 ] 0,992 tomate 4,43 | 0,995 tomate 4,44 | 0,996

salsa 5,02 | 0,991 salsa 4,98 | 0,989 salsa 5,02 | 0,993
atun atun atun

muestra | pH | aw muestra | pH | aw muestra | pH | aw

4 9 14

pan’ 5,62 | 0,979 pan’ 5,611 0,982 pan’ 5,69 | 0,979

lechuga | 6,00 | 0,984 lechuga | 6,02 | 0,985 lechuga | 5,95 | 0,988
queso 5,410,972 queso 5,41 | 0,975 queso 5,40 | 0,978
tomate 4,39 | 0,989 tomate 4,43 | 0,995 tomate 4,34 | 0,996
salsa 5,01 | 0,989 salsa 4,99 | 0,992 salsa 4,95 | 0,989
atun atun atun
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muestra | pH | aw muestra | pH | aw muestra | pH | aw

5 10 15

pan’ 5,610,978 pan’ 5,65 | 0,979 pan’ 5,65 | 0,978
lechuga | 5,99 | 0,989 lechuga | 5,99 | 0,991 lechuga | 5,97 | 0,987
queso 5,40 | 0,975 queso 5,43 | 0,977 queso 5,38 | 0,974
tomate 4,44 | 0,994 tomate 4,39 | 0,994 tomate 4,47 | 0,995
salsa 4,94 | 0,990 salsa 4,97 | 0,988 salsa 4,99 | 0,991
atun atun atun

' Se ha analizado la rebanada de pan externa inferior, en contacto con la lechuga. El
pan es uno de los alimentos mencionados en la nota 4 del Reglamento (CE) n°
2073/2005, por lo que, en circunstancias normales, no se exige realizar pruebas
regulares con respecto a Lm. Sin embargo, en este ejemplo, las caracteristicas de pH
y aw se podrian ver alteradas por la interaccion con otros ingredientes, por lo que

conviene su caracterizacion.

alcanzar el

equilibrio, alguno de

Este ejemplo se ha realizado con rigor cientifico para justificar el
componente del sandwich que presenta unas condiciones de crecimiento
mas favorables para el crecimiento de Listeria monocytogenes.

En el caso real de un alimento en el que se pueda justificar que, después de
los componentes presenta unas
caracteristicas intrinsecas que se encuentran claramente fuera de los limites
de crecimiento de L. monocytogenes, no seria necesario realizar una
caracterizacion exhaustiva de ese componente.
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¢, Se puede concluir que el operador ha caracterizado correctamente el alimento?

Si. El operador ha presentado datos de cada componente del sandwich de manera
individual, después de haber montado el producto, y esperando el tiempo suficiente
para que haya podido darse la interaccion entre los ingredientes.

Por tanto, se considera que el producto esta bien caracterizado.

Respuesta al arbol de decisiones.

5. (Se dispone de datos sobre pH y a
a,, del producto?

si

6. ,El ALC pertenece a la categoria de ALC que no
favorecen el crecimiento de Lm de acuerdo con sus
caracteristicas fisicoquimicas y el sistema envasado o la
literatura cientifica u otros estudios, o tiene un pH < 4,4 0 aw
=0920pH=50Yya,=0.94?

(nota al pie de pagina 8 del Reglamento (CE) n° 2073/2005)

NO
Realizar estudios complementarios
a satisfaccion de la autoridad
7. ¢Se han llevado a cabo estudios competente, como se indica en el
complementarios de validacion de la vida util, NO apartado 5.3.
como microbiologia predictiva o challenge tests Mientras tanto, aplica el criterio
(bajo  condiciones de  almacenamiento 1.2.b para ALC que favorecen el
razonablemente esperables) para determinar si el crecimiento de Lm.
ALC favorece el crecimiento de Lm

Para determinar el componente en el que, una vez alcanzado el equilibrio tras la
interaccion entre los componentes, se van a presentar las condiciones mas favorables
para el crecimiento de Listeria monocyotogenes, se calculan los valores medios de los
parametros fisicoquimicos de las 15 muestras tras un dia de contacto entre los
ingredientes.

Estos valores son introducidos en Combase, con el Unico fin de conocer que
combinacion de parametros de pH y aw de cada uno de los componentes proporciona
las condiciones mas favorables para el crecimiento de Listeria monocyotogenes y no
como validacion del crecimiento real que tendria L. monocyofogenes, en esos
componentes.

Los resultados se muestran en la siguiente tabla, en las que se puede apreciar que la
lechuga es el componente en el que, una vez alcanzado el equilibrio, permitiria un
crecimiento mas rapido de Listeria monocytogenes (velocidad de crecimiento mas
alta). Los graficos que proporciona Combase se muestran la siguiente tabla:
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pH aw Velocidad de crecimiento a
4°C (log conc./h)
Pan 5,65 0,980 0,00974
Lechuga 6,00 0,986 0,013
Queso 5,39 0,975 0,00691
Tomate 4,42 0,994 0,00286
Atun con 4,97 0,990 0,00611
mayonesa
Aplicacién del listado de verificacién:
3. CARACTERIZACION FiSICO - QUIMICA DEL si | No | NOAPLICA
PRODUCTO.
pH X
aw X
Concentracion de aditivos X
La caracterizacion del I"Estructura (solido, liquido) X
producto incluye:
Microbiota habitual X
Compuestos fendlicos X
Otros
¢, Se dispone de un minimo de 15 datos de pH y /o de aw
correspondientes a tres lotes diferentes (n= 5/ lote) | X

representativos de la produccion?

Se caracteriza la variabilidad intra e inter-lote de pHy /0 aw, ¥
se estima que la probabilidad de que el pH y/o la aw sean
superiores al limite establecido en la nota 8 es inferior al 5%
(es decir, existe una confianza estadistica superior al 95% de
que el pH y/o la aw es inferior al limite establecido).

- pH<4,40a,5<0,92
- pH<50ya,s<0,94

Para los alimentos multicomponente (por ejemplo, un
sandwich) estos valores se han calculado para cada uno de
los componentes separados del producto una vez montado,
esperando el tiempo suficiente, que se habra registrado, para
que haya podido darse la interaccion entre los ingredientes. Se
ha considerado el componente mas favorable para el
crecimiento microbiano. No se deben calcular a partir de una
muestra homogeneizada del producto completo.
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Se caracterizan otros factores intrinsecos o extrinsecos X
empleados para justificar la vida util establecida (p.ej.,
concentracién de aditivos).

La vida util establecida es inferior a 5 dias X

Conclusion: El alimento esta correctamente caracterizado. X

Observaciones:

Se ha identificado cual es el componente con caracteristicas
mas favorables al crecimiento de Lm.

Conclusion: El operador puede justificar que pertenece a la
categoria 1.3 de productos que no pueden favorecer el
crecimiento de Listeria monocytogenes por pH/a, (nota 8
Reglamento (CE) 2073/2005).

Observaciones: Se deben aportar estudios complementarios
para validar la vida util asignada.

Conclusion.

La empresa ha caracterizado correctamente su producto. El componente que presenta
unas condiciones mas favorables para el crecimiento de L. monocytogenes es la
lechuga (valores iniciales: pH = 6,07 £ 0,04; a, = 0,994 £ 0,003). Ademas, estos valores
se han determinado una vez que el producto ha sido montado, separando los
componentes tras esperar el tiempo suficiente para que se haya dado la interaccion
entre los componentes (pH = 6,00 + 0,03; aw = 0,986 * 0,002 tras transcurrir un dia de
su vida util).

Por lo tanto, para la realizacion de los estudios complementarios necesarios para
validar la vida util se debera considerar que el ingrediente que presenta las
caracteristicas mas favorables al crecimiento de Lm es la lechuga.
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EJEMPLO 4 - BIBLIOGRAFIA CIENTIFICA. QUESO FETA.

Planteamiento del ejemplo.

La empresa X quiere comercializar un queso tipo Feta fabricado a partir de leche de
oveja pasteurizada y que se comercializa cortado en dados y envasado en bolsas de
plastico.

QUESO FETA
ESTILO GRIEGO |

Para dicho producto propone una vida util de 4 meses en refrigeracion (“Conservar en
frio entre 1y 4 °C").

La empresa indica que ha caracterizado ampliamente el producto y proporciona los
datos de los tres lotes representativos (fabricados en condiciones idénticas a las que
se usaran para los productos que quieren comercializar y de forma independiente -
diferentes lotes de materias primas y dias de produccién-) cuyas caracteristicas fisico-
quimicas son las mas favorables para el crecimiento de Listeria monocytogenes (tabla

1),

Tabla 1: Caracteristicas fisico-quimicas de 3 lotes independientes de produccién (los
mas favorables para el crecimiento de L. monocytogenes). Los valores indicados
corresponden al promedio y desviacion estandar (DE) de 5 determinaciones (cada una
correspondiente a una unidad de muestreo independiente).

Lote 20250201 ‘ Lote 20250208 Lote 20250304

Promedio DE  Promedio | DE Promedio DE

pH 4,48 0,05 4,43 0,05 4,52 0,07
aw 0,946 0,002 0,952 0,002 0,948 0,010

Acido lactico

(%) 1,43 0,1 1,51 0,05 1,56 0,81
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El proceso simplificado de produccion de dicho producto es el siguiente:

L g

Pasteurizacién Cuajado Maduracién

Moldeado (12% 1d > 6% 4 d; Envasadoy

802°C /60 s, 35-37 2C/90 mii
( /60's) ( V)] (35522 °C/6 h) 229Ch) refrigeracién

Como se describe en el diagrama, la leche de oveja se somete a un proceso de
pasteurizacion (80 °C/ 60 segundos) y posteriormente se transfiere a una cuba de
cuajado donde se le afaden el cuajo, cloruro sddico y los microorganismos estarter
(en este caso un preparado comercial que incluye Lactococcus lactis subesp. lactis y
Lactococcus lactis subesp. cremoris). El proceso de cuajado se desarrolla a 35-37 °C
durante 90 minutos.

Inmediatamente después se procede a su moldeado, que se extiende unas 6 horas y
en el que la temperatura baja de 37 °C a unos 22 °C. A este proceso le sigue la
maduracién en salmuera que se hace en dos fases. Una primera en un bafno con el 12
% de cloruro sédico por un dia y una segunda en un bafio con el 6 % de cloruro sédico
por cuatro dias, en ambos casos a 22 °C.

El queso feta generado se corta en dados y se envasa con su salmuera y refrigerado,
quedando asi listo para su distribucion.
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Aplicacién del arbol de decisiones.

No existen criterios establecidos para Lm en el

1. ¢Es el alimento un ALC? NO Reglamento (CE) n° 2073/2005 para no ALC. La P 1 . Si
seguridad alimentaria se gestiona a través de BPH y L] .
- APPCC.
Sl
2. ¢Es un ALC que pertenece a los - El Reglamento (CE) n® 2073/2005 no exige pruebas
productos alimenticios mencionados en sl periédicas para la deteccion de Lm por estos P 2: N o

la nota al pie de pagina 4 del
Reglamento (CE) n° 2073/2005?

alimentos en circunstancias normales.

NO
3. ;Se trata de un ALC destinado a . Aplica el criterio 1.1 para ALC destinado a P3 N N
lactantes o usos médicos especiales? Sl o0 usos médi pecial [ ] O.
NO
4. La vida util del producto es inferior Aplica el criterio 1.3 para ALC que no favorecen el P 4 N N O
a5 dias? crecimiento de Lm. " .
NO
5. ¢Se dispone de datos sobre pH y Caracterizacion de pH y a, del V'
a, del producto? NO producto (ver apartado 5) P 5 : S I

Mientras tanto, aplica el criterio
1.2.b para ALC que favorecen el
crecimiento de Lm.

6. ¢(El ALC pertenece a la categoria de ALC que no

favorecen el crecimiento de Lm de acuerdo con sus si P6 [ ]
caracteristicas fisicoquimicas y el sistema envasado o la L]
literatura cientifica u otros estudios, o tiene un pH < 4,4 0 aw

<0920pH=<50ya,=<094?

(nota al pie de pagina 8 del Reglamento (CE) n° 2073/2005)

O
")

NO
Realizar estudios complementarios
a satisfaccion de la autoridad
7. ¢Se han llevado a cabo estudios competente, como se indica en el
complementarios de validacion de la vida atil, NO apartado 5.3.
como microbiologia predictiva o challenge tests Mientras tanto, aplica el criterio
(bajo  condiciones de  almacenamiento 1.2.b para ALC que favorecen el
razonablemente esperables) para determinar si el crecimiento de Lm.

ALC favorece el crecimiento de Lm?
si

8. ¢Los modelos de microbiologia predictiva y/o
los challenge test muestran un crecimiento de Lm
inferior a 0,5 logy, al final de vida util?

NO
Aplica el criterio 1.2.a para ALC que

9. ¢(Los modelos de microbiologia predictiva y/o si favorecen el crecimiento de Lm

challenge test, con posible verificacion mediante

estudios de durabilidad y/o histérico de datos,

muestran, a satisfaccion de la Autoridad competente,

que el limite de 100 ufc/g a fin de vida util no sera NO
superado de acuerdo con las notas a pie de pagina

5y 7 del Reglamento (CE) n°® 2073/2005?

Aplica el criterio 1.2.b para ALC que
favorecen el crecimiento de Lm.

El OEA deberia considerar reformulacion,
cambio en las condiciones de procesamiento
y/o reduccioén de vida util.

Resolucion del ejemplo

De acuerdo con los resultados de los analisis fisicoquimicos el alimento (queso feta)
no posee ni pH <44, ni a, < 0,92 ni una combinacion de ambos parametros de pH <
5,0 y aw < 0,94. Sin embargo la empresa expone/argumenta que existe bibliografia
consolidada que demuestra que en queso feta no sélo no es posible el crecimiento de
L. monocytogenes, sino que lo que se produce es una inactivacion progresiva de los
microorganismos de esta especie.

Esta afirmacién se sustenta en una revisién bibliografica realizada por el responsable
de calidad e I+D de la empresa, graduado en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos y
con un master en analisis microbiolégico de los alimentos, en base a la cual se
concluye que en el queso feta, como es el caso que se trata, no sélo que no es posible
el crecimiento de L. monocytogenes, sino que, en la mayoria de los casos, lo que se
produce es una inactivacioén progresiva de los microorganismos de esta especie. Las
principales caracteristicas de esta revision se describen a continuacion (Tabla 2).
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Tabla 2: Caracteristicas de la revision bibliografica desarrollada

Términos de busqueda “Feta cheese” AND (“Listeria monocytogenes” OR
“L. monocytogenes)

Fuentes bibliograficas SCOPUS y PUBMED

Campos de Busqueda Titulo, Resumen y palabras Clave

Idiomas Inglés y Espanol

Fecha busqueda 17/07/2025

Tabla 3: Criterios de inclusién empleado en la revisién bibliografica.

Criterios de Inclusion

Articulos originales (no revisiones ni capitulos de libro) en inglés CH
o castellano
Articulos que estudian el crecimiento y/o supervivencia de L. Cl2

monocytogenes en alimentos con caracteristicas y condiciones de
conservacion comparables (y relevantes desde el punto de vista de la
estimacion de su vida util) a las del alimento objeto de estudio (queso

feta, ver tabla 1)

Articulos sin sesgos® ClI3

El informe indica que se encontraron 36 articulos a través de los dos buscadores
(SCOPUS y PubMED), que se redujeron a 25 tras eliminar los duplicados. De ellos 3
se excluyeron por no cumplir con el Criterio de inclusion 1 (Cl1) y 14 con el Criterio de
Inclusion 2 (CI2). Ninguno se excluyé por no cumplir con el CI3.

Asi, en base a estos criterios se consideraron relevantes los siguientes estudios:

- Erkmen O. Inactivation kinetics of Listeria monocytogenes in Turkish White cheese
during the ripening period  (2000) Journal of Food Engineering, 46 (2), pp. 127 —
131. DOI: 10.1016/S0260-8774(00)00076-5

- Kaya N., Arslan Aydogdu E.O., Kimiran A. Isolation and identification of Listeria spp.
from white cheese samples presented for consumption in Istanbul (2021)
Sakarya University Journal of Science, 25 (6), pp. 1253 - 126. DOI:
10.16984/saufenbilder.985810

- Ramsaran H., Chen J., Brunke B., Hill A., Griffiths M.W. Survival of bioluminescent
Listeria monocytogenes and Escherichia coli 0157:H7 in soft cheeses (1998) Journal
of Dairy Science, 81 (7), pp. 1810 - 1817 DOI: 10.3168/jds. S0022-0302(98)75750-
9

8 Tipos de Sesgos evaluados:

* Sesgo de seleccidn. Ocurre cuando los individuos o grupos en un estudio difieren sistematicamente de la poblacién de interés,
Incluye el sesgo que surge cuando existen diferencias sistematicas entre las caracteristicas iniciales de los grupos que se comparan.
¢ Sesgo de informacién medicidn). Sesgo que surge de diferencias sistematicas en la recopilacién, recuperacidn, registro o manejo
de la informacion utilizada en un estudio. Incluye el causado por errores sistematicos en la toma y/ andlisis de datos.

» Sesgo de deteccidn. Existencia de diferencias sistematicas entre los grupos en la forma en cdmo se determinaron los resultados.
® Sesgo de realizacion. Existencia de diferencias sistematicas entre los grupos estudiados en cuanto a las condiciones aplicadas.

* Sesgo de publicacién. Cuando la probabilidad de que un estudio sea publicado se ve afectada por sus hallazgos. Con frecuencia,
los estudios con resultados positivos tienen mas probabilidades de ser publicados que aquellos con resultados negativos o nulos.
Fuente: Catalogue of bias collaboration. Bankhead CR, Spencer EA, Nunan D. Information bias. In: Sackett Catalogue Of Biases
2019. https://catalogofbias.org/biases/information-bias/
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- Konteles S., Sinanoglou V.J., Batrinou A., Sflomos K. Effects of y-irradiation on
Listeria monocytogenes population, colour, texture and sensory properties of Feta
cheese during cold storage (2009) Food Microbiology, 26 (2), pp. 157 - 165  DOI:
10.1016/j.fm.2008.10.006

- Papadimitriou K., Anastasiou R., Georgalaki M., Bounenni R., Paximadaki A.,
Charmpi C., Alexandraki V., Kazou M., Tsakalidou E. Comparison of the
microbiome of artisanal homemade and industrial Feta cheese through amplicon
sequencing and shotgun metagenomics  (2022) Microorganisms, 10 (5), art. no.
1073. DOI: 10.3390/microorganisms10051073.

- Papageorgiou D.K.,, Marth E.H. Fate of Listeria monocytogenes during the
manufacture, ripening and storage of Feta cheese. J Food Prot. 1989 Feb;52(2):82-87.
doi: 10.4315/0362-028X-52.2.82. PMID: 30991481.

- Genigeorgis C., Carniciu M., Dutulescu D., Farver T.B. Growth and survival of Listeria
monocytogenes in market cheeses stored at 4 to 30°C. J Food Prot. 1991
Sep;54(9):662-668. doi: 10.4315/0362-028X-54.9.662. PMID: 31051570.

- Wemmenhove E., Wells-Bennik M.H.J., Zwietering M.H. A model to predict the fate
of Listeria monocytogenes in different cheese types - A major role for undissociated
lactic acid in addition to pH, water activity, and temperature. Int J Food Microbiol. 2021
Nov 2; 357:109350. Epub 2021 Jul 30. doi: 10.1016/j.iffoodmicro.2021.109350. PMID:
34455130.

Una vez extraidos los datos, el autor del informe indica que comprobé que los estudios
de Kaya et al. (2021) y Papadimitiou et al. (2022) debian ser excluidos pues en ellos
no se estudiaba la capacidad de crecimiento de Listeria monocytogenes, tan sélo su
presencia/ausencia (tabla 4).

Ademas, para establecer comparaciones y extraer conclusiones también excluyo el
estudio de Genigeorgis et al. (1991) ya que el queso feta estudiado en dicho trabajo
tenia un pH menor al producido por la empresa y, por lo tanto, el del estudio de
Genigeorgis et al. seria mas limitante para el crecimiento de Listeria que el producido
por esta empresa (tabla 4).

Una vez excluidos dichos articulos el autor del informe concluyd lo siguiente:

-Todos los estudios coinciden en indicar que L. monocytogenes no seria capaz de
crecer en el queso Feta a lo largo de su vida util y en varios de ellos se indica que,
incluso, se produciria una inactivacion gradual de este microorganismo durante la
maduracion del mismo.

-En algunos se indica expresamente que es evidente que para este producto los
parametros fisicoquimicos basicos (pH, aw, y concentracion de &cido) no son
suficientes para determinar si L. monocytogenes es capaz de crecer 0 no ya que hay
factores adicionales que, de hecho, pueden conducir a su inactivacion.

Ademas, en el informe se indica (y se ha verificado) que:

-Los estudios incluyen quesos con diferentes caracteristicas fisico-quimicas (pH, aw y
concentracion de acido), utilizan diferentes cepas de Listeria monocytogenes y evaluan
diferentes temperaturas (incluyendo temperaturas de hasta 12 °C; ver tabla 4).
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-Se puede considerar que el producto que la empresa quiere fabricar es analogo al
descrito en la literatura cientifica pues su modo de fabricacion es similar al descrito en
los articulos y sus caracteristicas fisico-quimicas estan dentro del rango de las
descritas en los articulos.

-Para dar mas soporte a sus conclusiones el autor del informe indica que las
conclusiones de la revision sistematica son consistentes con las de los siguientes
documentos que corresponden a una revisién y un challenge test que evalian o
discuten, particularmente, la capacidad de crecimiento de Listeria en queso feta.

- Bishop, J.R. and Smukowski, M. 2006. Storage temperatures necessary to
maintain cheese safety. Food Protection Trends 26 (10): 714-724.

- Hunt, K.; Blanc, M.; Alvarez-Ordorfiez, A.; Jordan, K. Challenge studies to
determine the ability of foods to support the growth of Listeria
monocytogenes. Pathogens 2018, 7, 80.

Finalmente, la tabla 4 resume las principales caracteristicas de los estudios incluidos
en la revisién y resultado: crecimiento, no crecimiento (D<0,5 log ufc/g) o inactivacion.
En la misma se sefialan en verde las celdas que incluyen parametros con valores
comparables o mas favorables para el crecimiento que los del queso de la empresa.
Por el contrario, en rojo se incluye aquellos parametros con valores mas restrictivos
para el crecimiento de Listeria (causa de exclusion del estudio).

Por lo tanto, a la vista del informe presentado por la empresa y tras la revision y
verificacion del mismo (ver listado de verificacion) se puede concluir que L.
monocytogenes no podria crecer en el queso feta y que la vida util del producto
seria valida (estaria determinada por otras caracteristicas del alimento, como la
presencia de las bacterias acido-lacticas del cultivo iniciador y la proliferacion de
levaduras alterantes).
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Tabla 4: Tabla resumen que incluye las principales caracteristicas de los estudios incluidos en la revision y resultado: crecimiento, no crecimiento (<D0,5)
o inactivacién. Se incluyen las caracteristicas del queso feta objeto de estudio.

Caracteristicas del producto y condiciones de conservacion estudiadas

¢Util para determinar la Evolucién de
Estudio % acido Cepa de Listeria capacidad de crecimiento Listeria durante la
aw lactico inoculada Temperatura de Listeria? L EX
4,66-4,99(con
Erkmen, 2000 starter) NR NR KUEN 136 (tipo 4a) 4°C Si Inactivacion
5,80_5,98(sinstarter)
No, no evalua la capacidad
Kaya et al, NR NR NR NA . o S
2021 Comerciales d(’a chC|m]ento de Qsterla, -
so6lo estudia presencia.
Ramsaranetal., | _ G. Stewart (University of ° . No crecimiento o
1998 TR NR NR Nottingham) 2£1°C Si inactivacion
Konteles et al. NR (agua -~ o . No crecimiento
2009 4,55-4,58 56.5%) NCTC 10357 4°C Si (<DO0,5)
Papadimitriou et No, no evalua la capacidad
al p2022 NR NR NR NA Comerciales de crecimiento de Listeria, | -
” solo estudia presencia.
i T I o Gl I S o M P
. . No, pH inferior al del Feta
Slen;gggrgls et 42-43 NR NR 18003313/27’ RM-1, VPH- 4-30 °C objeto de estudio y capaz de | Inactivacion
v y inhibir por si solo a Listeria.
Wemmenhove . . e . o . No crecimiento o
etal., 2021 AT et e Varias 10°C S inactivacion
0,945- Cepas 6179, 1020 vy ° , L
Hunt et al., 2018 | 4,37-4,38 0.973 NR EUR LM 1382 8-12 °C Si Inactivacion
Queso FetaX | 4,43-4,52 g’ggg' 1,43156 | NA Comercial NA 22

NR: No reportado; NA: No Aplica.
*Estimados a partir de la bibliografia
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Respuestas al listado de verificacion

4. BIBLIOGRAFIA CIENTIFICA. NOTA 8 REGLAMENTO (CE)
2073/2005

NO

NO APLICA

El informe esta avalado por expertos y, en caso de haberse
hecho por terceros, esto se indica especificamente.

El informe describe la metodologia de busqueda, esta se ha
realizado usando bases de datos reconocidas (Web of Science,
Google Scholar, Scopus, PubMed, etc.).

La seleccion de articulos se ha realizado minimizando la
presencia de sesgos (ver apartado 5.2)

Estan identificadas correctamente las caracteristicas intrinsecas
y extrinsecas del producto y se demuestra que el producto tiene
las mismas caracteristicas que los de la bibliografia cientifica
aportada. En caso contrario, se ha evaluado el efecto de las
diversas caracteristicas en la supervivencia y el crecimiento de
Lm.

Se justifica que el proceso de produccién es similar a los de la
bibliografia cientifica aportada.

Se justifica que las condiciones de conservacion (tiempo,
temperatura 'y envasado) cubren las  condiciones
razonablemente previsibles del producto objeto de estudio (ver
tabla 4 del documento de orientacion).

¢La bibliografia cientifica recoge resultados obtenidos con
diferentes cepas de Listeria monocytogenes que refuercen la
validez y la aplicabilidad de dichos resultados para los fines del
estudio?

Conclusion: Puede justificar que pertenece a la categoria 1.3 de
productos que no pueden favorecer el crecimiento de Listeria
monocytogenes.

Observaciones:
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Respuesta al arbol de decisiones

Aplica el criterio 1.3 para ALC que no favorecen el
crecimiento de Lm.

5. ¢Se dispone de datos sobre pH y
a,, del producto?

si

6. ¢El ALC pertenece a la categoria de ALC que no
favorecen el crecimiento de Lm de acuerdo con sus
caracteristicas fisicoquimicas y el sistema envasado o la
literatura cientifica u otros estudios, o tiene un pH < 4,4 0 aw
<0920pH<=<50ya,=<0,94?

(nota al pie de pagina 8 del Reglamento (CE) n® 2073/2005)

si

Conclusion

Asi pues, se concluye que la empresa ha proporcionado evidencias que demuestran de
manera satisfactoria que el producto cumple el criterio de seguridad alimentaria de
Listeria monocytogenes que le es de aplicacion durante toda su vida util, y el resultado
de la verificaciéon es SUFICIENTE.

Categoria de alimento en relaciéon con el Reglamento (CE) n° 2073/2005

El alimento se clasificaria dentro de la categoria 1.3 del Reglamento (CE) n® 2073/2005
y le aplicaria el criterio de seguridad alimentaria para Listeria monocytogenes, segun se
indica a continuacion:

Plan de

Categoria de | Microorganis toma  de|Limites MetqQo
muestras analitico de

alimentos mos . aplica el criterio
referencia

n c m M

Fase en la que se

1.3 Alimentos listos
para el consumo
que no pueden
favorecer ell,. .

desarrollo de L. |L/Steria EN/ISO Productos
monocytogenes,

que no sean los
destinados a los
lactantes ni para
usos médicos
especiales (4) (8)

11290-2

monocytoge |5 0 100 ufc/g comercializados
nes durante su vida util

(8) Se considera automaticamente que pertenecen a esta categoria los productos con pH < 4,4
0 aw < 0,92, productos con pH < 5,0 y aw < 0,94, y los productos con una vida util inferior a 5
dias. Otras categorias de productos también pueden pertenecer a esta categoria, siempre que
se justifique cientificamente*.”

Es responsabilidad del operador verificar que los lotes producidos a partir de la
verificacion suficiente del estudio siguen cumpliendo el criterio para mantenerse en la
categoria 1.3.
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EJEMPLO 5 - JUSTIFICACION DE CALCULO DE VIDA UTIL EN BASE A UN
ESTUDIO COMPLEMENTARIO DE OTRO PRODUCTO. GAZPACHO.

Planteamiento del ejemplo

Una empresa comercializa diferentes productos basados en frutas y verduras. Ha
extendido su linea de productos con nuevas recetas/formatos de gazpacho. Para
establecer la vida util de los nuevos productos, la empresa presenta una justificacion del
tiempo de vida util basada en la comparacion del nuevo producto con otro alimento con
caracteristicas similares (de procesado, caracteristicas fisico-quimicas, envasado, etc.)
que ya dispone de un estudio complementario de vida util verificado por la autoridad
competente.

La tabla a continuacion resume los parametros mas relevantes del producto inicial con
vida util validada para este ejempilo:

Nombre: Gazpacho andaluz

Ingredientes: Tomate, pimiento, pepino, ajo, aceite, vinagre, 2 g de sal
Presentacion: Botella de plastico de 300 mi

pH: 4,7+0,1 (media + DE")

Almacenamiento: | Refrigeracién (2-5°C)

Vida util 14 dias

" DE: Desviacién estandar

En un ensayo de desafio realizado en el Gazpacho andaluz se obtuvo un potencial de
crecimiento (A) < 0.5 log ufc/g lo que justifica su inclusién en la categoria 1.3, ya que no
permite el crecimiento de Listeria monocytogenes. Se le asignd una vida util de 14 dias
considerando las condiciones probables de almacenamiento y los niveles de
contaminacion esperables.

La empresa pretende utilizar este estudio de vida util para justificar la misma vida util
(14 dias) para su nueva linea de productos, cuyas caracteristicas se analizan a
continuacion.

PRODUCTO 1: GAZPACHO DEL SUR. CAMBIO EN EL ENVASADO

Nombre: Gazpacho del sur
| Ingredientes: Tomate, pimiento, pepino, ajo, aceite, vinagre, 2 g de sal
Presentacion: Tetrabrick de 300 ml
pH: 4,7+0,1
Almacenamiento: | Refrigeracién (2-5°C)

Este producto presenta un cambio en el envasado, utilizando un tetrabrick en lugar de
una botella de plastico. Se considera que el cambio:

- NO afecta a la cinética de crecimiento de L. monocytogenes

- NO afecta a las condiciones probables de almacenamiento

- NO afecta a los niveles de contaminacién esperables

Por lo tanto, se concluye que el estudio complementario que justifica la vida util (14 dias)
realizado para el Gazpacho Andaluz Sl puede ser aplicable al nuevo producto Gazpacho
del sur.
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PRODUCTO 2: GAZPACHO DEL ESTE. CAMBIO EN LA COMPOSICION DE GASES
DEL ENVASADO

Nombre: Gazpacho del este

Ingredientes: Tomate, pimiento, pepino, ajo, aceite, vinagre, 2 g de sal

Presentacion: Botella de plastico de 300 ml; envasado en atmdsfera modificada
(COy)

pH: 4,7+0,1

Almacenamiento: | Refrigeracién (2-5°C)

Este producto se envasa en atmésfera modificada. Se considera que el cambio:

- Sl puede afectar a la cinética de crecimiento de L. monocytogenes. Se espera
que la presencia de CO- no favorezca el crecimiento de L. monocytogenes en
comparacion con el envasado sin atmdsfera modificada.

- NO afecta a las condiciones probables de almacenamiento

- NO afecta a los niveles de contaminacién esperables

Por lo tanto, se concluye que el calculo de vida util (14 dias) realizado para el Gazpacho
Andaluz Sl puede ser aplicable al Gazpacho del este. De hecho, se considera una
estimacion conservadora, debido al posible efecto inhibitorio de la atmdsfera modificada.

PRODUCTO 3: GAZPACHO FIT. DISMINUCION DE UN INGREDIENTE QUE PUEDE
AFECTAR A LA CINETICA DE CRECIMIENTO DE Lm

Nombre: Gazpacho fit

Ingredientes: Tomate, pimiento, pepino, aceite, vinagre, 1 g de sal (reduccién
del 50%)

Presentacion: Botella de plastico de 300 mi

pH: 4,7+0,1

Almacenamiento: | Refrigeracién (2-5°C)

Este producto presenta un cambio de receta, reduciendo la cantidad de sal. Se
considera que esto:

- Ladisminucién de la sal a la mitad, PODRIA afectar a la cinética de crecimiento
de L. monocytogenes. La sal ejerce un efecto inhibitorio, por lo que su reduccion
podria permitir el crecimiento de L. monocytogenes.

- NO afecta a las condiciones probables de almacenamiento

- NO afecta a los niveles de contaminacién esperables

Por lo tanto, se concluye que el estudio complementario aprobado que justifica la vida
uatil (14 dias) realizado para el Gazpacho Andaluz NO es aplicable al nuevo producto
Gazpacho fit. Por lo tanto, se recomienda realizar un estudio complementario especifico
para este nuevo producto que posee unas condiciones mas favorables para el
crecimiento de L.m.

PRODUCTO 4: GAZPACHO AQUITAINE. ADICION DE UN INGREDIENTE QUE
PUEDE AFECTAR A LA CINETICA DE CRECIMIENTO DE Lm

Nombre: Gazpacho Aquitaine
Ingredientes: Tomate, pimiento, pepino, aceite, vinagre, 2 g de sal, menta
Presentacion: Botella de plastico de 300 ml
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pH: 4,7+0,1
Almacenamiento: | Refrigeracion (2-5°C)

Este producto presenta un cambio de receta, introduciendo menta como nuevo
ingrediente. Se considera que esto:

- PODRIA afectar a la cinética de crecimiento de L. monocytogenes. La menta, de
acuerdo con la bibliografia cientifica, tiene propiedades antimicrobianas, por lo
que su inclusion en el producto podria ejercer un efecto inhibitorio en la cinética
de crecimiento de L. monocytogenes. En todo caso, el operador controla
mediante buenas practicas de higiene que la adicion de este nuevo ingrediente
no supone mayor contaminacion inicial ni favorece el crecimiento de Lm.

- NO afecta a las condiciones probables de almacenamiento

- NO afecta a los niveles de contaminacién esperables

Por lo tanto, se concluye que el estudio complementario aprobado que justifica la vida
util (14 dias) realizado para el Gazpacho Andaluz Si es aplicable al nuevo producto
Gazpacho Aquitaine porque el nuevo ingrediente no justifica tener impacto en el
crecimiento de Lm.

PRODUCTO 5: GAZPACHO MURCIANO. CAMBIOS EN PH DEL PRODUCTO FINAL

Nombre: Gazpacho Murciano

Ingredientes: Tomate (cherry), pimiento (de bola), pepino, aceite, vinagre, 2 g
de sal

Presentacion: Botella de plastico de 300 mi

pH: 5,1£0,1

Almacenamiento: | Refrigeracion (2-5°C)

Este producto presenta un cambio de receta, utilizando diferentes variedades de tomate
y pimiento, lo que resulta en un cambio en el pH del producto. Se considera que esto:
- Sl afecta a la cinética de crecimiento de L. monocytogenes. La subida de pH
podria aumentar la cinética de crecimiento del microorganismo.
- NO afecta a las condiciones probables de almacenamiento
- Podria afectar a los niveles de contaminacion esperables por el uso de nuevos
ingredientes.

Por lo tanto, se concluye que el calculo de vida util (14 dias) realizado para el Gazpacho
Andaluz NO es aplicable al nuevo producto Gazpacho Murciano, ya que un aumento en
la cinética de crecimiento de L. monocytogenes reduciria el tiempo requerido para
alcanzar 100 UFC/g. Por lo tanto, se recomienda realizar un estudio complementario
para la nueva receta, el cual también deberia considerar los posibles cambios en los
niveles de contaminacion por la utilizacion de nuevos ingredientes.

PRODUCTO 6: GAZPACHO GOURMET. CAMBIOS EN RECETA Y PH DEL
PRODUCTO FINAL

Nombre: Gazpacho Gourmet

Ingredientes: Tomate (cherry), pimiento (de bola), pepino, aceite, vinagre, 2 g
de sal, menta

Presentacion: Botella de plastico de 300 ml

pH: 5,1£0,1

Almacenamiento: | Refrigeracién (2-5°C)
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Este producto presenta un cambio de receta, introduciendo diferentes variedades de
tomate y pimiento, y menta como nuevo ingrediente. Ademas, un cambio en el método
de produccion ha resultado en un incremento del pH. Se considera que esto:

- PODRIA afectar a la cinética de crecimiento de L. monocytogenes. La menta, de
acuerdo con la bibliografia cientifica, tiene propiedades antimicrobianas, por la
que su inclusion en el producto podria ejercer un efecto inhibitorio en la cinética
de crecimiento de L. monocytogenes. Por otro lado, un incremento en el pH
tendria el efecto opuesto, aumentando la cinética de crecimiento del
microorganismo.

- NO afecta a las condiciones probables de almacenamiento

- Podria afectar a los niveles de contaminacion esperables por el uso de nuevos
ingredientes.

Por lo tanto, se concluye que el calculo de vida util (14 dias) realizado para el Gazpacho
Andaluz NO es aplicable al nuevo producto Gazpacho Gourmet. El aumento del pHy la
introduccion de la menta tienen un efecto opuesto en la cinética del microorganismo, por
lo-que no es posible conocer el efecto neto. Por lo tanto, no se puede conocer de
antemano el tiempo requerido para que L. monocytogenes alcance 100 UFC/g. Asi que
se recomienda realizar un estudio complementario para la nueva receta, el cual deberia
considerar también los posibles cambios en los niveles de contaminacion por la
utilizacion de nuevos ingredientes.

PRODUCTO 7: GAZPACHO ARTESANO. USO DE INGREDIENTES NO
ESTANDARIZADOS Y CAMBIOS EN EL PROCESO DE ELABORACION.

Nombre: Gazpacho artesano

Ingredientes: Tomate, pimiento, pepino, ajo, aceite, vinagre, 2 g de sal
Presentacion: Botella de plastico de 300 ml

pH: 4,5+0,3

Almacenamiento: | Refrigeracién (2-5°C)

Este producto presenta un cambio en los ingredientes utilizados (tomate, pepino y
pimiento de distintas variedades, grado de maduracion, contenido en agua, etc., en
funcién de la disponibilidad en el mercado) y en el modo de elaboracién (menor
homogeneizacion), lo que resulta en una mayor variabilidad en el pH del producto final.
Se considera que esto:

- Sl afectara a la cinética de crecimiento de L. monocytogenes, ya que ésta se ve

afectada por el pH del medio.
- NO afecta a las condiciones probables de almacenamiento
- NO afecta a los niveles de contaminacién esperables

Por lo tanto, se concluye que el estudio complementario inicial que justifica la vida util
(14 dias) realizado para el Gazpacho Andaluz NO es aplicable al nuevo producto
Gazpacho artesano. Los ensayos de desafio deben representar el caso mas
desfavorable. Aunque el Gazpacho artesano tenga un pH medio inferior, su mayor
variabilidad puede resultar en escenarios de un pH superior al Gazpacho Andaluz. Por
lo tanto, se recomienda realizar un estudio complementario del nuevo producto que
permita justificar el impacto de la variabilidad en el crecimiento de Lm.

PRODUCTO 8: GAZPACHO RESTAURACION. CAMBIO EN LAS CONDICIONES DE
ALMACENAMIENTO

| Nombre: | Gazpacho restauracion |
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Ingredientes: Tomate, pimiento, pepino, ajo, aceite, vinagre, 2 g de sal

Presentacion: Botella de plastico de 300 mL;

pH: 4,7+0,1

Almacenamiento: | Refrigeracion (2-4°C)

Poblacion de | Publico en general, pero uso restringido a personal profesional

destino (restauracion colectiva). No estara disponible directamente para
el consumidor final.

Este producto presenta un cambio en el canal de comercializacion que afecta a las
condiciones del almacenamiento. En lugar del consumidor general, este nuevo producto
Gazpacho restauracion solo se utiliza para una cadena de restauracion propia de la
empresa para uso por profesionales de la restauracion. En este caso, la empresa es
capaz de garantizar que la temperatura se mantendra entre 2 y 4°C durante toda la vida
util del producto. Se considera que esto:

- Sl afectara a la cinética de crecimiento de L. monocytogenes. El reducir la
temperatura maxima de almacenamiento inhibird el crecimiento posible del
microorganismo.

- NO afecta a las condiciones probables de almacenamiento

- NO afecta a los niveles de contaminacién esperables

Por lo tanto, se concluye que el estudio complementario que justifica la vida util (14 dias)
realizado para el Gazpacho Andaluz Sl es aplicable para al nuevo producto Gazpacho
restauracion. De hecho, se considera una estimacion conservadora, debido al efecto
inhibitorio del mejor control de la cadena de frio.
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EJEMPLO 6 - MICROBIOLOGIA PREDICTIVA. QUESO COTTAGE.

El operador X fabrica un queso cottage hecho a partir de leche de vaca pasteurizada
que quiere comercializar en envases de plastico de 250 gramos y con la siguiente vida
util y recomendacion de temperatura de conservacion:

s QUEsoG
OT TA =
2 2509 et 4

QUESO COTTAGE Y

Vida util PANCIES

Temperatura de <5°C

conservacion

| {]_E Temperatura de conservacion: < 5°C "

|
|

| ) Fecha de caducidad: 21 dias
desde Ia fecha de fabricacion

De acuerdo con los ensayos que ha realizado en diferentes lotes, presenta a
continuacion los datos de los tres lotes con parametros mas favorables para el
crecimiento de Listeria monocytogenes (Tabla 1).

Tabla 1: Caracteristicas fisico-quimicas de 3 lotes independientes de produccion (los
mas favorables para el crecimiento de Lm). Los valores indicados corresponden al
promedio y desviaciéon estandar (DE) de 5 determinaciones (cada una correspondiente
a una unidad de muestreo independiente).

Lote 20240807 Lote 20230430 Lote 20250103
Promedio DE Promedio DE Promedio
pH 487 0,04 4.81 0,07 4.84 0,05
Residuo seco 28 1.20 27 0,81 29 1.41
(%)
Acido lactico 850 15 824 54 805 75
(ppm)
NaCl (%) 1.75 0,13 1.81 0,12 164 0,06

De la misma forma, y segun los registros de la empresa, que realiza el analisis del
producto recién terminado y de las superficies de trabajo y corte, en ninguno de los lotes
de queso analizados en los ultimos 2 anos (un total de 80 lotes) se ha observado la
presencia de Lm y tan solo en una ocasion se detectd la presencia en las superficies de
corte. La empresa en su momento revisé y mejoré el proceso de produccion, de acuerdo
con los principios APPCC, no habiéndose detectado de nuevo la presencia de Lm en
los analisis posteriores.

Proceso de fabricacion

El proceso simplificado de produccién de dicho producto es el siguiente:

La leche de vaca se somete a un proceso de pasteurizacion (80 °C/ 60 segundos) y
posteriormente se transfiere a una cuba de fermentacion y cuajado a 30 °C donde en
primer lugar se anade el cultivo starter (en este caso un cultivo meséfilo compuesto por
L. lactis subsp. lactis y L. lactis subsp. cremoris, R604, Chr. Hansen A/S, Harsholm,
Dinamarca) a una concentracion de 106 UFC/mL) y posteriormente el cuajo.
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Una vez se empieza a producir el cuajado se aumenta la temperatura hasta los 45 °C
para mejorar el desuerado y conseguir la textura adecuada. Para enfriar, eliminar el
lactosuero y frenar la fermentacién los granos de queso se someten a un proceso de
lavado intensivo y, posteriormente, se envasan en el formato comercial correspondiente
y se mantiene en refrigeracion hasta su distribucion.

Produccion del Queso Cottage

o

- Leche Pasteurizada

A 4

Cultivo Meséfilo Comercial

Cuajada fermentada con cultivo meséfilo =
comercial S &) =

Fermentacién y Coagulacién
en Cuba Quesera a30°C
.

Fermentgcuon y 4
coagulacion en cuba
quesera a 30 °C

Calentamiento Suave -
-
Hasta 45 °C I
Calentamiento A

del grano hasta
unos 45 °C’

Lavado

v

Queso Cottage Envasado

Empagque del producto final (_\,\/_/f
< - %

S
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Aplicacién del arbol de decisiones.

O)

No existen criterios establecidos para Lm en el

1. ¢ Es el alimento un ALC? NO Reglamento (CE) n°® 2073/2005 para no ALC. La P 1 . Si
seguridad alimentaria se gestiona a través de BPH y L]
APPCC.
si

2. (Es un ALC que pertenece a los

El Reglamento (CE) n° 2073/2005 no exige pruebas

productos alimenticios mencionados en si periédicas para la deteccion de Lm por estos P 2: N (0]
la nota al pie de pagina 4 del alimentos en circunstancias normales.
Reglamento (CE) n® 2073/2005?
NO
3. ¢Se trata de un ALC destinado a i Aplica el criterio 1.1 para ALC destinado a P3 " No
lactantes o usos médicos especiales? S lactantes o usos médicos especiales. "
NO
4. ¢ La vida util del producto es inferior Aplica el criterio 1.3 para ALC que no favorecen el
a 5dias? crecimiento de Lm. P4 : N 0
NO
5. ¢ Se dispone de datos sobre pH y NO Caracterizacion de pH y a, del

a,, del producto?

6. (El ALC pertenece a la categoria de ALC que no
favorecen el crecimiento de Lm de acuerdo con sus
caracteristicas fisicoquimicas y el sistema envasado o la
literatura cientifica u otros estudios, o tiene un pH < 4,4 0 aw

<0,920pH<50ya,=<094?

(nota al pie de pagina 8 del Reglamento (CE) n® 2073/2005)

producto (ver apartado 5)

Mientras tanto, aplica el criterio
1.2.b para ALC que favorecen el
crecimiento de Lm.

si

NO
Realizar estudios complementarios
a satisfaccion de la autoridad
7. ¢Se han llevado a cabo estudios competente, como se indica en el

complementarios de validacién de la vida util,
como microbiologia predictiva o challenge tests
(bajo condiciones de almacenamiento
razonablemente esperables) para determinar si el
ALC favorece el crecimiento de Lm?

Si

8. ¢(Los modelos de microbiologia predictiva y/o
los challenge test muestran un crecimiento de Lm
inferior a 0,5 log,, al final de vida util?

NO

NO

apartado 5.3.

Mientras tanto, aplica el criterio
1.2.b para ALC que favorecen el
crecimiento de Lm.

Aplica el criterio 1.2.a para ALC que

9. ¢Los modelos de microbiologia predictiva y/o sl favorecen el crecimiento de Lm

challenge test, con posible verificacion mediante

estudios de durabilidad y/o histérico de datos, Aplica el criterio 1.2b para ALC que
muestran, a satisfaccion de la Autoridad competente, favorecen el crecimiento de Lm.

que el limite de 100 ufc/g a fin de vida dtil no sera NO El OEA deberia considerar reformulacion,

superado de acuerdo con las notas a pie de pagina
5y 7 del Reglamento (CE) n° 2073/2005?

Resolucion del ejemplo

cambio en las condiciones de procesamiento
ylo reduccion de vida util.

P5: Si

P6: No

Para justificar la vida util propuesta el operador presentd el siguiente estudio de
microbiologia predictiva. Para ello, indicd que su estimacion se basaba en el uso del
programa Food Spoilage and Safety Predictor (FSSP; http:/fssp.food.dtu.dk/) en el que
existe un modelo especifico para este tipo de queso.
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Los parametros introducidos en el modelo fueron los siguientes:

-N° inicial: 1 UFC/gramo (un escenario muy conservador considerando los resultados
de su historico que indican que ningun lote/muestra de los estudiados se ha detectado
Lm en 25 gramos )°.

-10* UFC/mL de bacterias acido-lacticas (100 veces menos de las que se inoculan y
siempre teniendo en cuenta que las que se usan en producto y con las que se ha
construido el modelo son las mismas).

-Temperatura 7 °C (dos grados por encima de las recomendadas para la conservacion
de este queso).

-pH: 5,0 (0,1 unidades de pH por encima del valor del lote con pH mas elevado).

-700 ppm de &cido lactico. Un valor inferior en 100 ppm al del lote con menor
concentracion.

-1,5 % NaCl (un valor un 0,14 % inferior al del lote con menor concentracion de NaCl)
-Un 25 % de materia seca (un 2% inferior al del lote con menor materia seca®).

-Modelo con el peor escenario de fase de latencia para Lm (es decir, sin fase de latencia
o fase de latencia = 0).

Introduciendo estos parametros en el modelo se obtiene la siguiente curva en la que en
azul y linea continua aparecen los recuentos de bacterias acido lacticas y en linea
discontinua los de Lm. Como se puede observar, Lm es capaz de crecer en este
producto y en las condiciones de conservacién propuestas pero sus recuentos se
mantienen por debajo de las 100 UFC/gramo hasta los 40 dias, 19 mas de la vida util
propuesta.

Precicted growth of L momcytogenes and LAS LYY

9 En caso de que la empresa disponga de evidencias documentadas (por ejemplo, un amplio
histérico de resultados de andlisis de producto terminado, suficiente y representativo), y siempre
que dicha decision esté técnicamente justificada, podrian emplearse en el modelo parametros
menos conservadores, es decir, mas desfavorables para el crecimiento de Listeria (por ejemplo,
concentraciones iniciales mas bajas). Ademas, se tendran en cuenta también los resultados de
analisis de materias primas, superficies, etc. asi como todos los resultados de control oficial. Esta
justificacion técnica debera estar documentada en el marco del estudio de vida util.

10 Este valor es relevante ya que cuanta menor materia seca, menor es la concentracion efectiva
de los agentes microbianos en la fase acuosa.
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Ademas, hay que sefialar que el modelo utilizado es un modelo validado en este
alimento en concreto (Q@stergaard et al., 2014'"), quedando las caracteristicas del
producto dentro de los rangos de parametros estudiados (en los que la prediccion seria
valida) y que para su construccién se usaron distintas cepas (4) de Lm bien aisladas de
entornos de producciéon lactea o implicadas en brotes relacionados con productos
lacteos.

Por ultimo, hay que sefalar que para hacer la prediccién de la vida atil no sélo se usé el
peor escenario posible, sino que, ademas, la empresa fue conservadora, usando
valores/parametros para hacer las predicciones incluso mas favorables para el
crecimiento de Lm que su peor escenario posible (los determinados para el lote con las
caracteristicas mas favorables para el crecimiento de este microorganismo). Esta
aproximaciéon refuerza la validez de la vida util estimada y resulta especialmente
adecuada en aquellos casos en los que el ALC permite o soporta el crecimiento de L.
monocytogenes.

Conclusion

Si bien todo lo arriba indicado sugiere que la vida util estimada por la empresa seria
valida si se cumplieran las condiciones de conservacion indicadas por la misma (< 5 °C)
este estudio de microbiologia predictiva, y por lo tanto la vida util propuesta deberia ser
calificado como NO SUFICIENTE ya que el estudio no tiene en cuenta las condiciones
razonablemente previsibles de distribucién, almacenamiento y uso del alimento (la
empresa podria justificar una temperatura de almacenamiento de 7 °C en sus camaras
-si aporta la documentacion pertinente- para la primera parte de la vida util pero, para el
resto de la vida dutil, incluidos el transporte, distribucion en puntos de venta y
almacenamiento por parte del consumidor es muy dificil que se mantenga esta
temperatura y habria que considerar otras).

Respuestas al listado de verificacion

5. ALC QUE PUEDEN FAVORECER EL CRECIMIENTO DE Lm ESTUDIOS
COMPLEMENTARIOS
P NO

5.1. MICROBIOLOGIA PREDICTIVA Si NO APLICA

El informe esta avalado por expertos y, en caso de X
haberse hecho por terceros, esto se indica
especificamente.

El informe describe claramente el objetivo del estudio X

El informe parte de una caracterizacién adecuada del | X
alimento (ver listado de verificacién 1)

Se indica la estrategia de busqueda, criterios de seleccion
y fuente de los modelos seleccionados (FSSP, Pathogen | X
Modelling Programme, MicroHibro...).

Se describe el modelo seleccionado

Se comprueba que el producto esta dentro del rango de
validez del modelo.

Se justifican los  parametros

introducidos (pH, aw, conservantes, X

" @stergaard, N.B., Ekléw, A., Dalgaard, P. (2014). Modelling the effect of lactic acid bacteria
from starter- and aroma culture on growth of Listeria monocytogenesin cottage
cheese. Int. J. Food Microbiol. 188, 15-25.
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Se describen las
condiciones de la
simulacion

etc.) (ver apartado 5.3.1 Seleccion
del peor escenario posible)

Sejustifica la concentracion inicial de
Lm introducida en el modelo (de
manera general, un escenario
conservador es partir de una
concentracion inicial de 1 ufc/g)

Se definen temperaturas de
simulacion, que  cubren las
condiciones razonablemente
previsibles de conservacion del
producto objeto de estudio (tabla 4
del documento de orientacién).

Se considera que la fase de latencia
es cero (escenario conservador)

El modelo ha sido validado con cepas diferentes a las que
se utilizaron en su elaboracién o ha sido elaborado
utilizando un céctel de cepas de Listeria monocytogenes.

Se considera la variabilidad asociada a las diferencias de
procesado, de las caracteristicas del alimento y de las
condiciones de almacenamiento.

Presentacion de
resultados

Se presentan probabilidades de
crecimiento.

Se presentan curvas de crecimiento

Se calcula el potencial de
crecimiento

Se presentan graficas comparativas
por producto, en caso de incluirse
varios productos en el estudio

Se clasifica el producto en funcion de
si favorece o no el crecimiento de Lm

Presentacion de
las conclusiones
del informe

Indica las suposiciones y/o datos de
partida sobre las que se basan las
conclusiones

Indica los resultados de la simulacion
y cualquier otro dato, incluido
bibliografico, empleados en |la
sustentacion de las conclusiones

La vida util propuesta esta justificada
por los resultados.

Conclusion:

(El estudio de microbiologia
predictiva aportado por Ila
empresa proporciona evidencias
que demuestran, con probabilidad
de crecimiento menor del 10%,
que el producto no favorece el
crecimiento de Lm? En caso
negativo, indicar motivos en
observaciones

(El estudio de microbiologia
predictiva aportado por |la
empresa proporciona evidencias
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que demuestran de manera
satisfactoria que el producto no
superara el limite de 100 ufc/g
durante toda su vida util? En caso
negativo, indicar motivos en
observaciones

Observaciones:

CONTINUACION DEL EJEMPLO

A la vista de lo arriba indicado la empresa realiza otros nuevos estudios, usando el
mismo modelo arriba propuesto pero, en este caso, considerando un perfil de
temperaturas dinamico, con dos tercios de la vida util (14 dias) a 7 °C y un tercio (7 dias)
a 10 °C, conforme a lo indicado en el Documento de orientacién para la verificacion de
estudios de vida util en relacion con Listeria monocytogenes en alimentos listos para el
consumo (Tabla 4). El resto de parametros del modelo son los mismos que los arriba

indicados.

La grafica que se muestra a continuacion ilustra el resultado obtenido. En ella se incluye
el perfil de temperaturas en amarillo, los recuentos de bacterias acido lacticas (linea roja
continua) y de Lm (Linea roja discontinua). Como puede observarse, en estas

condiciones y tras 21 dias Listeria no alcanzaria las 100 UFC/gramo.

Predicted growth of L monacytogenes and LAB fiemp. profle 1)

AP —

No obstante, dado que el cultivo starter utilizado es mesdfilo, esto implica que en
condiciones de refrigeracion Lm podria presentar ventajas de crecimiento y, por lo tanto,
es necesario verificar que, a temperaturas de refrigeracion, tras 21 dias de
conservacion, los recuentos de Lm siguen sin superar el limite establecido (100 UFC/g).
Esto ya se habia constatado a través del primer estudio (a 5 °C), pero para confirmarlo
la empresa también presenta los resultados de la prediccion de crecimiento a 8 °C, que
es la temperatura que, de acuerdo a la guia se debe usar para los ensayos de desafio
en productos que contengan bacterias acido lacticas (bacterias &cido lacticas: azul y
linea continua; Lm: azul y linea discontinua. Como se observa en la figura, los resultados
obtenidos confirman que tampoco en estas condiciones Lm alcanzaria las 100
UFC/gramo en el tiempo establecido.

30/09/2026

Pagina 116 de 152



¥  MINISTERIO
'Q DE DERECHOS SOCIALES, CONSUMO
Y AGENDA 2030

ol o

»

Respuesta al arbol de decisiones

1. ¢Es el alimento un ALC?
si

2. (Es un ALC que pertenece a los
productos alimenticios mencionados en
la nota al pie de pagina 4 del
Reglamento (CE) n° 2073/2005?

NO

3. ¢Se trata de un ALC destinado a
lactantes o usos médicos especiales?

NO

4. ;La vida util del producto es inferior
a5 dias?

NO

5. ¢Se dispone de datos sobre pH y
a,, del producto?

si

6. (EI ALC pertenece a la categoria de ALC que no
favorecen el crecimiento de Lm de acuerdo con sus
caracteristicas fisicoquimicas y el sistema envasado o la
literatura cientifica u otros estudios, o tiene un pH < 4,4 0 aw
<0,920pH <50y a, <0,94?

(nota al pie de pagina 8 del Reglamento (CE) n°® 2073/2005)

NO

7. ¢Se han llevado a cabo estudios
complementarios de validacion de la vida util,
como microbiologia predictiva o challenge tests
(bajo condiciones de almacenamiento
razonablemente esperables) para determinar si el
ALC favorece el crecimiento de Lm?

Ell

8. ¢Los modelos de microbiologia predictiva y/o
los challenge test muestran un crecimiento de Lm
inferior a 0,5 logy, al final de vida util?

NO

9. ¢Los modelos de microbiologia predictiva y/o sl
challenge test, con posible verificacion mediante

estudios de durabilidad y/o histérico de datos,

muestran, a satisfaccion de la Autoridad competente,

que el limite de 100 ufc/g a fin de vida dtil no sera

superado de acuerdo con las notas a pie de pagina

5y 7 del Reglamento (CE) n° 2073/2005?

Conclusion

Stornge pariad dms)

Aplica el criterio 1.2.a para ALC que
favorecen el crecimiento de Lm

Se concluye que la empresa ha proporcionado evidencias que demuestran de manera
satisfactoria que el producto cumple el criterio de seguridad alimentaria de Listeria
monocytogenes que le es de aplicacion durante toda su vida util (1.2), y el resultado de

la verificacion es SUFICIENTE.
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Respuestas al listado de verificacion

COMPLEMENTARIOS

5. ALC QUE PUEDEN FAVORECER EL CRECIMIENTO DE L.m. ESTUDIOS

5.1. MICROBIOLOGIA PREDICTIVA

NO

NO

APLICA

El informe esta avalado por expertos y, en caso de
haberse hecho por terceros, esto se indica
especificamente.

X

El informe describe claramente el objetivo del estudio

El informe parte de una caracterizacion adecuada del
alimento (ver listado de verificacién 1)

Se indica la estrategia de busqueda, criterios de seleccion
y fuente de los modelos seleccionados (FSSP, Pathogen
Modelling Programme, MicroHibro...).

Se describe el modelo seleccionado

Se comprueba que el producto esta dentro del rango de
validez del modelo.

Se justifican los  parametros
introducidos (pH, aw, conservantes,
etc.) (ver apartado 5.3.1 Seleccion
del peor escenario posible)

Sejustifica la concentracion inicial de
Lm introducida en el modelo (de
manera general, un escenario
Se describen las | conservador es partir de una
condiciones de la | concentracion inicial de 1 ufc/g)

simulacion Se definen temperaturas de
simulacion, que  cubren las
condiciones razonablemente
previsibles de conservacion del
producto objeto de estudio (tabla 4
del documento de orientacion).

Se considera que la fase de latencia
es cero (escenario conservador)

El modelo ha sido validado con cepas diferentes a las que
se utilizaron en su elaboracién o ha sido elaborado
utilizando un céctel de cepas de Listeria monocytogenes.

Se considera la variabilidad asociada a las diferencias de
procesado, de las caracteristicas del alimento y de las
condiciones de almacenamiento.

Se presentan probabilidades de
crecimiento.

Se presentan curvas de crecimiento

Presentacion de Se

calcula el potencial de
resultados

crecimiento

Se presentan graficas comparativas
por producto, en caso de incluirse
varios productos en el estudio
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Se clasifica el producto en funcién de
si favorece o no el crecimiento de Lm

Presentacion de
las conclusiones
del informe

Indica las suposiciones y/o datos de
partida sobre las que se basan las
conclusiones

Indica los resultados de la simulacion
y cualquier otro dato, incluido
bibliografico, empleados en Ila
sustentacion de las conclusiones

La vida util propuesta esta justificada
por los resultados.

Conclusion:

(El estudio de microbiologia
predictiva aportado por Ila
empresa proporciona evidencias
que demuestran, con probabilidad
de crecimiento menor del 10%,
que el producto no favorece el
crecimiento de Lm? En caso
negativo, indicar motivos en
observaciones

(El estudio de microbiologia
predictiva aportado por Ila
empresa proporciona evidencias
que demuestran de manera
satisfactoria que el producto no
superara el limite de 100 ufc/g
durante toda su vida util? En caso
negativo, indicar motivos en

observaciones

Observaciones:

Categoria de alimento en relacién con el Reglamento (CE) n° 2073/2005

El alimento se clasificaria dentro de la categoria 1.2 del Reglamento (CE) n® 2073/2005
y le aplicaria el criterio de seguridad alimentaria para Listeria monocytogenes, segun se

indica a continuacion:

Microorganis Plan de Limites

Categoria de alimentos - mos, sus muestreo Método Fase en la
toxinas Y n c m M | analitico de que se aplica
metabolitos referencia el criterio

1.2. Alimentos listos Listeria 5 0 100 ufc/g EN/ISO Productos

para el consumo que monocytoge *) 11290-2 (**) comercializa

pueden favorecer el nes dos durante

desarrollo de L. su vida util

monocytogenes, que

no sean los destinados

a los lactantes ni para

usos médicos

especiales

*) Este criterio se aplica si el explotador de la empresa alimentaria que los haya producido

ha podido demostrar, a satisfaccion de la autoridad competente, que el nivel de Listeria
monocytogenes no superara el limite de 100 ufc/g durante la vida util del alimento. El explotador

30/09/2026

Pagina 119 de 152


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/ES/TXT/?uri=CELEX%3A02005R2073-20200308&qid=1709131027428&E0014

#  MINISTERIO o
"Q  DE DERECHOS SOCIALES, CONSUMO Y
Y AGENDA 2030 ot

podra fijar limites intermedios durante el proceso que deberian ser lo suficientemente bajos para
garantizar que no se supere el limite de 100 ufc/g al final de la vida util del alimento.
" Sobre una placa de Petri de 140 mm de diametro o tres placas de Petri de 90 mm de

diametro se siembra 1 ml de indculo.
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EJEMPLO 7- ENSAYO DE DESAFiO PARA DETERMINACION DE POTENCIAL DE

CRECIMIENTO. ENSALADILLA RUSA.

Planteamiento del ejemplo.

El operador X fabrica ensaladilla rusa lista para el consumo para su comercializacion en
envase plastico de 500 gramos, envasado al vacio, con la siguiente vida util y
recomendacion de temperatura de conservacion:

Ficha técnica- Caracterizacion del producto

Producto Ensaladilla rusa
Vida util propuesta 21 dias
Conservacion 3-6°C

Modo de empleo

Una vez abierto el envase consumir en
48h

Presentacion

Unidades de 500 g de peso, envasado
al vacio, para distribucién por canal
HORECA

Ingredientes

Patata cocida (48 %), mayonesa (25 %),
zanahoria cocida (9 %), atun (8 %),
guisantes (5 %), huevo cocido (3 %) y
aceitunas verdes (2 %). La formulaciéon
de la mayonesa incluye aceite vegetal,
yema de huevo pasteurizada, vinagre,
sal, aztucar, almidon modificado
(E1422), goma xantana (E415), sorbato
potasico (E202) y benzoato sédico
(E211).

Elaboracion

Todos los ingredientes (salvo los
guisantes) son triturados (tamafno < 0,5

cm®) y mezclados intimamente.

Debido al pequefio tamafio de los trozos, y a la mezcla intima de los componentes, se
produce una interaccidon entre los mismos, de modo que se alcanza un equilibrio muy
rapido de sus parametros fisicoquimicos. Por este motivo se considera que el alimento

es homogéneo.

El operador presenta datos histéricos de pH y aw correspondientes a un nimero superior
a 20 datos independientes (diferentes lotes de materias primas y dias de produccion)*?
de 3 afios de producciodn, con las siguientes caracteristicas:

Valor medio Desviacion Percentil 5 Percentil 95
estandar
pH 5,49 0,12 5,30 5,68
aw 0,990 0,003 0,985 0,995

2Documento de orientacidn para la verificacion de estudios de vida Util en relacién con Listeria monocytogenes en

alimentos listos para el consumo, AESAN, 2026
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El operador presenta los registros de verificacién tanto de las pesadas de aditivos
afadidos al producto como de la concentracion en producto final, que demuestran unas
concentraciones de sorbato potasico (E202) de 300 mg/kg y de benzoato sodico (E211)
de 250 mg/kg

Aplicacién del arbol de decisiones

No existen criterios establecidos para Lm en el z

1. ¢ Es el alimento un ALC? NO Reglamento (CE) n° 2073/2005 para no ALC. La P. 1: SI
seguridad alimentaria se gestiona a través de BPH y
- APPCC.
Sl
2. ;Es un ALC que pertenece a los El Re o i
d HY k | glamento (CE) n° 2073/2005 no exige pruebas .
productos alimenticios mencionados en Si periodicas para la deteccion de Lm por estos P- 2- NO

la nota al pie de pagina 4 del

Real to (CE) n° 2073/2005? alimentos en circunstancias normales.
eglamento n ?

NO
3. ¢Se trata de un ALC destinado a Si Aplica el criterio 1.1 para ALC destinado a P. 3: No
lactantes o usos médicos especiales? lactantes o usos médicos especiales.
NO
4. ¢La vida (til del producto es inferior si Aplica el criterio 1.3 para ALC que no favorecen el P 4 . No
a 5 dias? crecimiento de Lm. " "
NO
5. ¢ Se dispone de datos sobre pH y Caracterizacion de pH y a, del L4
a,, del producto? NO producto (ver apartado 5) P.5: SI
Mientras tanto, aplica el criterio
1.2.b para ALC que favorecen el
Si crecimiento de Lm.

6. (El ALC pertenece a la categoria de ALC que no

favorecen el crecimiento de Lm de acuerdo con sus :

caracteristicas fisicoquimicas y el sistema envasado o la sl P. 6: N o
literatura cientifica u otros estudios, o tiene un pH < 4,4 0 aw

<0920pH=<50ya,=<094?

(nota al pie de pagina 8 del Reglamento (CE) n® 2073/2005)

NO
Realizar estudios complementarios
a satisfaccion de la autoridad
7. ¢Se han llevado a cabo estudios competente, como se indica en el .
complementarios de validacion de la vida Ctil, NO apartado 5.3. P. 7: ‘.?
como microbiologia predictiva o challenge tests Mientras tanto, aplica el criterio
(bajo  condiciones de  almacenamiento 1.2.b para ALC que favorecen el
razonablemente esperables) para determinar si el crecimiento de Lm.

ALC favorece el crecimiento de Lm?
Si

8. ¢Los modelos de microbiologia predictiva y/o i
los challenge test muestran un crecimiento de Lm Si
inferior a 0,5 logy, al final de vida util?

NO

Aplica el criterio 1.2.a para ALC que

9. ¢Los modelos de microbiologia predictiva y/o sl favorecen el crecimiento de Lm

challenge test, con posible verificacion mediante

estudios de durabilidad y/o histérico de datos, Aplica el criterio 1.2b para ALC que
muestran, a satisfaccion de la Autoridad competente, favorecen el crecimien.to. de Lm

que el limite de 100 ufc/g a fin de vida util no sera NO El OEA deberia considerar ;eformulacién
superado de acuerdo con las notas a pie de pagina f i I
5y 7 del Reglamento (CE) n° 2073/2005? ;fonlzg’ucec”iéfzeﬁg‘:ﬂgl”es de procesamiento
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Resolucion del ejemplo.

El operador presenta los resultados de un ensayo de desafio llevado a cabo en un
laboratorio de analisis de alimentos competente para realizar este tipo de ensayos segun
el Documento de Orientacion del EURL-Lm'®. El ensayo de desafio presenta las
siguientes caracteristicas:

- Numero y caracteristicas de los lotes:

En el ensayo de desafio se emplearon tres lotes independientes (diferentes lotes de
materias primas y dias de produccion) de ensaladilla rusa, que presentaban las
siguientes propiedades fisico-quimicas:

| Lote 2 Lote 3

(D] S Promedio Promedio DE*
pH 5,67 0,04 |5,56 0,06 5,43 0,05
Aw 0,994 0,002 [0,993 0,003 (0,990 0,002

* DE: desviacion estandar

Los lotes fueron enviados al laboratorio de analisis al dia siguiente a su fecha de
produccién, y el ensayo de desafio comenzd para cada lote, el dia siguiente a la
recepcion del lote en el laboratorio.

De acuerdo con la guia técnica, es preciso conocer las caracteristicas fisicoquimicas del
producto. El pH y aw son fundamentales.

Para medir las propiedades fisicoquimicas del producto, se prefieren los métodos
estandarizados (por ejemplo, ISO, EN o normas nacionales). Estas mediciones deben
compararse con los datos procedentes de la produccion normal del alimento para
demostrar que los lotes utilizados en el ensayo de desafio representan los procesos
productivos normales y, preferentemente, que el lote que se utiliza en el ensayo de
desafio representa el escenario menos favorable.

Para determinar la vida atil microbiolégica de un ALC deben analizarse, al menos, 3
lotes para poder captar la variabilidad interlote. Los lotes deben enviarse al laboratorio
a la mayor brevedad posible tras la produccion (es decir, el dia de produccion o el
siguiente) para evitar que se alteren las caracteristicas alimentarias entre el dia de
produccion y el dia de inoculacion (ver también el apartado 6.2.2.4). Para contabilizar la
variacion del proceso de produccion y del producto, se recomienda analizar tres lotes
que se hayan producido en fechas diferentes.

Se dispone de un histérico de datos suficiente para caracterizar la variabilidad intralote
(un minimo de cinco valores por lote) e interlote (un minimo de tres lotes diferentes)
analizados en un periodo en el que se refleje la posible variabilidad (ultimos 3 afos de
produccion). El analisis de ese histérico de datos permite concluir que los lotes
analizados durante el ensayo de desafio son representativos de la produccion, ya que
los tres lotes se encuentran, considerando tanto el pH como la aw, dentro del rango del
90 % del histdrico de datos. Uno de los lotes presenta ademas valores préximos al
percentil 95, representando un escenario desfavorable en términos de posible
crecimiento de Listeria monocytogenes.

BEURL Lm GUIDANCE DOCUMENT EURL to evaluate the competence of laboratories implementing challenge tests
and durability studies related to Listeria monocytogenes in ready-to-eat foods Version 3 10/02/2023
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El ensayo de desafio cumple los requisitos minimos en cuanto al numero y la eleccion
de los lotes de analisis.

Cepas de L. monocytogenes: se utilizd un céctel de tres cepas distintas de L.
monocytogenes (una de ellas es la cepa 12MOB047LM de la coleccion del laboratorio
europeo de referencia para L. monocytogenes; las otras dos son cepas propias del
laboratorio donde se ejecutd el ensayo de desafio y provenian de una muestra de
queso y de una muestra ambiental de una industria alimentaria, respectivamente).

De acuerdo com la guia técnica, para contabilizar la variacién en el crecimiento y
supervivencia entre cepas de Lm, debe realizarse un ensayo de desafio con una mezcla
de cepas de Lm. Para ayudar al laboratorio a encontrar y elegir cepas de Lm, el EURL
Lm ha establecido un conjunto de cepas de Lm aisladas procedentes de diferentes
origenes (carne, pescado, lacteos y entorno). Estas cepas se han caracterizado por sus
caracteristicas de crecimiento (umax. se ha determinado en pH extremos, aw y
temperatura (anexo 10.5 de la guia).

La cepa 12MOB047LM, de acuerdo con el anexo 10.5 de la guia es una cepa del
serotipo Il recomendada para la categoria otros productos (distintos de productos
carnicos, productos de pescado y productos lacteos) con capacidad de crecimiento a aw
baja (0,95), pH bajo (5,0) y temperatura baja (8°C).

El ensayo de desafio cumple los requisitos minimos en cuanto a la eleccién y nimero
de cepas de L. monocytogenes.

Preparacion del inéculo: cada cepa de L. monocytogenes fue, en primer lugar,
crecida en 9 mL de caldo BHI a 37°C durante 16 horas y, posteriormente, ese cultivo
bacteriano fue utilizado para preparar un segundo cultivo en caldo BHI (inoculando
0,1 mL del primer subcultivo en 9 mL de caldo BHI), que fue incubado a 10°C durante
3 dias. Posteriormente, los cultivos de las tres cepas de L. monocytogenes fueron
mezclados en cantidades iguales, para obtener el céctel a utilizar para la inoculaciéon
de los lotes de ensaladilla rusa. Finalmente, se realizaron varias diluciones del coctel
de cepas de L. monocytogenes en agua fisioldégica para obtener el inéculo a la
concentracién deseada.

De acuerdo con la guia técnica, la normalizacion de la preparacion del indculo resulta
especialmente importante para poder inocular el ALC a la concentracion esperada de
100 ufc/g o ml (rango de 50 a 200 ufc/g) (en el anexo 10.6 se explica un ejemplo de
calculo). Para estar listos para inocular el lote el dia de llegada al laboratorio, los
subcultivos para la preparacion del inoculo deben realizarse con antelacion. EIl volumen
total de la suspension de indculo preparado debe ser suficiente para inocular todas las
unidades del ensayo.

De conformidad con el Anexo | del Reglamento (CE) N.° 2073/2005, los métodos de
deteccion y recuento de L. monocytogenes son, respectivamente, la EN ISO 11290-1 y
la EN ISO 11290-2. Dado que las unidades de ensayo se contaminan de forma artificial
con Lm, no es necesario completar el paso de confirmaciéon cuando se realiza el
recuento.

El medio de cultivo, las temperaturas y tiempos de incubacion y el procedimiento general
de precultivo, mezcla y dilucidon para la preparacion del indculo bacteriano cumple las
recomendaciones de la guia.
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Inoculacion de la muestra: Se realiz6é una inoculacién en profundidad de 500 g de
ensaladilla rusa para cada lote. Para ello, se saco el alimento de su envase, y se
inoculd con 0,5 mL del inéculo preparado como se ha indicado previamente.
Posteriormente, se procedié a mezclar intensamente las muestras con el indculo y
se envasaron a vacio en envases con idénticas propiedades de barrera a las del
envase original, en este caso de 500 g. De acuerdo a la guia técnica, la inoculacion
debe realizarse a la mayor brevedad posible tras la produccion del lote, es decir, en
un plazo de 2 dias. En caso de que exista un retraso en el transporte de las muestras
al laboratorio, o si el producto tiene una vida util larga (por ejemplo, mas de 6
semanas), el retraso entre el dia de produccion y el inicio del ensayo de desafio
podria ser superior a 2 dias. Cuando esto sucede, debe demostrarse que el tiempo
entre la produccién e inoculacion no afecta a la estructura, a las caracteristicas
fisicoquimicas y a la flora microbiolégica del producto.

El volumen del inéculo que se introducira en la matriz alimentaria no debera exceder el
1 % de la (p/v) de la masa de producto, para no alterar significativamente las
caracteristicas fisico-quimicas del mismo,; el volumen maximo del inéculo para la
inoculacion de 500 g es 5 mL. El laboratorio empled un volumen inferior, de 0,5 mL.

En un ensayo de desafio, el proceso de inoculacién de Lm debe garantizar que se
distribuye de forma homogénea en el alimento, aunque pueda no ser el caso en la
realidad. La desviacion estandar del recuento de Lm obtenida en el dia 0 (el dia de
inoculacion) de las tres réplicas debe calcularse y debe ser inferior a 0,3 log ufc/g. En el
supuesto de que esta desviacion estandar fuese superior, no se aceptara el ensayo de
desafio para el lote analizado y sera preciso realizar un nuevo ensayo de desafio en
otro lote.

En este caso, se obtuvo una desviacién estandar de 0,12 log ufc/g para el lote 1, 0,06
log ufc/g para el lote 2 y 0,08 log ufc/g para el lote 3, por lo que queda demostrada la
distribucion homogénea del inéculo en el alimento:

Momento 0 t

[Lm] Media +/- DE
2,12

Lote 1 2,35 2,23+/-0,12
2,21
2,14

Lote 2 2,1 2,15 +/- 0,06
2,22
2,2

Lote 3 2,22 2,26 +/- 0,08

2,35

Pueden utilizarse diferentes técnicas de inoculacion para contaminar los ALC de manera
artificial:

- O bien se saca el alimento de su envase, se inocula y se vuelve a envasar en
concentraciones de gases similares a un envase sin abrir (envase de
consumidor). En este caso, el laboratorio usara bandejas y peliculas especificas
con propiedades de barrera similares en comparacion con el envase original. El
ALC puede inocularse:

e en profundidad: para alimentos que se consideren homogéneos (por
ejemplo, alimentos triturados) o alimentos preparados mezclando varios
materiales (por ejemplo, ensalada mixta).
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e en la superficie: para replicar la contaminacion de una parte especifica
durante el proceso (por ejemplo, productos contaminados durante el
troceado).

En relacion con aquellos productos que tengan varios componentes o capas, deben
inocularse uno o varios componentes relevantes en relacion con la contaminacién con
Lm o las interrelaciones entre componentes (por ejemplo: sandwiches).
- O el alimento se mantiene en su envase inoculando a través de un septo que se
cubre de inmediato con un segundo septo para mantener las condiciones
gaseosas exactas.

En este caso, se empled una técnica de inoculacion fuera del envase en profundidad, al
tratarse de un alimento preparado mezclando varios materiales, seguida de un
envasado en condiciones analogas a las de distribucién del producto, por lo que se
siguen adecuadamente las recomendaciones de la guia.

En cuanto al nivel de contaminacién, de acuerdo a la guia el nivel de contaminacion
objetivo se situa proximo a los 100 ufc/g (rango de 50 a 200 ufc/g). Este nivel de
contaminacion reduce el efecto de la medicién de incertidumbre asociada a cifras bajas.

En este caso, el nivel medio de contaminacion del producto fue de 2,21 log ufc/g
(equivalente a 162 ufc/g), por lo que se encuentra en el rango recomendado.

- Almacenamiento de muestras: las muestras fueron almacenadas a 7°C
durante 14 dias, seguidos de 7 dias a 9,5°C (la vida util declarada del producto
es 21 dias).

Las condiciones de almacenamiento aplicadas durante el ensayo de desafio (incubacion
de las unidades de ensayo) deben corresponder con las condiciones en las que sea
mas probable que se utilice normalmente el producto, hasta el final de la vida util. Se
debe incluir el rango de temperatura esperable en la cadena de frio, desde la fabricacién
hasta la venta al por menor, el almacenamiento en comercio y en consumo.

De acuerdo con la guia técnica, es responsabilidad de los operadores de empresas
alimentarias asegurar que las condiciones de almacenamiento empleadas sean
realistas, teniendo en cuenta que las temperaturas de almacenamiento etiquetadas en
el envase no siempre pueden mantenerse a lo largo de la cadena de frio (desde
produccién hasta consumo). En el supuesto de que se utilizase una temperatura de
almacenamiento inapropiada (temperatura inferior a la que suela producirse) durante el
ensayo de desafio, podria infravalorarse el crecimiento de la Lm y sobrestimarse la
duracion de la vida util.

La temperatura(s) utilizada para determinar la vida util del producto tiene (tienen) que
estar debidamente justificada y documentada por los operadores de empresas
alimentarias. En la primera fase de la cadena de frio (desde fabricacion hasta la llegada
al expositor), cuando los operadores de empresas alimentarias disponen de sus propios
datos, se prefiere el uso de esta informacion. En este caso, se utilizara el percentil 95
de la observacion de datos de los operadores de empresas alimentarias. En el caso de
no disponer de datos, se utilizara la temperatura por defecto que figura en la Tabla 4 de
la guia, que es de 7°C para esta fase, con una duracién de 1/3 de la vida util. En la
segunda fase (expositor en tienda) y en la tercera fase (almacenamiento por parte del
consumidor) de la cadena de frio, en los casos en los que se disponga de informacion,
se prefiere el uso de datos nacionales donde se encuentra la fase de la cadena de frio.
En este caso, se utilizara el percentil 95 de la observacion de datos. En el caso de no
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disponer de datos, se utilizara la temperatura por defecto que figura en la Tabla 4 de la
guia, que es de 7°C para la fase 2 (para una duracion de 1/3 de la vida util) y de 10°C
para la fase 3 (para una duracién de 1/3 de la vida util).

Duracién de almacenamiento (incubacién)
Fase de la’cadcna de Tcmpcratm‘"a de alljn’accnamicnto Vida til (VU) Vida til (VU)
frio (incubacion)
1 21 dias > 21 dias
Temperatura O sise Duracion
A nivel de fabricacién | justificada por  ogcanoce 7°0 justificada O si se 1/3VU 7 dias
la por la desconoce
informacion informacion
detallada™ detallada
Temperatura O sise Duracion
A nivel minorista Jjustificada por  desconoce 7°C Jjustificada Osise 1/3VU 1/2 (VU-T)
la informacidn por la desconoce
detallada** informacion
detallada
Temperatura Osi Duracion
) ) justificada por sise . justificada Osise
A nivel de consumidor| .. e son desconoce 10°C por la desconoce 1/3VU 1/2 (VU-T)
detallada** informacion
detallada

* Temperatura justificada por la informacidn detallada: percentil 95 de la observacidon de datos de los operadores de empresas alimentarias

** Temperatura justificada por la informacidn detallada: percentil 95 de la observacidn para el pais en el que se encuentre la
fase de la cadena de frio.

En este caso, se utilizaron de forma apropiada las condiciones por defecto durante las
dos primeras fases del almacenamiento:

- 7°C durante 7 dias (1/3 de la vida util) para la fase de fabricacion.

- 7°C durante 7 dias (1/3 de la vida util) para la fase minorista.

Para la tercera fase se utilizé el dato correspondiente al percentil 95 de los datos de las
temperaturas de las neveras domésticas en Espafia’.

- 9,5°C durante 7 dias (1/3 de la vida util) para la fase de consumidor.

- Andlisis de muestras: se realizé una enumeracion de L. monocytogenes al
inicio del ensayo de desafio (t=0), al final de la vida util declarada (t=21) y en tres
puntos intermedios del ensayo (t=5; t=10; t=15). En cada punto de muestreo se
enumerod L. monocytogenes en 3 unidades de ensayo. Se siguié para ello la
norma EN ISO 11290-2. También se realizaron al inicio del ensayo de desafio
(t=0) y al final de la vida util declarada (t=21), determinaciones de caracteristicas
fisicoquimicas (pH y aw) y recuentos de microbiota aerobia mesdfila (EN ISO
4833) empleando 3 unidades de control en cada punto de muestreo. Ademas,
se utilizé una unidad de control para el seguimiento continuo de la temperatura
durante el ensayo de desafio, para asegurar la correcta ejecucion del perfil

“ofre A, Latorre-Moratalla ML, Garriga M y Bover-Cid S, 2019. Domestic refrigerator temperatures in Spain:
assessment of its impact on the safety and shelf-life of cooked meat products. Food Research
International,126, 108578. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2019.108578
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tiempo/temperatura seleccionado. Finalmente, se analizaron 3 muestras de
control alimentario con la finalidad de verificar las condiciones microbiologicas
(confirmar la no deteccion o} los niveles
de Listeria monocytogenes presentes antes de la inoculacion y de microbiota
acompanante) y fisicoquimicas iniciales del producto no inoculado.

La medicion de las temperaturas de almacenamiento de las unidades de ensayo debe
registrarse durante el ensayo utilizando un registrador de datos térmicos en una unidad
de ensayo de control especifica que se encuentre en la misma incubadora y lo mas
cerca posible de las unidades de ensayo restantes.

El procedimiento seguido por el laboratorio de analisis cumple lo establecido en la norma
EN ISO 20976-1 y el anexo 10.8 (Tabla 12) de la guia técnica en lo que respecta al
numero de unidades que deben prepararse (nUmero de unidades de ensayo que deben
inocularse, numero de unidades de control y muestras de control alimentario), y el
numero de puntos de muestreo, asi como en los relativo a los métodos de analisis
estandarizados empleados.

Tabla 12. Ejemplo 4: Productos envasados al aire o al vacio. 3 lotes analizados. 3 unidades de ensayo
analizadas por puntos de muestreo

Numero de unidades y fecha de

Tipo de Tipo de anilisis anlisis por lote
unidades
3 unidades de
Unidades de Recuento de L. monocytogenes ensayo par
ensayo 15 cada uno de los
5 puntos de
muestreo
Deteccién de L. monocytogenes leng
Muestras de Medicién de las caracteristicas fisicoquimico 3 3enip
control
alimentar Recuento de la microbiota asociada Jenn

io

Medicién de las caracteristicas fisicoquimico

3 3eniy fina
Unidades de Recuento de la microbiota asociada
control
Control de temperatura 1 durante todo el
ensayo
Niimero total necesario por lote 22+
Niumero total necesario para 3 lotes 66*

(*) En funcién de la cantidad de producto en unidades, es posible que sea preciso incrementar el nimero total para disponer

de cantidad suficiente de producto para relazar todos los anélisis necesarios.

Calculo del potencial de crecimiento: para cada lote, el potencial de
crecimiento A se calculdé mediante la formula: A = logmax. - log i. Donde logmax. €S,
en este caso, el recuento medio mas alto obtenido en los 4 puntos de muestreo
(excluyendo la muestra en to); y log i hace referencia al recuento medio de las 3
unidades de ensayo analizadas en el momento cero (t0). El potencial de
crecimiento de todos los lotes analizados es el mayor valor de A obtenido. En la
tabla inferior se muestran los recuentos obtenidos en cada punto de muestreo, y
el potencial de crecimiento calculado, indicativo de una inactivacion progresiva
de L. monocytogenes durante el ensayo de desafio.
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Momento O t Momento 1 ts Momento 2 to Momento 3 tis Momento 4 t Alote

[Lm] Media +/- DE [Lm] Media +/- DE [Lm] Media +/- DE [Lm] Media +/- DE [Lm] Media +/- DE
2,12 2,12 1,85 1,45 1,12

Lote 1 2,35 2,23+/-0,12 1,98 2,0+/-0,12 1,67 1,72 +/-0,11 1,36 1,44 +/- 0,08 1,18 1,11+/-0,08 2,0-2,23=-0,23
2,21 1,89 1,64 1,52 1,03
2,14 1,67 1,45 1,08 <1

Lote 2 2,1 2,15 +/- 0,06 1,79 1,81 +/- 0,15 1,38 1,46 +/- 0,09 1,14 1,16 +/- 0,09 <1 <1 1,81-2,15=-0,34
2,22 1,97 1,56 1,25 <1
2,2 2,01 1,56 1,23 <1

Lote 3 2,22 2,26 +/- 0,08 1,87 1,89 +/- 0,11 1,45 1,59 +/- 0,16 1,15 1,22 +/- 0,07 <1 <1 1,89 - 2,26 =-0,37
2,35 1,79 1,76 1,29 <1
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El calculo del potencial de crecimiento se ha realizado siguiendo las recomendaciones
de la guia técnica. De acuerdo con la guia técnica, si el potencial de crecimiento es
inferior a 0,5 log se considera que L. monocytogenes no es capaz de crecer en el
producto. En el caso de la ensaladilla rusa, el potencial de crecimiento fue 0, por lo
que se asume que no puede favorecer el crecimiento de Lm (Categoria 1.3 del

Reglamento (CE) N.° 2073/2005).

Respuestas al listado de verificacion.

En relacion con el listado de verificacion estariamos en la siguiente situacion:

5.2. ENSAYOS DE DESAFIO

si

NO

NO
APLICA

Se han realizado ensayos de desafio para valorar la
capacidad de Lm para crecer en el alimento (potencial de
crecimiento A). En caso de respuesta afirmativa,
completar seccion 5.2.1.

Se han realizado ensayos de desafio para estimar los
parametros de crecimiento de Lm (tasa de crecimiento
maximo, pmax). En caso de respuesta afirmativa,
completar seccion 5.2.2.

El laboratorio que realiza el ensayo dispone de garantias
adecuadas de competencia técnica (p. €j., acreditaciéon
EN ISO/IEC 17025, controles de calidad, participacion
satisfactoria en ensayos de aptitud)

El informe indica expresamente que el ensayo se ha
disefado y ejecutado conforme a la guia técnica del
EURL-Lm sobre ensayos de desafio.

Se describe de forma completa el producto
(caracteristicas fisicoquimicas, denominacion,
composicion, sistema de envasado, peso/formato, tipo
de producto, vida util prevista, modo de conservacion,
instrucciones de uso, fecha de fabricacion, etc.)

Se ha evaluado la variabilidad intralote (minimo 5
valores) e interlote (minimo de 3 lotes diferentes) de
aquellos factores relevantes del producto (p.ej. pHy aw).

Se describen las condiciones del proceso que puedan
influir en el crecimiento de Lm (p. €j., tratamiento térmico,
ahumado, secado, maduracién, troceado, picado,
salado, congelacién, etc.)

Se aporta informaciéon que demuestra que los lotes
objeto de ensayo son representativos de la produccion
(al menos 3 lotes) Si se utiliza un solo lote ;esta
justificado correctamente?

Se justifica que el producto/lote objeto de ensayo
representa el escenario mas desfavorable en términos
de posible crecimiento de Lm.

5.2.1. ENSAYOS DE DESAFIO PARA EVALUAR EL
POTENCIAL DE CRECIMIENTO (A)

si

NO
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Para evitar cambios fisico-quimicos en el producto, ¢ Se
ha realizado la inoculacién dentro de los 2 dias
posteriores a su fabricacion?

En caso de haber transcurrido mas de 2 dias desde la
fabricacion hasta la inoculacion, ¢ se justifica conforme a
la guia técnica del EURL-Lm?

Se describe y justifica la eleccion de las cepas
inoculadas (caracterizadas por origen y caracteristicas
de crecimiento)

¢Los lotes se han inoculado con la misma mezcla de
cepas?

la preparacion del indculo
(subcultivos, condiciones, volumen
total, etc.);

la concentracion objetivo, siendo
esta préxima a 100 ufc/g o ml (entre
50-200 ufc/g o ml) o, si se usa otra
concentracion, ;.se justifica
técnicamente?

Se describe

La técnica de inoculacion es adecuada al tipo de
producto y al escenario realista de contaminacion
“natural” y se comprueba que no altera de forma
relevante las propiedades del alimento. Ej.: inoculacion
en “superficie” para reproducir contaminaciéon cruzada
desde superficie de cortadora; inoculacion en
‘profundidad” para reproducir contaminacién en
productos sometidos a picado/amasado, etc.

¢El ensayo incluye también muestras de control (sin
inocular) para ver la ocurrencia natural de L.
monocytogenes en el producto?

Se demuestra que la distribucion del inéculo es
homogénea en tiempo 0, de forma que la desviacion
estandar de las 3 unidades inoculadas es < 0,3 log ufc/g.

Se ha inoculado y realizado recuento de Lm en al menos
7 muestras por lote, 3* en tiempo 0 (tras inocular), 3 a lo
largo de la vida util y 1 al final?

*Puede ser 1 si los 3 lotes se inoculan de manera
simultanea.

Se ha realizado investigacion de Lm en la muestra
control obteniendo un resultado de no deteccion en 25 g
(si se detecta se puede seguir el ensayo siempre que el
recuento sea inferior al obtenido en las muestras
inoculadas)

Envasado (al vacio, atmésferas
Se han | modificadas, etc.)

contemplado las

. Temperaturas de almacenamiento
condiciones

en la industria (7°C)
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razonablemente Temperaturas de almacenamiento
previsibles de: en el comercio al por menor (7°C)

Temperaturas de almacenamiento
por el consumidor (10°C)

En caso contrario, ¢,se han conservado reproduciendo
las condiciones razonablemente previsibles aportadas
por el operador, justificadas por informacion detallada,
estableciendo las mismas en el percentil 95 de sus
observaciones?

¢Se han medido en las unidades de control los
parametros fisicoquimicos fundamentales del producto
(al menos pH y aw) y se ha realizado control de
temperatura y recuento de microbiota asociada?

Los analisis de deteccion y recuento de Lm se han
realizado utilizando los métodos de referencia (EN ISO
11290-1 y EN ISO 11290-2) o con métodos alternativos
conforme al articulo 5 del Reglamento (CE) n°
2073/2005.

Se incluyen los calculos realizados para valorar el

potencial de crecimiento y se interpretan correctamente:

- A >0,5log10 implica que el alimento favorece el
crecimiento de Lm

- A = 0,5 log10 implica que no favorece el
crecimiento de Lm

(El ensayo de desafio aportado
por la empresa proporciona
evidencias que demuestran de
manera satisfactoria que el
producto no favorece el
crecimiento de Lm? En caso
negativo, indicar motivos en
observaciones.

Conclusion: Si el producto favorece el
crecimiento de Lm, ¢ el ensayo de
desafio proporciona evidencias
que demuestran de manera
satisfactoria que el producto no
superara el limite de 100 ufc/g
durante toda su vida util? En caso
negativo, indicar motivos en
observaciones

Observaciones:
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Respuesta al arbol de decisiones.

Aplica el criterio 1.3 para ALC gue no favorecen el
crecimiento de Lm.

7. iSe ham levado & cabo estudios
complementarics de wvalidacidn de la vida WOfil,
como microbiclogia predictiva o challenge tesfs
(bajo condiciones de almacenamisnto
razomablemsante esperables) para determinar si =l
ALC favorece el crecimiento de Lm?

S

8. ;jLos modelos de microbiologia predictiva yio B}
los challenge test muesiran un crecimiento de Lm =l
inferior & 0,5 logyp &l final de wida Ofil?

Conclusion

Se concluye que la empresa ha proporcionado evidencias que demuestran de manera
satisfactoria que el producto cumple el criterio de seguridad alimentaria de L.
monocytogenes que le es de aplicacion (1.3), y el resultado de la verificacion del
estudio es SUFICIENTE.

Es responsabilidad del operador verificar que los lotes producidos a partir de la
verificacion suficiente del estudio siguen cumpliendo el criterio para mantenerse en la

categoria 1.3.
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EJEMPLO 8 - JUSTIFICACION DE LA CLASIFICACION DE UN JAMON COCIDO
LONCHEADO ENVASADO AL VACIO EN LA CATEGORIA 1.3 MEDIANTE UN
ENFOQUE DE SEGURIDAD POR DISENO, MICROBIOLOGIA PREDICTIVA Y
ENSAYO DE DESAFIO.

Planteamiento

Un operador elabora y comercializa jamoén cocido loncheado envasado al vacio en
unidades de 150 g. La formulacion inicial del producto incluye unicamente nitrito sédico
como unico aditivo con accion conservante. El operador desea establecer una vida util
refrigerada de 45 dias y estudia la reformulacién del producto mediante la
incorporacién de aditivos con efecto antimicrobiano’.

Formulacion base del producto

La formulacién base del jamén cocido corresponde a un producto convencional,
elaborado mediante inyeccion de salmuera sobre magro de cerdo, coccion, loncheado
y envasado al vacio en sala blanca. La composicion cuantitativa se detalla en la tabla
siguiente:

. Cantidad (%
Ingrediente 0 S
p/p) Mog«TE&'/'EI??E
Jamédn de cerdo 910 e
(deshuesado, sin grasa subcutanea) ’
Agua (salmuera) 5,43 ‘
Sal comun (NaCl) 2,10 ‘llllllllll\l\i :
Dextrosa 0,70 g
Tripolifosfato sédico (E 451) 0,50 A
~A
Carragenato (E 407) 0,20
Ascorbato sddico (E 301) 0,06 . L .
Figura 1. Imagen del jamén cocido
Nitrito sddico (E 250) 0,012 objeto del ejemplo generada con IA.

El producto se lonchea y envasa al vacio en film PET/PE de baja permeabilidad al
oxigeno en unidades de 150 g. Se comercializa refrigerado con instruccion de
conservacion a temperatura < 5 °C.

El operador quiere valorar la posibilidad de reformular con antimicrobianos para
conseguir inhibir completamente el crecimiento de L. monocytogenes durante la vida
util del producto conservado en condiciones razonablemente previsibles de
distribucion, almacenamiento y utilizacion. El proposito es justificar que el producto no
favorece el crecimiento de L. monocytogenes y que, por tanto, puede clasificarse en la
categoria 1.3. Esta conclusion contribuiria asimismo a justificar el uso de una fecha de
consumo preferente, siempre que se demuestre que ningun otro peligro microbiolégico
limita la seguridad del producto y que su durabilidad organoléptica es compatible con
la vida util propuesta.

! Ejemplo basado en el trabajo Bover-Cid, S., Serra-Castell6, C., Dalgaard, P., Garriga, M., Jofré, A.
(2019). New insights on Listeria monocytogenes growth in pressurised cooked ham: A piezo-stimulation
effect enhanced by organic acids during storage. International Journal of Food Microbiology, 290: 150-
158
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Para justificar la clasificacion del producto en la categoria 1.3, el operador desarrolla
tres etapas sucesivas de trabajo:

PARTE 1. Caracterizacion fisicoquimica de la formulacion inicial. Se determina que el
producto puede favorecer el crecimiento de L. monocytogenes y se decide
reformularlo.

PARTE 2. Disefio de formulaciones alternativas mediante microbiologia predictiva
(FSSP v4.0), incorporando lactato potasico (E-326), solo o combinado con diacetato
sodico (E-262).

PARTE 3. Validacion experimental mediante un challenge test. Se determina el
potencial de crecimiento (A) de L. monocytogenes bajo un perfil de temperatura
razonablemente previsible.

PARTE 1. Caracterizacion del producto de base

El operador presenta los resultados de pH, aw, concentracion de sal y humedad
obtenidos en 3 lotes de produccién de la formulacion inicial (sin lactato ni diacetato),
con 5 muestras por lote (n = 15, Tabla 1), conforme al minimo exigido para la
caracterizacion fisicoquimica (apartado A.2 del listado de verificacion).

Adicionalmente, se aportan datos de caracterizacidon microbioldgica relativos a los
recuentos de bacterias acidolacticas, consideradas el grupo microbiano mas relevante
en productos carnicos cocidos envasados al vacio por su posible influencia en el
comportamiento de L. monocytogenes. En las 15 muestras analizadas, los recuentos
de bacterias acidolacticas se mantuvieron por debajo del limite de deteccion (< 100
ufc/qg).

Tabla 1. Resultados de la caracterizacion fisicoquimica del jamén cocido.

Lote Muestr H a Sal Humedad WPS
a P E (%NacCl) (%agua) (%)*
Lﬁte 1 6.15 0,976 3.38 727 4.44
2 6,11 0,975 3,13 734 4,09
3 5,90 0,981 2,91 746 3,75
4 6,10 0,074 3,45 746 4,42
5 6,14 0,976 3,04 71.9 4,06
L%te 1 5,95 0,975 3,26 73,9 4.22
2 6,09 0,977 2,98 73,3 3,01
3 6,07 0,973 3,63 733 4,72
4 6,12 0,975 3,24 716 4,33
5 6,10 0,979 2.95 73,7 3,85
L%te 1 6,13 0,977 2,91 74,0 3,78
2 6,08 0,975 3,40 754 4,31
3 6,10 0,976 3,13 735 4,08
4 6,00 0,082 2.84 75,8 3,61
5 6,11 0,074 317 717 4,23

*Sal en fase acuosa, calculada a partir de la ecuacion: WPS(%) = (%NaCI*100)/( %agua +
%NacCl)
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Los valores de pH y ay se sitian muy por encima de los limites de crecimiento de
L. monocytogenes, tal como se refleja en la representacion grafica disponible en la
herramienta BestDate (http://bestdate.irta.cat) (Figura 2).

Mediante |la herramienta BestDate, que incorpora el arbol de decisiones desarrollado
por EFSA' para determinar el tipo de fecha mas adecuado para los alimentos
envasados, se concluye que este producto:
ha sido sometido a un tratamiento de pasteurizacion durante la etapa de coccion,
capaz de eliminar los patdgenos vegetativos presentes? (P4)
se ha expuesto a recontaminacion durante las operaciones de loncheado y
envasado (P5)
no recibe ningun tratamiento postletal tras el envasado final (P6)
presenta unas caracteristicas fisicoquimicas (pH y aw) que, por si solas, no
impiden el crecimiento de patégenos vegetativos (P8).
no se dispone de evidencias que demuestren que el alimento no permite el
crecimiento de patdégenos ni la produccion de toxinas en condiciones
razonablemente previsibles de conservacion.
En consecuencia, y de acuerdo con el arbol de decisiones de EFSA, el jamdn cocido
loncheado envasado al vacio, en su formulacion basica, debe etiquetarse con una
“fecha de caducidad”, ya que no existen elementos que permitan descartar la
posibilidad de crecimiento de microorganismos patégenos (e.g. L. monocytogenes)
durante su vida util.

Figura 2. Captura de
pantalla de la
aplicacion  BestDate
(http://bestdate.irta.cat)
en la que se han
introducido  los 15
pares de valores de pH
y aw obtenidos a partir
de 3 lotes de jamoén
cocido.

Grafico de actividad de agua y pH*

de bacterias

Crecimiento de células
00

FECHA DE

CADUCIDAD

Nombre producto:

Descripcin produ

s un alimento congelada.

1 EFSA BIOHAZ Panel (EFSA Panel on Biological Hazards), Koutsoumanis K, Allende A, Alvarez-Orddfiez A, Bolton D,
Bover-Cid S, Chemaly M, Davies R, De Cesare A, Herman L, Nauta M, eixe L, Ru G, Simmons M, Skandamis P,
Suffredini E, Jacxsens L., Skjerdal T, Da Silva Felicio MT, Hempen M, Messens W and Lindqvist R, 2020. Guidance
on date marking and related food information: part 1 (date marking). EFSA Journal 2020;18(12):6306, 74 pp.
https://doi.org/10.2903/].efsa.2020.6306

2 Se asume que el operador ha validado el tratamiento de coccidn
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3. CARACTERIZACION FiSICO - QUIMICA DEL
PRODUCTO.

NO

NO APLICA

pH

dw

X | X

Concentracion de aditivos

La caracterizacion del Estructura (solido, liquido)

b

producto incluye: Microbiota habitual

b

Compuestos fendlicos

Otros

¢ Se dispone de un minimo de 15 datos de pH y /o de aw
correspondientes a tres lotes diferentes (n= 5/ lote)
representativos de la produccion?

Se caracteriza la variabilidad intra e inter-lote de pHy /o aw, ¥y
se estima que la probabilidad de que el pH y/o la aw sean
superiores al limite establecido en la nota 8 es inferior al 5%
(es decir, existe una confianza estadistica superior al 95% de
que el pH y/o la aw es inferior al limite establecido).

- pH=<4,40a,<0,92

- pH=s50yan=<0,94

Para los alimentos multicomponente (por ejemplo, un
sandwich) estos valores se han calculado para cada uno de
los componentes separados del producto una vez montado,
esperando el tiempo suficiente, que se habra registrado, para
que haya podido darse la interaccién entre los ingredientes. Se
ha considerado el componente mas favorable para el
crecimiento microbiano. No se deben calcular a partir de una
muestra homogeneizada del producto completo.

Se caracterizan otros factores intrinsecos o extrinsecos
empleados para justificar la vida util establecida (p.ej.,
concentracién de aditivos).

La vida util establecida es inferior a 5 dias

Conclusidn: El alimento esta correctamente caracterizado.

Observaciones:

Conclusion: El operador puede justificar que pertenece a la
categoria 1.3 de productos que no pueden favorecer el
crecimiento de Listeria monocytogenes por pH/aw (nota 8
Reglamento (CE) 2073/2005).

Observaciones:

Resolucion del ejemplo Parte 1

El jamon cocido loncheado envasado al vacio, formulacion basica, no cumple ninguno
de los criterios automaticos de la nota 8. Se trata de un alimento que puede favorecer
el desarrollo de Listeria monocytogenes 'y, por tanto, en su formulacion basica quedaria
clasificado en la categoria 1.2 del Reglamento (CE) n°® 2073/2005.
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PARTE 2. Diseiio de una nueva formulacién mediante microbiologia predictiva,
incorporando lactato potasico (E-326) y/o diacetato sédico (E-262).

2.1. Seleccidn y justificacion del uso del modelo

El operador, a través de la colaboracién de un grupo de investigacion con experiencia
y capacidad contrastada en el desarrollo, validacién y aplicacion de herramientas de
la microbiologia predictiva, utiliza el modelo "Growth of Listeria monocytogenes in
chilled seafood and meat products" (Mejlholm y Dalgaard, 2009) validado para
productos carnicos cocidos (Mejlholm et al., 2010) e implementado en el software Food
Spoilage and Safety Predictor (FSSP v4.0), disponible libremente en
http://fssp.food.dtu.dk. La justificacion de su idoneidad para el producto en cuestion se
resume en la Tabla 2, junto con las referencias bibliograficas correspondientes.

El factor de sesgo B~1 indica que, en promedio, el modelo no sobreestima ni
subestima las velocidades de crecimiento de L. monocytogenes. El factor exactitud (Ay)
representa el promedio de la diferencia entre las velocidades observadas y predichas.
De acuerdo con la literatura cientifica, un factor de exactitud inferior a 1,5 indican una
precision aceptable del modelo (Ross et al. 2000).

Tabla 2. Justificacion de la idoneidad del modelo predictivo utilizado

Elemento de Descripcion Justificacion
validacién

Rango de | Temperatura: 2-25 °C - pH 5,6-7,7 Todos los parametros del jamoén
aplicabilidad Sal en fase acuosa: 0,7-9,0% cocido loncheado estan dentro del
del modelo Nitrito: 0-150 ppm dominio del modelo.
Acido lactico: 0-60.000 ppm en fase
acuosa
Diacetato: 0-3.800 ppm en fase acuosa
Validacion Concretamente, para productos carnicos | indices de funcionamiento predictivo
especifica en | cocidos, se contrastd la velocidad de | para productos carnicos cocidos:
productos crecimiento observada en 702 challenge | factor sesgo Br = 1,0; factor de
carnicos test con las predicciones proporcionadas | exactitud Ar = 1,4; predicciones
cocidos por el modelo (Mejlholm et al., 2010). correctas del limite de crecimiento
86,2% (6,4% fail-safe, 7,4% fail-
dangerous).

Referencias FSSP v4.0. Food Spoilage and Safety Predictor. National Food Institute, Technical
bibliograficas University of Denmark. http://fssp.food.dtu.dk (informaciéon sobre el modelo de
crecimiento de L. monocytogenes: http://fssp.food.dtu.dk/Help/Listeria/Lm/Im.htm).

Mejlholm, O., Dalgaard, P. (2009). Development and validation of an extensive
growth and growth boundary model for Listeria monocytogenes in lightly preserved
and ready-to-eat shrimp. Journal of Food Protection, 72: 2132-2143.

Mejlholm, O., Gunvig, A., Borggaard, C., Blom-Hanssen, J., Mellefont, L., Ross, T.,
Leroi, F., Else, T., Visser, D., Dalgaard, P. (2010). Predicting growth rates and
growth boundary of Listeria monocytogenes — an international validation study with
focus on processed and ready-to-eat meat and seafood. International Journal of
Food Microbiology, 141: 137-150.

Ross, T., Dalgaard, P., Tienungoon, S. (2000). Predictive modelling of the growth
and survival of Listeriain fishery products. International Journal of Food
Microbiology 62, 231-245
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2.2. Seleccidn y justificacion de los valores de entrada al modelo

Se aplica un enfoque conservador seleccionando, entre los datos de la caracterizacion
de producto (Parte 1), los valores mas favorables para el crecimiento de L.
monocytogenes. Concretamente:

- pH=6,15 (valor mas alto observado) Calculator

- Sal en fase acuosa = 3,61% (valor mas bajo
calculado a partir de las determinaciones
analiticas de sal y contenido acuoso)

- Concentracion de acido lactico/lactato SRR L
enddgeno: se asume un valor de 0,7% como serhaselsic sad snd scate =
concentracion razonable', y se utiliza el valor
mas elevado de contenido acuoso (75,8%)
para calcular la concentracion de acido lactico
en fase acuosa (9150 mg/l de acuerdo con la  Figura 3. Calculadora FSSP para
calculadora disponible en el programa FSSP, determinar la concentracion de

. acido lactico expresado en fase
ver captura de pantalla en la Figura 3).

- Temperatura: se evalia 7 °C y 10 °C, como temperaturas razonablemente
previsibles durante la cadena de suministro y conservacion del producto,
incluida la conservacioén por parte del consumidor (EURL-Lm, 2026).

(]
;%]

Diry matter, %

©

]

Lactic acid and lactate in product, %

OR

a7

£+

Water phase sodiumlactate, % 1.14

Lactic acid in water phase of product, mg/ }915(]

Apply Cancel

La combinacién utilizada constituye un escenario conservador construido a partir de
los valores individuales mas favorables para el crecimiento observados en el conjunto
de datos, aunque estos no correspondan necesariamente a una misma unidad de
producto.

2.3. Simulacién de formulaciones alternativas
Se simulan dos estrategias de formulacion a través de la adicion de aditivos
conservantes para conseguir la inhibicion total del crecimiento de L. monocytogenes:
(a) Adicion de la cantidad suficiente de lactato potasico (E-326);
(b) Adicion de 2% de lactato potasico (E-326) en combinacion con una cantidad
suficiente de diacetato (E-262).

Por ello, se establece el objetivo de conseguir que el parametro y (psi, parametro de
limite de crecimiento o growth boundary parameter) sea igual o superior a 1 (Figura 4),
lo que implica que la velocidad especifica de crecimiento sea cero (umax = 0). El valor
de y = 1 significa que la combinacion de factores se situa en el limite de crecimiento,
por lo que a menudo se recomienda fijar objetivos de y >1. Sin embargo, en este caso
no se ha tenido en consideracion la presencia de nitrificantes en la formulacion ni el
efecto humectante (reductor de la aw) cuando se afiade lactato en la formulacion.

! Mejlholm, O., Gunvig, A., Borggaard, C., Blom-Hanssen, J., Mellefont, L., Ross, T., Leroi, F., Else, T.,
Visser, D., Dalgaard, P. (2010). Predicting growth rates and growth boundary of Listeria monocytogenes
— an international validation study with focus on processed and ready-to-eat meat and seafood.
International Journal of Food Microbiology, 141: 137-150
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(a)

& Listeria monocytogenes growth model O *
e 2 5 F C
ot e 2 Product 1 Product 2 Organic acids in water phase of product
L. monocytogenes initial cell level (cfu/g) 1 1 @ Product 1 @ Product 2
Acetic acid {ppm 0 0
Temperature (C) 7 10 pm) _ _
NaClin water phase % B 3% @ 36 E=acacdoon) i o B 0
pH A5 A5 Citric acid (ppm) & 0 @ 0
Smoke components - phenalfppm) 0 0 Diacetate (ppm) B | 0
% C02 in headspace gas at equilibrium @ 0 @ 0 Lactic acid {ppm) @ 36730 @ 45380
Nitrite, ma/kg 0 0 Sorbic acid {ppm) B | 0
Storage period (d 40
a=e = —— Apply Clear
Include lag time for L. monocytogenes O O
Constart temperature  Series of constant temperatures  Temperature profiles from logger data
Growth rate, lag time and growth boundary parameter (psi) Time for 1004old increase (d)
umax (1/h) lag time (d) Psi (W) L. monocytogenes (d)
Product 1 0 0 1.0001 Mot reached
Product 2 0 0 1.0001 Mot reached
&b Listeria monocytogenes growth model O x
=N AR F c
PR B TECEEEIE Praduct 1 Praduct 7 Organic acids in water phase of product
L. monocytogenes initial cell level (cfu/g) 1 1 @ Froduct 1 @ Product 2
Acetic acid 0 0
Temperature () 7 10 ie acid (ppm)
NaCl i water phase % B 351 @ 36 Benzoic acid fppm) B__o @ 0
BH 515 £15 Citric acid (ppm) ] 0 |@ 0
Smoke components - phenal[ppm) 0 0 Diacetate (ppm) @ 1160 @ 3800
% CO2in headspace gas at equilibrium @ 0 @ 0 Lactic acid {ppm) @ 2737 @ 273N
Nitrite, mg/kg 0 0 Sorbic acid (ppm) B 0 & 0
Storage period {d 40
= . —— Apply Clear
Include lag time for L. monocytogenas O O
Constant temperature  Series of constant temperatures  Temperature profiles from logger data
Growth rate, lag time and growth boundary parameter {psi) Time for 1004eld increase (d)
umax (1/h) lag time (d) Psi (W) L. monocytogenes (d)
Product 1 0 0 1.0008 Not reached
Product 2 0 0 0.9857 Mot reached

Figura 4. Captura de pantalla del programa FSSP en la que se predice la concentracion de
(a): acido lactico/lactato (ppm en fase acuosa) y (b): &cido lactico/lactato y diacetato (ppm
en fase acuosa) para conseguir y =1

5. ALC QUE PUEDEN FAVORECER EL CRECIMIENTO DE L.m. ESTUDIOS

COMPLEMENTARIOS
: ; NO
5.1. MICROBIOLOGIA PREDICTIVA si | NO | ,oiica

El informe esta avalado por expertos y, en caso de
haberse hecho por terceros, esto se indica X
especificamente.

El informe describe claramente el objetivo del estudio X
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El informe parte de una caracterizacion adecuada del
alimento (ver listado de verificaciéon 1)

Se indica la estrategia de busqueda, criterios de
seleccion y fuente de los modelos seleccionados (FSSP,
Pathogen Modelling Programme, MicroHibro...).

Se describe el modelo seleccionado

Se comprueba que el producto esta dentro del rango de
aplicacion del modelo.

Se justifican los parametros
introducidos (pH, aw, conservantes,
etc.) (ver apartado 5.3.1 Seleccion
del peor escenario posible)

Se justifica la concentracion inicial
de Lm introducida en el modelo (de

varios productos en el estudio

manera general, un escenario X
Se describen las | conservador es partir de una
condiciones de la | concentracion inicial de 1 ufc/g)
simulacion Se definen temperaturas de
simulacion, que cubren las
condiciones razonablemente
previsibles de conservacion del
producto objeto de estudio (tabla 4
del documento de orientacion).
Se considera que la fase de latencia
es cero (escenario conservador)
El modelo ha sido validado con experimentos / datos
independientes usando cepas, productos y condiciones
de conservacion diferentes a las que se utilizaron en su
elaboracion (dentro del rango de aplicabilidad).
Se considera la variabilidad asociada a las diferencias de
procesado, de las caracteristicas del alimento y de las
condiciones de almacenamiento.
X
Se presentan probabilidades de (ver
crecimiento. observaci
ones)
Se presentan curvas de crecimiento X
Presentacion de | Se calcula el potencial de x
resultados crecimiento
Se presentan graficas comparativas
por producto, en caso de incluirse X

Se clasifica el producto en funcién
de si favorece o no el crecimiento de
Lm

Indica las suposiciones y/o datos de
Presentacion de | partida sobre las que se basan las
las conclusiones | conclusiones

del informe Indica los resultados de Ia
simulaciéon y cualquier otro dato,
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incluido bibliografico, empleados en
la sustentacion de las conclusiones

La vida datil propuesta esta
justificada por los resultados.

X
(ver
observaci
ones)

Conclusion:

(El estudio de microbiologia
predictiva aportado por Ia
empresa proporciona evidencias
que demuestran, con
probabilidad de crecimiento
menor del 10%, que el producto
no favorece el crecimiento de
Lm? En caso negativo, indicar
motivos en observaciones

(ver
obse
rvaci
ones

¢El estudio de microbiologia
predictiva aportado por |la
empresa proporciona evidencias
que demuestran de manera
satisfactoria que el producto no
superara el limite de 100 ufc/g
durante toda su vida util? En caso
negativo, indicar motivos en
observaciones

Observaciones:

Se utiliza el modelo para estimar la concentracion
de conservantes para conseguir que el parametro
psi () = 1, que representa el limite de crecimiento.
Se estima mediante el modelo que el alimento no
favorece el crecimiento, por lo que la vida util
dependera de elementos no relacionados con

Listeria monocytogenes.

Resolucion del ejemplo Parte 2

De acuerdo con las predicciones del modelo predictivo utilizado, validado para estimar
los limites de crecimiento de L. monocytogenes en productos carnicos cocidos,
considerando valores de entrada conservadores extraidos de la caracterizacion
analitica del producto, la incorporacion de 4% de lactato potasico o la incorporacién de
2% de lactato potasico en combinacion con 0,3% de diacetato sédico, permitiria inhibir
el crecimiento de L. monocytogenes en el jamon cocido conservado hasta 10 °C, con
un valor de W (psi) = 1, justo en el limite de crecimiento. Para definir caracteristicas del
producto destinadas a prevenir el crecimiento de L. monocytogenes en los productos
alimenticios, se recomienda utilizar un valor g de 2,0". Por ello, se decide realizar un
challenge test para validar el efecto listeriostatico de las formulaciones disefadas.

1 http://fssp.food.dtu.dk/Help/Listeria/Lm/Im.htm
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Tabla 3. Resultados de la simulacion con FSSP para las condiciones de base (sin
acidos organicos afiadidos) y los escenarios a (con lactato) y b (lactato y diacetato).

Escenario Escenario

Valores de entrada

Temperatura (°C)" 10 10 10
pH 6,1 6,1 6,1
Sal en fase acuosa (%) 3,61 3,61 3,61
Acido lactico en fase 9150 45380 27371
acuosa (mg/l), del cual
enddgeno 9150 9150 9150
afiadido - 36230 18221
Concentracion de lactato 3,54 1,75
sodico anadido e
en producto (%) it io(o]| || et el
S b tois i rod v, X 3;:-5 :@]‘ | Sodum lactite in prodst, % O-R-s 2|
Concentracion de lactato - 4,05 2,00

potasico ainadido
en producto (%)®

Diacetato afiadido en fase - - 3800
acuosa (mg/l)

Concentracion de - 0,29
diacetato en el producto Coustr
0/.1(3) | Dy mater, % 22
D\acem‘e in water phase of Dm‘d;n. mg/ 3801
‘ Aeply Cancel ‘

Predicciones
Lmax (A1) 0,0139 0 0
Y (psi) 0,5301 1,00 1,00
Tiempo en incrementar 13,77 n.a.@ na.
2 log (dias)
(1): se muestra la simulacién realizada a 10 °C, como la temperatura razonablemente previsible mas elevada (fase
del consumidory).

(2); seguin calculadora disponible en FSSP, se incluye captura de pantalla

(3): equivalencia teniendo en cuenta el peso molecular del lactato de Na (112,06 g/mol) y lactato de K (128,17 g/mol).
“): no aplicable

PARTE 3. Challenge test de potencial de crecimiento (A).

3.1. Diseiio experimental y criterio de evaluacion

Para validar la eficacia de las formulaciones del jamén cocido disefiadas para inhibir
el crecimiento de L. monocytogenes durante la vida util de 45 dias se llevo a cabo un
ensayo de inoculacién controlada (challenge test) de potencial de crecimiento
conforme a las indicaciones de la Guia Técnica del EURL Lm (2026)" y la norma ISO
20976-1: 20192 (Tabla 4). El ensayo lo llevé a cabo un laboratorio que aporta las

L Version traducida por AESAN: https://zenodo.org/records/19404200/files/20260226-
EURL Lm_TGD_Shelf-life_studies v4.1-ES.pdf?download=1

2 Microbiology of the food chain — Requirements and guidelines for conducting challenge tests of food
and feed products — Part 1: Challenge tests to study growth potential, lag time and maximum growth
rate. https://www.iso.org/obp/ui/en/#iso:std:is0:20976:-1:ed-1:v1:en
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garantias adecuadas de competencia técnica utilizando un producto elaborado en
planta piloto semiindustrial 24h antes del ensayo.

Tabla 4. Elementos destacados del disefio experimental del challenge test conforme a las
recomendaciones la Guia Técnica del EURL Lm (2026).

Parametro Condicion

Producto ensayado Jamon cocido loncheado envasado al vacio en unidades de 150
g: Formulacion A: 4% de K-lactato
Formulacion B: 2% de K-lactato y 0,3% Na-diacetato

Objetivo del ensayo Aportar evidencias sobre la eficacia listeriostatica de la
formulacién durante 45 dias de conservacion desde la fecha de
envasado, considerando temperaturas razonablemente

previsibles.

N° lotes independientes 3 lotes, elaborados en fechas distintas y a partir de materias
primas de partidas diferentes

Tiempos de muestreo 5 tiempos: inicio (tiempo 0, to) y 4 puntos adicionales: 15, 26, 35y

45 dias (fin de la vida util deseada)
Réplicas por punto de muestreo 3 unidades a tiempo cero (control de la inoculacién) por lote y 1
unidad por punto de muestreo (n = 9 por punto para las medias)
Coctel de cepas 3 cepas de L. monocytogenes mezcladas a partes iguales: cepa
de referencia 12MOB045Lm (genoserotipo lla, CC9), cepa clinica
Scott A (serotipo 4b, CC2) y un aislado de producto carnico
CTC1034 (serotipo 4b, CC1)".

Nivel de inoculacion =~ 100 ufc/g (2 log ufc/g), inoculacién superficial sobre lonchas.
Envasado Al vacio en film PET/PE (idéntico al comercial)
Perfil de temperatura Perfil razonablemente previsible:

- Fase 1 — Fabricacion y logistica: dias 0 — 7 (7 dias) a 7 °C
- Fase 2 — Distribucion y retail: dias 7 — 26 (19 dias)a 7 °C
- Fase 3 — Almacenamiento doméstico: dias 26 — 45 (19 dias) a
9,5 °C (P95 de temperaturas domésticas espafolas segun Jofré

etal., 2019)?
Determinaciones L. monocytogenes segun ISO 11290-2: 2018
microbioldgicas Bacterias acido-lacticas segun 1ISO 15214:1998

Caracterizacion fisicoquimica pH, aw, sal, contenido acuoso por lote al inicio y al final del estudio
analitica

El potencial de crecimiento (A) se calcula como: A = logmax — l0gi
donde log,qx €S €l valor mas alto del recuento de L. monocytogenes (logio ufc/g)
observada en cualquiera de los puntos de muestreo posteriores a to y log; es la media
de los recuentos obtenidos en las tres unidades analizadas en t0. La desviacion
estandar de los recuentos en to debe ser inferior a 0,3 log,, ufc/g. El potencial de
crecimiento conservado entre todos los lotes ensayados es el valor A mas alto obtenido
entre los 3 lotes ensayados.
Interpretacion:

A < 0,5 log1o, el producto no favorece el crecimiento de L. monocytogenes,

formulacion listeriostatica;
A > 0,5 loguo, el producto favorece el crecimiento de L. monocytogenes.

! Austrich-Comas, A., Serra-Castelld, C., Jofré, A., Gou, P., & Bover-Cid, S. (2022). Control of Listeria
monocytogenes in chicken dry-fermented sausages with bioprotective starter culture and high-pressure
processing. Frontiers in microbiology, 13, 983265.

2 Jofré, A., Latorre-Moratalla, M. L., Garriga, M., & Bover-Cid, S. (2019). Domestic refrigerator
temperatures in Spain: Assessment of its impact on the safety and shelf-life of cooked meat products.
Food research international, 126, 108578.
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3.2. Resultados del challenge test

Los recuentos de L. monocytogenes y el correspondiente potencial de crecimiento
calculado por lote y el global por estrategia de formulacién se presentan en la Tabla 5
(estrategia basada en la adicién de lactato potasico) y Tabla 6 (estrategia basada en
la adicién de lactato potasico y diacetato sodico).

El nivel de inéculo oscild entre 74-155 ufc/g en el jamén “Formulacion A” y entre 100 y
135 ufc/g en la “Formulacion B”, en todos los casos la desviacion estandar de la
concentracién logaritmica fue inferior a 0,3 Log+o ufc/g. Estos resultados confirman que

el nivel y la homogeneidad del inéculo inicial cumplieron con las recomendaciones de
la Guia técnica del EURL-Lm (2026).

Tabla 5. Recuentos y potencial de crecimiento de L. monocytogenes en jamén cocido formulado
con 4% de lactato potasico (Formulacion A).

Recuentos de L. monocytogenes Potencial de
(logso ufcig) crecimiento (logo)
Tiempo 0 A A
Por Media + Dia 15 Dia 26 Dia 35 Dia 45 .
. . lote alimento
réplica DE
Lote 1 1,87 _ _
198 195:007 205 2,25 2,15 220 25 1.95=
0,30
2,00
Lote 2 1,92 _ _
2,08 2,05+0,12 2,38 2,28 2,15 2,32 2,38 -2,05= 0,45
0,33
2,15
Lote3 2,10 _ _
216 215+005 2,28 2,45 2,60 255  260-215=
219 0,45

*DE: desviaciéon estandar

Tabla 6. Recuentos y potencial de crecimiento de L. monocytogenes en jamén cocido formulado
con 2% de lactato potasico y 0,3% de diacetato sodico (Formulacion B).

Recuentos de L. monocytogenes Potencial de
(logs, ufclg) crecimiento (log,)
Tiempo 0 A A
Por Media + Dia 15 Dia 26 Dia 35 Dia 45 .
Y - lote alimento
réplica DE
Lote 1 2,05 _ _
210 206+004 2,36 2,28 2,22 245  236-206=
0,30
2,03
Lote2 2,10 _ _
213 210£003 2724 2,28 2,30 2025  280-210=" 44
0,20
2,08
Lote 3 2,03 _ _
200 203+003 218 2,22 2,19 215  222-203=
205 0,19

*DE: desviacion estandar

El potencial de crecimiento es inferior a 0,5 logio en ambos casos, por lo tanto, los
resultados del challenge test confirman empiricamente que el jamén cocido elaborado
con ambas formulaciones no favorece el crecimiento de L. monocytogenes a
temperaturas razonablemente previsibles de conservacién (entre 7 'y 9,5 °C).

La caracterizacion fisicoquimica (Tabla 7) refleja el efecto humectante del lactato, que
contribuye a reducir ligeramente la a del producto respecto a la formulacion base sin
lactato. Por otra parte, la formulacién que incorpora diacetato presenta un pH
ligeramente inferior al del producto original sin los conservantes.
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Tabla 7. Resultados de las determinaciones de pH, aw y recuentos de bacterias acido-lacticas
(BAL, log1o ufc/g) al inicio (to) y al final del challenge test del jamon cocido con la formulacion A

y B.
Form t0 45 dias

u- Lote Muestra
laciéon pH aw BAL pH aw BAL
Lote 1 1 6,11 0,961 nd 6,05 0,960 5,12
o 2 6,16 0,963 nd 6,08 0,962 4,89
2 3 6,17 0,963 nd 6,10 0,964 5,24
8 lote2 1 6,11 0,973 nd 6,03 0,972 4,85
o 2 6,10 0,971 nd 6,05 0,970 5,53
if 3 6,11 0,971 nd 6,08 0,972 5,18
S Lloted 1 6,18 0,970 nd 6,12 0,969 478
< 2 6,13 0,968 nd 6,08 0,968 5,09
3 6,15 0,971 nd 6,09 0,971 5,31
Lote 1 1 5.87 0,977 nd 5,84 0,976 4,42
> 2 5,89 0,973 nd 5,85 0,974 4,68
;é % 3 5,90 0,971 nd 5,87 0,970 4,55
8% lote2 1 6,01 0,976 nd 5,97 0,975 4,62
£ 2 6,02 0,974 nd 5,98 0,973 4,10
88 3 6,04 0,974 nd 6,00 0,975 4,51
L2 Llotes 1 6,00 0,979 nd 5,96 0,980 4,48
ks 2 5,95 0,977 nd 5,91 0,977 4,72
3 5,98 0,980 nd 5,95 0,978 437

nd: no detectado (< 1 log ufc/g)

5. ALC QUE PUEDEN FAVORECER EL CRECIMIENTO DE L.m. ESTUDIOS
COMPLEMENTARIOS
0 NO

5.2. ENSAYOS DE DESAFIO Sl NO APLICA

Se han realizado ensayos de desafio para valorar la
capacidad de Lm para crecer en el alimento (potencial de
crecimiento A). En caso de respuesta afirmativa,
completar seccion 5.2.1.

Se han realizado ensayos de desafio para estimar los
parametros de crecimiento de Lm (tasa de crecimiento
MAaximo, pmax). En caso de respuesta afirmativa,
completar seccién 5.2.2.

El laboratorio que realiza el ensayo dispone de garantias
adecuadas de competencia técnica (p. €j., acreditaciéon
EN ISO/IEC 17025, controles de calidad, participacion
satisfactoria en ensayos de aptitud)

El informe indica expresamente que el ensayo se ha
disenado y ejecutado conforme a la guia técnica del | x
EURL-Lm sobre ensayos de desafio.

Se describe de forma completa el producto
(caracteristicas fisicoquimicas, denominacion,
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composicion, sistema de envasado, peso/formato, tipo
de producto, vida util prevista, modo de conservacion,
instrucciones de uso, fecha de fabricacion, etc.)

Se ha evaluado la variabilidad intralote (minimo 5
valores) e interlote (minimo de 3 lotes diferentes) de
aquellos factores relevantes del producto (p.ej. pH y aw).

Se describen las condiciones del proceso que puedan
influir en el crecimiento de Lm (p. €j., tratamiento térmico,
ahumado, secado, maduracién, troceado, picado,
salado, congelacion, etc.)

Se aporta informacion que demuestra que los lotes
objeto de ensayo son representativos de la produccién
(al menos 3 lotes) y preferentemente representan el
escenario menos favorable.

Esta justificado que se utiliza un solo lote porque la
repercusion de la variabilidad interlote de los parametros
fisicoquimicos (pH, aw) sobre el crecimiento de Lm no es
relevante.

5.2.1. ENSAYOS DE DESAFIO PARA EVALUAR EL
POTENCIAL DE CRECIMIENTO (A)

NO

Para evitar cambios fisico-quimicos en el producto, ¢Se
ha realizado la inoculacién dentro de los 2 dias
posteriores a su fabricaciéon?

En caso de haber transcurrido mas de 2 dias desde la
fabricacion hasta la inoculacion, ¢ se justifica conforme a
la guia técnica del EURL-Lm?

Se describe y justifica la eleccion de las cepas
inoculadas (caracterizadas por origen y caracteristicas
de crecimiento)

¢Los lotes se han inoculado con la misma mezcla de
cepas?

la preparacion del in6culo
(subcultivos, condiciones, volumen
total, etc.)

la concentracion objetivo, siendo
esta préxima a 100 ufc/g o ml (entre
50-200 ufc/g o ml) o, si se usa otra
concentracion, ;.se justifica
técnicamente?

Se describe

La técnica de inoculacion es adecuada al tipo de
producto y al escenario realista de contaminacion
“natural” y se comprueba que no altera de forma
relevante las propiedades del alimento. Ej.: inoculacién
en “superficie” para reproducir contaminacion cruzada
desde superficie de cortadora; inoculacion en
‘profundidad” para reproducir contaminacion en
productos sometidos a picado/amasado, efc.

¢El ensayo incluye también muestras de control (sin
inocular) para ver la ocurrencia natural de L.
monocytogenes en el producto?

(ver
obser
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Se demuestra que la distribucion del indculo es
homogénea en tiempo 0, de forma que la desviacion
estandar de las 3 unidades inoculadas es < 0,3 log ufc/g.

Se ha inoculado y realizado recuento de Listeria
monocytogenes en al menos 7 muestras por lote, 3* en
tiempo 0 (tras inocular), 3 a lo largo de la vida atil y 1 al
final?

*Puede ser 1 si los 3 lotes se inoculan de manera
simultanea.

Se ha realizado investigacion de Lm en la muestra
control obteniendo un resultado de no deteccién en 25 g
(si se detecta se puede seguir el ensayo siempre que el
recuento sea inferior al obtenido en las muestras
inoculadas)

(ver
obser
vacio

nes)

Envasado (al vacio, atmoésferas
modificadas, etc.)

Se han | Temperaturas de almacenamiento
contemplado las | en la industria (e.g. 7°C)

condiciones
razonablemente
previsibles de:

Temperaturas de almacenamiento
en el comercio al por menor (7°C)

Temperaturas de almacenamiento
por el consumidor (10°C)

En caso contrario, ¢se han conservado reproduciendo
las condiciones razonablemente previsibles aportadas
por el operador, justificadas por informacion detallada,
estableciendo las mismas en el percentil 95 de sus
observaciones?

¢Se han medido en las unidades de control los
parametros fisicoquimicos fundamentales del producto
(al menos pH y aw) y se ha realizado control de
temperatura y recuento de microbiota asociada?

Los analisis de deteccién y recuento de Lm se han
realizado utilizando los métodos de referencia (EN I1ISO
11290-1 y EN ISO 11290-2) o con métodos alternativos
conforme al articulo 5 del Reglamento (CE) n°
2073/2005.

Se incluyen los calculos realizados para valorar el

potencial de crecimiento y se interpretan correctamente:

- A >0,5log1 implica que el alimento favorece el
crecimiento de Lm

- A = 0,5 logiw implica que no favorece el
crecimiento de Lm

¢(El ensayo de desafio aportado
por la empresa proporciona
evidencias que demuestran de
manera satisfactoria que el
producto no favorece el
crecimiento de Lm? En caso

Conclusion:
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negativo, indicar motivos en
observaciones.

Si el producto favorece el
crecimiento de Lm, ¢ el ensayo de
desafio proporciona evidencias
que demuestran de manera
satisfactoria que el producto no
superara el limite de 100 ufc/g
durante toda su vida util? En caso
negativo, indicar motivos en
observaciones

Observaciones:

No se ha procedido a la investigacion de la
presencia de Lm en el lote de productos utilizados
para realizar el challenge test. El nivel de
inoculacién es muy superior al que puede
contaminarse el producto durante la exposicion
postletalidad. En este sentido, en la ISO 20971-1,
esta verificacion, no se exige.
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Aplicacién del arbol de decisiones.
1. ¢Es el alimento un ALC? Pregunta 1: Si

si

2. ¢(Es un ALC que pertenece a los
productos alimenticios mencionados en P t 2 [ ] N
la nota al pie de pagina 4 del re un a L o

Reglamento (CE) n° 2073/2005?
NO

3. ¢Se trata de un ALC destinado a

Iéctantes 0 usos médicos especiales? P reg u n ta 3 : N o

NO

4. ¢La vida util del producto es inferior Aplica el criterio 1.3 para ALC que no favorecen el

a5 dias? crecimiento de Lm. P reg u nta 4 : N o

NO

5. ¢Se di de datos sobre pH ’
oy delproducto?r Pregunta 5: Si
si

6. ¢(El ALC pertenece a la categoria de ALC que no
favorecen el crecimiento de Lm de acuerdo con sus

caracteristicas fisicoquimicas y el sistema envasado o la Preg u nta 6: No

literatura cientifica u otros estudios, o tiene un pH < 4,4 0 aw
<0,920pH<50ya,<0,94?
(nota al pie de pagina 8 del Reglamento (CE) n° 2073/2005)

NO

7. ¢Se han llevado a cabo estudios -
complementarios de validacion de la vida atil, P t 7 . S
como microbiologia predictiva o challenge tests reg u n a [} I
(bajo condiciones de almacenamiento

razonablemente esperables) para determinar si el
ALC favorece el crecimiento de Lm?

si

8. ¢Los modelos de microbiologia predictiva y/o ) 4
los challenge test muestran un crecimiento de Lm Sl P reg u n ta 8 : SI

inferior a 0,5 logy, al final de vida util?

Conclusion

La caracterizacion fisicoquimica de la formulacién base indica que el jamén cocido
loncheado envasado al vacio puede favorecer el crecimiento de L. monocytogenes'y,
en ausencia de otras evidencias, se clasificaria en la categoria 1.2 del Reglamento
(CE) n.° 2073/2005.

Mediante microbiologia predictiva se disefiaron dos formulaciones potencialmente
listeriostaticas: una con un 4 % de lactato potasico y otra con un 2 % de lactato potasico
y un 0,3 % de diacetato sddico. Posteriormente, su eficacia se validé mediante ensayos
de desafio realizados con tres lotes independientes y bajo un perfil de temperatura
razonablemente previsible.

Los potenciales de crecimiento maximos obtenidos fueron de 0,45 log;, para la
formulacién A y de 0,30 log,o para la formulacion B. Dado que ambos valores son
inferiores o iguales a 0,5 log,,, los resultados demuestran que las dos formulaciones
no favorecen el crecimiento de L. monocytogenes en las condiciones evaluadas. En
consecuencia, el producto puede clasificarse en la categoria 1.3 del Reglamento (CE)
n.° 2073/2005.
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El resultado de la verificacion del estudio se considera SUFICIENTE para las
formulaciones, el proceso de elaboracion, el sistema de envasado y las condiciones
de conservacion evaluados. El operador debera verificar periédicamente que la
produccion habitual mantiene las caracteristicas fisicoquimicas y las concentraciones
de conservantes utilizadas en el estudio, asi como revisar su validez ante cualquier
modificacion relevante del producto, el proceso, el envasado o las condiciones de
conservacion.
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Este documento, aprobado por la Comision Institucional de la AESAN', refleja el criterio
de las autoridades competentes en materia de seguridad alimentaria en Espaia. Debe
ser entendido en su integridad y nunca de modo parcial.

' La Comisidn Institucional es el érgano colegiado de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y
Nutriciéon encargado de establecer mecanismos eficaces de coordinaciéon y cooperacién entre las
Administraciones Publicas con competencias en materia de seguridad alimentaria y nutricion. Esta
integrada por representantes de los Ministerios de Derechos Sociales, Consumo y Agenda 2030, de
Sanidad, de Agricultura, Pesca y Alimentacién y de Ciencia, Innovacién y Universidades, las
Comunidades Auténomas, las ciudades de Ceuta y de Melilla y las entidades locales.
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