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RESUMEN / RESUM / ABSTRACT

Resumen

El arroz es un alimento esencial en la dieta de muchos paises y se usa
como ingrediente en gran variedad de recetas. Este cereal debido a la forma
en la que es producido, recolectado y procesado suele estar contaminado de
Bacillus cereus, un organismo ubicuo que se encuentra principalmente en el
suelo.

Debido a las adaptaciones sufridas por B. cereus hay cepas capaces de
crecer a 4°C en platos con arroz una vez cocinado si este no se ha sometido
a un tratamiento de esterilizacion comercial por la propiedad del
microorganismo de producir esporas.

Se atribuyen dos enfermedades a este microorganismo. El sindrome
emeético, el cual es una intoxicacion producida por ingerir la toxina emética
preformada en el alimento y el sindrome diarreico, una infeccion al ingerir
alimentos con una gran carga de células vegetativas o esporas que
producen toxinas diarreicas durante su crecimiento en el intestino delgado.

Este trabajo es una revision desde un punto de vista de la evaluacion del
riesgo que supone B. cereus para la salud de los consumidores.

Palabras clave: Bacillus cereus, riesgo, arroz, modelo predictivo

Resum

L’arrds es un menjar essencial en la dieta d’'un gran nombre de paisos y
s’utilitza com a ingredient en la preparacié d'innumerables receptes. Aquest
cereal per la forma en que es produit, recol-lectat i processat a sovint es
troba contaminat de Bacillus cereus, un organisme ubic que es localitza
fonamentalment al terra.

Per les adaptacions patides per B. cereus hi ha soques capaces de
créixer fins a 4°C sobre I'arrds una vegada s’ha cuinat si aquest no pateix un
procés d’esterilitzacié comercial gracies a la seua capacitat per produir
espores.

S’atribueixen dues malalties a B. cereus. El sindrome emetic, una
intoxicacié produida per la ingesta de la toxina emeética preformada a
aliment i una infeccié produida al menjar aliments molt contaminats de
cel-lules vegetatives o espores que alliberen toxines diarreiques a l'intesti
prim durant el seu creixement.

Aquest treball es una revisio des d’'un punt de vista de I'avaluacio del risc
gue suposa B. cereus per a la salut dels consumidors.

Paraules clau: Bacillus cereus, risc, arros, model predictiu



Abstract

Rice is a popular food worldwide and a staple food for the population of
many countries. Used as an ingredient of many dishes, due to its cultivation,
collection, and handling, are often contaminated with spores of Bacillus
cereus, a ubiquitous microorganism found mainly in the soil.

Bacillus cereus has suffered many adaptations to the environment
allowing it to grow under low temperatures such as 4°C, in foods containing
rice unless these have been through commercial sterilization

Bacillus cereus produces two kinds of foodborne poisoning. The emetic
syndrome, which occurs after the consumption of food containing the pre-
formed emetic toxin and the diarrhoeal syndrome which is developed
because of the growth and production of toxins in the small intestine by B.
cereus if the food had high levels of contamination either of vegetative cells
or spores.

This work is a review from the perspective of risk assessment of the risk
for consumer’s health that the contamination by Bacillus cereus supposes.

Keywords: risk, Bacillus cereus, rice, predictive model.



INTRODUCCION

Bacillus cereus es un microorganismo importante en relaciéon con las
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA). Es una bacteria ubicua en
el medio ambiente que se encuentra en gran variedad de suelos y aguas a
través de los cuales pasa a multitud de alimentos y se incorpora asi en la
cadena alimentaria.

En 2018 estuvo relacionado con 98 brotes transmitidos por alimentos
entre los paises miembros de la Unién Europea, lo que representa un 1,9%
de los brotes ocurridos durante este periodo. Un total de 1539 personas
fueron afectadas en estos brotes de los cuales 111 fueron hospitalizados y
una falleci6 (EFSA y ECDC, 2019). También se han reportado brotes en
otros paises causados por este patdgeno, entre ellos un brote que afect a
45 personas en un restaurante en Camberra (Australia) en 2018 (Thirkell et
al, 2019), otro que afecto a 200 estudiantes en un colegio en China en 2018
(Chen et al, 2018).

Bacillus cereus esta relacionado con dos tipos de enfermedades, una
diarreica y otra emética. La enfermedad diarreica es una infeccién y esta
producida por el crecimiento del microorganismo en el intestino delgado,
mientras que la enfermedad emética es una intoxicacion alimentaria al
consumir alimentos que contengan la toxina cereulida, la cual es producida
por el microorganismo durante su crecimiento en el alimento contaminado
(Martin et al, 2019).

El sindrome emético suele estar asociado a brotes donde los alimentos
contaminados son platos de arroz o pasta, en especial platos donde el arroz
se hierve en gran cantidad y se almacena para luego freirlo o recalentarlo a
la hora de servir. Esta practica permite que las células viables tras la coccién
se reproduzcan durante el almacenamiento y produzcan la toxina cereulida,
que al ser termoestable no se destruye durante la posterior fritura o
recalentado del arroz (Kramer y Gilbert, 1989).

Recientemente las exigencias de los consumidores de alimentos
refrigerados poco procesados de vida util limitada estan llevando a un
incremento de los brotes por B. cereus tal y como lo ha reconocido la EFSA
y la ECDC (2019).

B. cereus se encuentra entre las 10 parejas patdgeno/alimento que
producen un mayor nimero de ETA entre los miembros de la Unién Europea
en 2018. Generalmente esta asociado a alimentos con distintos ingredientes
entre los que se encuentra el arroz, u otros productos derivados del arroz
como la pasta o los fideos (Maria et al, 2006).



Los brotes de toxiinfecciones causadas por B. cereus se deben gran
parte de las veces al consumo de arroz contaminado con esporas o células
vegetativas (Gilbert et al, 1974). Cerca del 95% de los casos de la
enfermedad emética se deben al consumo de arroz (Hocking, 2003). En
concreto se le relaciona con el consumo de arroz chino frito (Little et al.
2002, Lake et al 2004), y esto se debe a que suelen preparar arroz hervido
en grandes cantidades que almacenan y terminan de cocinar o recalientan
en respuesta a las comandas de los clientes. Si bien esta practica es
logisticamente interesante para que sea segura el alimento se ha de
almacenar por debajo de 7°C o por encima de 63°C, temperaturas limite
para la germinacion de las esporas (Bilung et al. 2016). Estos autores
observaron que en 40 muestras de arroz chino todas presentaban
concentraciones de B. cereus superiores a 10% UFC/g. De forma similar
Ankolekar et al (2009) encontraron que 94 muestras de un total de 178 de
arroz procedente de los Estados Unidos estaban contaminadas con B.
cereus. En un trabajo similar, Yu et al (2020) detectaron 302 de 860
muestras de comidas listas para tomar contaminadas con B. cereus con un
10% de esas muestras superando 1100 MPN/g. Trabajos equiparables han
sido llevados en restaurantes iraquies donde 10 de las 16 muestras
presentaron concentraciones de B. cereus entre 1.6-10% -4,6-10° UFC/g
(Ahmed, 2017).

Estos estudios ilustran la ubicuidad del microorganismo y lo generalizada
gue puede ser su presencia en el arroz. Los distintos tipos de arroz suelen
presentar concentraciones diferentes de microorganismos siendo estas
mayores en el arroz integral que en el blanco por el procesamiento que se le
hace a cada uno (Sarrias et al. 2003).

El arroz es el grano de una planta herbacea del género Oryza que se ha
cultivado desde hace mas de 8000 afios y que en la actualidad es
principalmente para consumo humano y en casos de cosechas de mala
calidad como alimento para ganado. Es un alimento basico para mas de la
mitad de la poblacion mundial y especialmente para paises en vias de
desarrollo. Este cereal se comercializa de varias formas, integral,
vaporizado, precocido, molido como harina. Cada tipo de arroz presenta un
riesgo diferente que dependera del tratamiento que haya recibido durante su
procesado y del uso que le vaya a dar el consumidor.

El arroz presenta un pH cercano a 7 y esta constituido por 79%
carbohidratos, 7% proteina, 2% grasa, 3% fibra, ademas de vitaminas y
minerales. Esta composicion le permite actuar como un excelente medio de
cultivo una vez es cocinado y tiene la humedad suficiente. Las células
vegetativas de B. cereus no pueden crecer sobre el arroz crudo por la baja
humedad del granO, sin embargo, pueden sobrevivir durante 48 semanas en
temperaturas de refrigeracion o en lugares secos. La viabilidad del patégeno



se reduce hasta unas 16 semanas si se almacena a temperaturas superiores
a 45°C con una aw=0,78 (Jaquette y Beuchat. 1998)

El principal problema que supone la contaminacion con B. cereus es la
presencia de esporas termoresistentes que pueden sobrevivir las
condiciones de la coccion que suele ser unos 15 minutos a 100°C (Gilbert et
al. 1974). Los estudios indican que durante el cocinado del arroz se
producen entre 2 y 3 reducciones decimales de las esporas presentes de
forma que el riesgo del producto cocinado depende enormemente de la
concentracion inicial y las medidas higiénicas en la manipulacion del
alimento (Christina et al. 2002). Después de la coccidn las esporas restantes
siguen siendo capaces de germinar y crecer hasta 107-10° UFC/g tras 24
horas a 26 o 32 °C respectivamente (Shelef y Liang 1982, Harmon and
Kautter 1991).

El objetivo de este trabajo es hacer una revision del problema actual que
supone la presencia de B. cereus en el arroz y sus derivados desde el punto
de vista de una evaluacion industrial del riesgo microbiol6gico, desarrollando
un modelo de evaluacion de la exposicién util para evaluar y en su caso
ayudar a reducir el riesgo de la presencia de microorganismos en estos
alimentos.

DESCRIPCION DEL PELIGRO

El grupo Bacillus cereus “sensu lato” son ocho bacterias con una relacion
taxondmica ambigua que incluye las especies causantes de ETA: B. cereus
y B. weihenstephanensis; ademas de B. mycoides, B. pseudomycoides, B.
thuringiensis B. cytotoxicus, and B. toyonensis y B. anthracis. Las similitudes
fenotipicas y genéticas hacen dificil su diferenciacion mediante pruebas
bioguimicas (Martinez et al. 2011)

Dentro de este grupo, B. cereus “sensu stricto” es la especie mas
implicada en brotes (Pirhonen et al. 2005). Bacillus cereus es una bacteria
Gram-positiva, aerobia facultativa, esporulada. Sus esporas les confieren
resistencia a condiciones ambientales extremas tales como calentamiento,
congelacion, desecacion e irradiacion; algunas de sus cepas presentan
flagelos peritricos que les confieren movilidad (Bottone. 2010, Sarrias et al.
2003). Pese a ser microorganismos patdégenos, algunas cepas se consideran
beneficiosas y son usadas como probiéticos (Gil-Turnes et al. 1999) o como
promotores del crecimiento en plantas (Halverson y Handelsman. 1991).

La temperatura Optima de crecimiento de B. cereus se encuentra entre 30
y 40°C aunque algunas cepas pueden crecer a 55°C. Algunos trabajos



indican que las cepas responsables del sindrome emético presentan una
temperatura minima de crecimiento de 15°C (Finlay y Logan. 2002). Otras
cepas psicrotrofas o psicrotolerantes aisladas de productos lacteos se han
adaptado a estas condiciones y presentan tolerancia a temperaturas de 4 a
7°C (Kotiranta y Lounatmaa. 2000).

Bacillus cereus tolera valores de pH en el intervalo 4,5-9,5 (Finlay et al.
2002), sin embargo, una concentracion de acido acético superior a 0,.1%
inhibe su crecimiento. El intervalo de pH 6ptimo es de 6 a 7 y su tolerancia a
estrés por cambios en el pH incrementa en condiciones anaerdébicas.

Las células vegetativas mueren cuando el pH baja de 4,3, aunque hay
cepas que presentan gran tolerancia a los acidos gastricos si en etapas
previas a la digestion han sido sometidos a un estrés por pH &cido (Clavel et
al. 2004). Esto coincide con el hecho de que el arroz esta relacionado
mayoritariamente con el sindrome emético, pues al ser un alimento con un
pH cercano a la neutralidad las células vegetativas son mas sensibles a los
acidos del estobmago durante la digestion. Por otra parte, las esporas
presentan una gran tolerancia a los cambios en el pH siendo viables entre
pH 1-9 (Clevel et al. 2004). Estas si pueden sobrevivir en el estbmago para
luego germinar en el intestino delgado, reproducirse y provocar el sindrome
diarreico.

El crecimiento 6ptimo se da en presencia de oxigeno, aunque puede
crecer en anaerobiosis, pese a que en este ambiente no se detecta
produccion de toxinas (Finlay et al. 2002). Las células vegetativas requieren
una actividad de agua (aw) entre 0.912 y 0.950 para crecer (Mols et al.
2009).

Bacillus cereus produce dos tipos de toxinas causantes del sindrome
emético y diarreico. La toxina diarreica es producida por las esporas que
germinan en el intestino delgado durante su etapa de crecimiento
exponencial (Granum y Lund. 1997).

La toxina emética llamada cereulida se produce en la fase de crecimiento
exponencial de B. cereus en el alimento, en presencia de oxigeno y en
condiciones de pH, awy temperatura adecuadas (Agata et al. 1995). Agata et
al (2002) estudiaron la produccion de cereulida por B. cereus en arroz. En
este trabajo almacenaron arroz hervido a diferentes temperaturas
demostrando que a mayor temperatura de almacenamiento el crecimiento
del microorganismo era mas rapido y la toxina se producia antes, aunque la
produccion de dicha toxina no aumentaba de forma proporcional al
crecimiento de la bacteria. Los resultados fueron similares para arroz hervido
y frito almacenado durante 24h a 30°C.



Los platos elaborados con arroz gracias a sus caracteristicas quimicas
sirven como un medio de crecimiento excelente y permiten el crecimiento de
B cereus.

Las esporas de B. cereus pueden sobrevivir al proceso de coccién al que
se suele someter el arroz, sin embargo, hay una alta heterogeneidad en la
resistencia térmica de las esporas. Fernandez et al (1999) determinaron
valores de D entre 0.94 y 11 min a 95°C y 0.22 y 2.5 min a 100°C en agua
doble destilada. En otros trabajos como el de Penna y Moraes (2002) se
obtuvo un valor de D de 3,5 min a 97,8°C. Estos valores nos indican que
para un tratamiento estandar de coccion durante 20 min a 100°C habra una
reduccion en el nimero de esporas viables, pero no sera muy elevada. Las
esporas viables restante tras un largo periodo de almacenamiento, aunque
sea a bajas temperaturas, germinaran y habra un crecimiento minimo, el
cual incluso a una temperatura de 8°C se pueden alcanzar concentraciones
de 10%a 108 UFC/g (Ultee et al. 2000)

CARACTERIZACION DEL PELIGRO

Bacillus cereus produce dos tipos de toxinas que produciran los dos
sindromes asociados a este microorganismo. Un tipo son las toxinas
responsables del sindrome diarreico, estas son tres toxinas denominadas,
enterotoxina no hemolitica (NHE), hemolisina BL (HBL) y la citotoxina K
(cytK) (EFSA. 2016, Granum y Lund. 1997, Jung-Beong et al. 2010). Para
gue estas puedan causar la enfermedad han de producirse produce en el
intestino delgado, generalmente en consecuencia al consumo de alimentos
contaminados con gran cantidad de esporas o células vegetativas. Esto es
debido a que dada su estructura son sensibles a los tratamientos térmicos y
se eliminan en el cocinado previo al momento de su consumo. Es suficiente
un tratamiento a 56°C durante 6 minutos para desnaturalizar este tipo de
toxinas (MPI. 2015). El sindrome causado por la toxina diarreica se
caracteriza por dolor abdominal y diarrea liquida entre 8 a 16 horas después
de laingesta (Anna et al. 2019).

La otra toxina producida se llama cereulida. Es un dodecapéptido ciclico
formado por tres repeticiones de la secuencia d-O-Leu--d-Ala--I-O-Val--I-Val
y Su secuencia esta codificada en un el megaplasmido del tipo pOX1, similar
al que codifica la toxina de Bacillus anthracis (Alonzo et al 2015). Esta, al
contrario de la toxina diarreica produce la enfermedad al sintetizarse durante
el crecimiento de B cereus en el alimento e ingerirse posteriormente por el
consumidor, ya que los tratamientos posteriores al primer cocinado son
insuficientes para inactivarla. Esta toxina puede soportar tratamientos de 90



minutos a 126°C (FSAI. 2016). Los sintomas del sindrome emético son
nauseas, vomitos y dolor de cabeza que ocurren entre 1 y 5 horas después
del consumo de alimentos en contaminados con la toxina. Es esta ETA la
gue se encuentra mas relacionada con el consumo de cereales y en especial
arroz (Berthold-Pluta et al. 2015, Ehling-Schulz et al. 2015).

Se realizaron en el pasado estudios en humanos en los que debido a la
levedad de los sintomas no se pudo determinar una dosis respuesta con
suficiente apoyo estadistico para ninguno de ambos sindromes producidos
por B. cereus (Hauge. 1955, Dack et al. 1954). Sin embargo, en la mayoria
de los brotes a nivel mundial las concentraciones del microorganismo en los
alimentos implicados eran superiores a 10° UFC/g.

Sindrome diarreico

El sindrome diarreico es un caso de toxiinfeccion alimentaria. Como se
ha comentado anteriormente las evidencias indican que la dosis infectiva
minima de B. cereus para causar esta enfermedad es superior a 10° UFC/g
(Schoeni y Wong. 2005; Notermans et al. 1997, Granum y Baird-Parker.
2000). Kramer y Gilbert (1989) determinaron que las concentraciones de B.
cereus presentes en los alimentos recuperados de brotes del sindrome
diarreica se encuentran casi siempre en el rango de 5x10° to 9.5x108 CFU/qg.
Los sintomas de esta enfermedad incluyen ademéas de los anteriormente
mencionados, dolor abdominal y diarrea liquida; tenesmo rectal, nauseas
moderadas y ausencia de fiebre. Estos sintomas aparecen entre 6 y 15
horas después de la ingesta y pueden persistir durante 24 horas. Los
sintomas son leves y parecen los sintomas de la infeccion por Clostridium
perfingens, por esto y debido a que la enfermedad es autolimitante se
encuentra infraestimada en los informes epidemiolégicos (Tajkarimi. 2007).

Sindrome emético

El sindrome emético se da cuando el consumidor ingiere la toxina
cereulida preformada en el alimento. Para que esto ocurra es necesario
concentraciones del orden de 10° a 108 UFC/g de modo que la cantidad de
toxina sea suficiente para desarrollar la enfermedad (Tajkarimi. 2007). Pese
a que los alimentos sean recalentados o procesados antes de su consumo y
se eliminen las células vegetativas la toxina emética es termoestable y no se
logra su eliminacion. En este caso la dosis infectiva es indiferente pues el
agente causal es la toxina y su concentracion no tiene por qué coincidir con
la del microorganismo en el momento de la ingesta. En un brote ocurrido en
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Finlandia en 2005 se determinaron concentraciones de 1,6 ug/g en los
alimentos implicados. Suponiendo que las raciones fueran de 3009 la dosis
téxica de la cereulida podria estar alrededor de 450 ug/g (Pirhonen et al.
2005). En otro brote sucedido en los Paises Bajos las concentraciones de la
toxina en los alimentos variaron entre 0,03-13,3 pg/g. Los sintomas de esta
enfermedad que ya han sido mencionados anteriormente pueden
confundirse con los de una infeccion por Staphylococcus aureus (Tajkarimi.
2007).

EVALUACION DE LA EXPOSICION

El suelo es la principal fuente de contaminacién de esporas de B. cereus
aungue se ha encontrado en alimentos concentraciones ente 103 y 10°
esporas por gramo (Guinebretiere et al. 2003, EFSA. 2005). Posteriormente
el producto puede contaminarse durante el procesado, puesto que las
esporas tienen grandes propiedades adhesivas y cuentan con la capacidad
de formar biofilms en las superficies de los equipos (Jullien et al. 2002). Este
microorganismo se encuentra frecuentemente como esporas en alimentos
listos para el consumo, puesto que las células vegetativas se eliminan
durante mediante tratamientos térmicos durante el procesado. Es por tanto
que el almacenamiento posterior puede permitir a las esporas germinar y
crecer hasta niveles en los que se considere un riesgo si las condiciones de
almacenamiento son inadecuadas (EFSA. 2005).

Las nuevas tecnologias de procesado y de barreras (altas presiones
hidrostéticas, tratamientos con campos eléctricos, cocinado en frio, entre
otras) sitlan a Bacillus cereus como un riesgo emergente, ya que estos
tratamientos son incapaces de eliminar las esporas completamente y estas
pueden germinar y crecer incluso a temperaturas cercanas a 10°C o
inferiores.

La incidencia de brotes causados por B. cereus esta ligada a las
condiciones de almacenamiento, es decir la temperatura y el tiempo
transcurrido desde que se cocina el arroz hasta que finalmente se sirve. Las
estrategias para prevenir estos brotes se centran en reducir la concentracion
inicial de microorganismos, las medidas de control necesarias para asegurar
la destruccion de los patdgenos y disminucion de la carga microbiana y por
altimo el control de las condiciones de almacenamiento para evitar su
crecimiento (Tessi et al. 2002).

Las intoxicaciones alimentarias por B. cereus suelen ocurrir en
restaurantes y servicios de catering y generalmente son debidos a errores en

11



la refrigeracion y/o el retraso entre la preparacion y la entrega del plato
(EFSA. 2005).

Los estudios realizados sobre muestras de arroz crudo demuestran cémo
de extendido esta este patdégeno. En un estudio realizado en Argentina el
2010 observaron que el 100% de las muestras analizadas presentaban B.
cereus (Fangio et al. 2010). Otro estudio realizado en Colombia encontré
que de 244 muestras analizadas cerca del 12% presentaban
concentraciones superiores a 10* UFC/g, concentraciéon considerada limite
segun diversos organismos de control (UERIA. 2011).

Platos que contengan arroz pueden ser también una fuente de
intoxicacion o de riesgo. Diversos estudios realizados en restaurantes de
Estados Unidos y Reino Unido observaron que puede haber contaminacion
cruzada durante la preparacion de los platos por malas medidas de higiene
en el trabajo (Bryan et al. 1981). En Reino Unido los estudios indican que el
riesgo es mayor para pequefios restaurantes que para grandes cadenas,
principalmente por los esfuerzos que invierten estas compafiias en la
formacién en higiene de sus empleados y la velocidad a la que se sirven los
alimentos una vez preparados (Nichols et al. 1999).

Puesto que es imposible evitar la presencia de B. cereus en la mayoria
de los alimentos es importante contar con medidas de control especificas
gue reduzcan el riesgo a niveles tolerables.

Medidas de control

Algunas medidas de control dirigidas a prevenir la germinacion y limitar el
crecimiento de Bacillus cereus se centran en la temperatura, el pH, la aw,
compuestos antimicrobianos, cloruro de sodio y atmosferas modificadas.

La refrigeracion reduce el crecimiento de B. cereus aumentando su
tiempo de generacion. Chroma et al (2000) descubrieron que el tiempo de
duplicacibn de 5 cepas de B. cereus, incluyendo cepas psicrotrofas y
mesdfilas aumentaba segun disminuia la temperatura del medio. La duracion
de la fase de latencia también aumenta cuando se reduce la temperatura
(Valero et al. 2000). Se considera que la refrigeracion es el mejor método
para prevenir el crecimiento de B. cereus siempre que se mantenga una
temperatura inferior a 4°C.

El pH de los alimentos puede condicionar el crecimiento de Bacillus
cereus el cual no es especialmente tolerante a pH acido. Lindsay et al (2000)
indicaron que a una temperatura estandar de 25°C el crecimiento de este
microorganismo se mantiene practicamente constante entre pH 5.5y 7 pero
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qgue se reduce drasticamente al disminuir de este valor. Sin embargo, el pH
del arroz cercano a la neutralidad le permite actuar como un buen sustrato.

Por lo que respecta a la aw esta limita el crecimiento de B. cereus, asi
como de muchas otras bacterias ya que la mayoria son sensibles a esta
caracteristica del medio. Esta ha de ser superior a 0.92 para permitir el
crecimiento de Bacillus cereus (Kramer y Gilbert. 1989). Relacionado con
este punto, se puede adicionar NaCl para reducir la disponibilidad de agua y
limitar el crecimiento, sin embargo, la EFSA (2005) publicé una opinion
donde califica de inconsistentes los resultados al respecto. Minhui et al
(2017) realizaron un estudia donde compararon el efecto de concentraciones
entre 2-15% en el crecimiento de B. cereus en gambas saladas donde los
resultados fueron similares para todas las concentraciones de NacCl.

Los envases con atmoésfera modificada se basan sobre todo en el efecto
antimicrobiano del CO:2 sobre los microorganismos. Se ha observado que
concentraciones de CO:2 superiores al 40% limitan el crecimiento de B.
cereus a 8°C, temperatura a la que cepas psicrotrofas podrian crecer en
condiciones normales (Bennik et al. 1995, Samapundo et al. 2011). Pese a
que un unico tratamiento no inhibe el crecimiento de B. cereus la
combinacion de anaerobiosis, concentraciones elevadas de CO:2 vy
temperaturas de refrigeracién adecuadas si se puede evitar su crecimiento
(Webb et al 2019).

Las tecnologias de preservacion pueden ayudar a prevenir la presencia
de Bacillus cereus en alimentos. La inactivacion térmica es la medida de
control mas comun para inactivar células bacterianas vegetativas, sin
embargo, los procesos tipicos de cocinado fallan en inactivar las esporas de
B. cereus por su elevada tolerancia a altas temperaturas. Fernandez et al
(1999) calcularon un valor de Diosec de 0.63 minutos en esporas aisladas de
la superficie de vegetales. Posteriormente el mismo grupo detecté que la
sensibilidad de las esporas a la temperatura puede aumentarse reduciendo
el pH del medio (Fernandez et al. 2002).

El efecto de tratamientos no térmicos ha sido estudiado por distintos
autores. Knorr (1955) indica que son necesarios valores muy elevados de
altas presiones hidrostaticas para inhibir las esporas bacterianas. Otras
tecnologias como la de campos eléctricos pulsados no inactiva tampoco las
esporas (Ruiz et al. 2003). Estos tratamientos si se han mostrado eficaces si
se promueve la germinacion de las esporas antes de realizarlos (Raso et al.
1998, Ruiz et al. 2003, Margosch et al. 2004). Collado et al estudiaron el
efecto de diferentes concentraciones de L-alanina en las cinéticas de
germinacion de una cepa de B. cereus aislada de un huevo como
tratamiento previo a un proceso térmico. Estos son tratamientos
interesantes, aunque hay que tener en cuenta que habra una fraccién de
esporas durmientes que no germinaran y seguiran suponiendo un riesgo
para el consumidor.
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El plasma es ampliamente considerado un método eficaz de
descontaminacion y estad aumentando su uso en la industria alimentaria (Liao
et al. 2019). Yan et al recientemente (2020) han estudiado el efecto de esta
tecnologia para inactivar esporas de Bacillus cereus. Los resultados
muestran una reduccion de 1.62-2.96 log UFC/g de una concentracion inicial
de 10% UFC/g. Liao et al (2020) también estudiaron el efecto de agua
activada por plasma, en este caso combinado con un tratamiento térmico
moderado para la descontaminacién de esporas de B. cereus en arroz. Los
resultados fueron una reduccion de 1.54-2.12 log UFC/g tras 60 minutos de
exposicion.

Otra tecnologia que demuestra ser efectiva contra las esporas
bacterianas es la irradiacion. Las esporas de B. cereus tienen una
resistencia a la irradiaciéon similar a las de C. perfringens. La dosis necesaria
para reducir un orden de magnitud es cerca de 1.6kGy (WHO. 1999). Pese a
los resultados de esta tecnologia su uso no esta muy generalizado debido a
la mala aceptaciéon de los consumidores.

El uso de aditivos como la nisina permite la inactivaciéon de células
vegetativas, mientras que otros como el carvacrol no tienen apenas efecto
(Ray. 1992, Pol y Smith. 1999, Periago y Moezelaar. 2001). Maria et al
(2006) estudiaron el efecto inhibitorio de la enterocina AS-48 sobre cepas
toxigénicas de Bacillus cereus en alimentos derivados del arroz. Los autores
encontraron que la sensibilidad de las esporas a los tratamientos térmicos
aumentaba con la adicion de este compuesto, consiguiendo la inactivacion
de estas con tratamientos de 1 minuto a 90°C sobre arroz hervido o 95°C en
el caso de gachas.

Modelo predictivo de B. cereus

Teniendo en consideracion el comportamiento del Bacillus cereus en la
cadena alimenticia y su respuesta a los factores medioambientales(calor,
temperatura de refrigeracion, entre otros), es importante para los operadores
econémicos contar con un modelo de evaluacién de la exposicidbn que
permita predecir el nimero de microrganismo mas probable que se puede
encontrar en una porcion de alimento en el momento de su fabricacion asi
como el que pueda haber a la hora de su consumo, Esta es la forma de
garantizar que el producto es inocuo en el momento del consumo.

Para ello hemos construido un modelo modular para simulacion Monte
Carlo que consiste en un primer modulo donde se calcula el nimero final de
microorganismos para una temperatura y un tiempo de coccion
determinados, introduciendo como parametros el valor de termorresistencia
D del microorganismo a una temperatura de referencia de 95 °C y el valor Z
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del microorganismo, asi como el numero inicial que contamina la porcion de
alimento. Este mddulo se desarrolla con el modelo de Bigelow, como modelo
cinético, (1), a partir de los datos obtenidos en un experimento de
inactivacion térmica en tubos capilares.

A continuacioén, se desarrolla un modulo de crecimiento donde partiendo
del numero final de microorganismos después del proceso de coccidn, la
velocidad especifica de crecimiento del Bacillus cereus y el factor de latencia
dicho microorganismo en un medio de referencia se obtiene una estimacion
del nimero de microorganismos mas probable después de un tiempo de
almacenamiento a una temperatura dada. Este modulo se desarrolla
considerando el modelo de crecimiento de Baranyi como modelo cinético (2)

LogD = LogD*—(l/zT)(T—T*)+g D)
D: Tiempo de reduccion decimal.
D*: Tiempo de reduccion decimal a temperatura y pH de referencia.
T: Temperatura.
T*: Temperatura de referencia.
Z: Valor z

1 gmmeAl) _q
y(t) =y, +,UmaxA(t)—E|n 1+W (2)

YO: Logaritmo de la concentracion de células a tiempo 0.

y . Logaritmo de la concentracion maxima de células.
max

m: Parametro de curvatura.

A(t):  Funcién del retraso gradual en el tiempo.

Dada la relevancia que supone la contaminacibn de B. cereus en
concreto para alimentos listos para su consumo y restaurantes pequefios se
ha analizado el efecto que tienen la temperatura y el tiempo de coccién, la
concentracion inicial y el tiempo y temperatura de almacenamiento sobre la
concentracion final de este microorganismo.

En la tabla 1 se indican las funciones de distribucion utilizadas para hacer
la simulacion Monte Carlo y determinar el nimero total mas probable de
microorganismos que se pueden encontrar en el arroz después de haber
recibido un proceso de coccion por calor y estar almacenado un determinado
tiempo a una temperatura de refrigeracion.

Las funciones de distribucion para el valor de D y de z se obtuvieron
después de utilizar la herramienta Bestfit proporcionada por el programa
Simular, sobre datos experimentales. Este programa es el que se ha
utilizado para llevar a cabo la Simulacion Monte Carlo. Las funciones de
distribucion para el nimero inicial antes de la refrigeracion y el numero total
final se obtuvieron de la bibliografia.
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Datos cinéticos
Temp ref (2C) D a Tref (min) z(2C)
Media DS Media DS
95 0,953696025 8,130138622
0,020348369 0,026439615
0,946087039 8,174323705
Datos del medio
NO Temp (°C) tiempo (min)
7,000E+03 90 6
Calculos
Dt (min) Media (N1) DS (N1) N1
3,86903349 1,969E+02 13,8345444 207,8258892

FIGURA 1. Modulo de inactivacion del modelo de evaluacion a la exposicion.

Datos cinéticos

Mu

Lambda

0,01578338

92,58699737

Datos del medio

N1

Temperatura (°C)

tiempo (h)

197,8132758

5

100

InN/N1

Media (N2)

DS (N2)

N2

0,643470373

376,4532641

18,43814207

363,913963

FIGURA 2. Modulo de crecimiento del modelo de evaluacion a la exposicion.

La herramienta Simular es un plug-in para Excel que permite llevar a
cabo Simulaciones Monte Carlo, es de libre acceso y su desarrollo esta
enfocado a la evaluacién de riesgos en finanzas, sin embargo, ha mostrado
ser perfectamente adecuado para hacer Simulacibn Monte Carlo en la
evaluacion de riesgos microbioldégicos en alimentos.

Tabla 1: Funciones de distribucién de distintos parametros del modelo

Parametro de entrada/salida

Funcién de distribucion

Valor D (min)

Normalsim(0.95; 0.020)

Valor z (°C)

Normalsim(8.1; 0.026)

Numero inicial para refrigeracion (log UFC/g)

Normalsim(C13;D13)

Numero final total (inactivacion+ refrigeracion) (logUFC/qg)

Normalsim(C31;D31)

13, D13, C31, D31 son calculos intermedios y corresponden a casillas de
Excell del programa SimulAr.
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Se han realizado 1000 iteraciones para diferentes temperaturas y tiempos
de cocinado para determinar las concentraciones de B. cereus en el alimento
tras su elaboracion y posteriormente se ha realizado el mismo numero de
iteraciones para diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento a
partir de las concentraciones obtenidas de las iteraciones anteriores.

Resultados del modelo

El modelo se ha validado con datos independientes y el resultado se puede
apreciar en las tablas 1 y 2. Sobre estos valores se calcularon el factor de
exactitud y el BIAS cuyos resultados fueron 1,09 y 1,01 para el médulo de
inactivacion y 1,13 y 0,97 para el de crecimiento. Estos factores informan
sobre la diferencia entre los valores experimentales y los predichos, siendo
iguales a 1 cuando no hay diferencia entre estos.

TABLA 1. Validacion del médulo de inactivacion

Condiciones N1 N1
No (UFC/g) | Temperatura (°C) | Tiempo (h) | Experimental Predicho
67000 85 30 1000 968,4
87500 90 9 515 413,5
75500 95 1,5 1720 2292
TABLA 2. Validacion del médulo de crecimiento
. N2 N2
Condiciones Experimental Predicho
N1 (UFC/g) | Temperatura (°C) | Tiempo (h) Logl0 Logl0
2292 5 40 3,45 2,22
2292 15 40 3,78 4,23
2292 20 100 6,47 7,61

Los resultados obtenidos por el modelo indican que el cocinado normal
del arroz a 95-100°C durante 15-20 minutos es suficiente para mantener
seguro el alimento incluso con las cargas iniciales de B. cereus mas altas
reportadas en la bibliografia. Sin embargo, se estan desarrollando nuevas
variantes de arroz que requieren de tiempos de coccion inferiores a 10
minutos. Esta puede ser una alternativa interesante para los pequefios
comercios a las variedades convencionales, sin embargo, estos tiempos de
cocinado reducidos pueden suponer un riesgo microbiologico adicional. Este
tipo de arroz se produce mediante un proceso de cocinado parcial que da
lugar fracturas en la superficie del grano facilitando la entrada del agua en
posteriores cocciones reduciendo en gran medida el tiempo requerido.
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Segun lo descrito en la patente correspondiente al inventor Fukumori
Takeshi (2016) su proceso de cocinado del arroz consiste en una hidratacion
del arroz durante 20-30 minutos a 50-80°C. En estos casos el tiempo entre el
cocinado parcial y la deshidratacion del arroz si es crucial. En la tabla 4
observamos las concentraciones de B. cereus tras el cocinado parcial del
arroz a 50, 60, 70 y 80°C durante 30 minutos. Estas concentraciones
suponen un serio riesgo para la salud no solo, si el almacenamiento hasta
etapas posteriores, sino que ademas algunos tratamientos presentan ya tras
este procesado concentraciones inaceptables superiores a las
recomendaciones internacionales (>10* UFC/g). En la tabla 5 se presentan
los resultados del médulo de crecimiento durante el almacenamiento a una
temperatura adecuada (4°C) y otra de abuso (10°C). En este caso la
concentracion final es del mismo orden que la inicial en todas las
condiciones analizadas.

Tanto en el cocinado tradicional como en el cocinado parcial de la
preparacion de arroz de rapida coccion nuestro modelo sefala la

TABLA 4. Inactivacion térmica de B. cereus en la etapa de cocinado parcial.

Temperatura (°C) No (UFC/g) N1 (UFCl/g)
102 1,00-10?
50 104 1,00-10%
106 1,00-10°
102 9,96-10%
60 104 9,96-103
10° 9,96-10°
102 9,42-10%
70 104 9,41-108
106 9,41-10°
102 3,56-10%
80 104 3,565-10°
106 3,565-10°

Valores de la concentracién de B. cereus (N1) tras el cocinado parcial durante
30 minutos y diferentes temperaturas y concentraciones iniciales No.

temperatura y el tiempo del cocinado como los pardmetros mas
correlacionados con la concentracion final de B. cereus puesto que en
ningun escenario incluyendo el tratamiento tradicional se alcanzan
concentraciones cercanas a las 10* UFC/g y en los supuestos del arroz de
rapida coccion pese al crecimiento de B. cereus durante el almacenamiento
la concentracién del microorganismo se mantiene en el mismo orden de
magnitud, por lo que, como se ha indicado, dependera especialmente del
paso previo la concentracion final de B. cereus.
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TABLA 5. Crecimiento de B. cereus durante el almacenamiento

Temperatura (°C) Tiempo (h) N1 (UFC/q) N2 (UFC/g)

102 1,18-102

1 104 1,18-104

106 1,18-106°

102 1,20-102

4 5 104 1,19-104
106 1,19-1068

102 1,26-102

24 104 1,26-104

106 1,26-106°

102 1,24-102

1 104 1,24-104

106 1,24-1068

102 1,28-102

10 5 10% 1,28-10%
106 1,28-106°

102 1,49-102

24 104 1,49-104

106 1,49-106°

Valores de la concentraciéon de B. cereus (Nz2) tras el almacenamiento durante
tiempos y a temperaturas y concentraciones iniciales (N1)

Una de las principales utilidades de los modelos de microbiologia es
determinar el coeficiente de correlacion entre los diferentes parametros del
proceso Yy la concentraciéon final de microorganismos. Este coeficiente
permite dirigir los esfuerzos a los parametros que mayor influencia van a
tener sobre la carga microbioldgica final. En las figuras 5 y 6 se aprecian los
coeficientes de correlacion entre la temperatura, el tiempo y la concentracion
inicial para la etapa de cocinado y de almacenamiento respectivamente.
Segun los resultados de nuestro modelo todos los parametros tienen un
efecto importante sobre la concentracion final, siendo menor el de la
temperatura durante el almacenamiento. El tiempo y la temperatura tienen
correlaciones negativas, mientras que el nUdmero inicial presenta
correlaciones positivas. Esto quiere decir que al aumentar el tiempo o la
temperatura disminuiria en nimero final de microorganismos, mientras que
al aumentar el ndmero inicial aumentaria el numero final de
microorganismos. En el almacenamiento las correlaciones son todas
positivas, pues al ser un modelo de crecimiento al aumentar sus valores
aumenta el valor final de microorganismos esperados.
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Correlacion cocinado

-0,666668957 tl
-0,919287319 T1
NO 0,999971879
-1 -0,5 0 0,5 1

FIGURA 5. Coeficientes de correlaciéon en el cocinado.

Coeficientes de correlacion entre los pardmetros: concentracion inicial de
B. cereus (No), temperatura de cocinado (T1) y tiempo de cocinado (t1)
con la concentracion tras el cocinado.

Correlacion almacenamiento

t2 0,995886846

T2 0,964850404

N1 0,999960941
0,95 0,96 0,97 0,98 0,99 1

FIGURA 6. Coeficientes de correlacion en el almacenamiento.

Coeficientes de correlacion entre los parametros: concentracion de B.
cereus tras el cocinado (Ni1), temperatura de almacenamiento (T2) y
tiempo de almacenamiento (t2) con la concentracion en el momento del

ronciimn
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Limitaciones del modelo

Las predicciones obtenidas mediante el uso del modelo realizado han de
considerarse como orientativas ya que pueden estar sujetas a un gran error
respecto a los valores observables y con una gran incertidumbre debido a la
calidad de la informacion que se dispone para los distintos escenarios. La
principal limitacion de este modelo y a la que probablemente se deba gran
parte del error en sus predicciones es que los valores de los parametros D y
z del modelo de inactivacion se obtienen sobre un cultivo de células
vegetativas sin tener en cuenta la concentracion de esporas de B. cereus
presentes en el alimento que no se inactivaran y que al germinar daran
valores de concentracion superiores a los calculados por el modelo. Sin
embargo, si se sustituye el valor D y z de las células vegetativas con las
correspondientes para las esporas, el modelo debe predecir correctamente,
tal como se ve en las tablas de validacion. De forma similar, los datos
usados para el calculo del modelo de crecimiento provienen del crecimiento
de B. cereus en medio de cultivo y no sobre la matriz alimentaria, por lo que
seria necesario comprobar como difiere el crecimiento sobre arroz frente al
crecimiento en el medio e introducir los valores correctos de velocidad
especifica de crecimiento y de la fase de latencia. Otra gran limitacion que
presenta este modelo es que por la preparacién que sufre el arroz es muy
probable que previo a su consumo sea cocinado de nuevo con la
inactivacion de células vegetativas que eso conlleva por lo que la
enfermedad que verdaderamente preocuparia en arroz es el sindrome
emético, y conocer la concentracion de microorganismos en un momento
dado no nos indica la concentracion de toxina emética en el alimento, pues
la relacion entre células vegetativas y produccion de toxina emética no es
lineal. Otra simplificacion del modelo que también supone una fuente de
incertidumbre es la heterogeneidad del grupo Bacillus cereus “sensu lato” y
las diferencias entre las propias cepas de Bacillus cereus sensu stricto que
pueden generar variaciones en las constantes de inactivacion y crecimiento
muy importantes segun sean cepas mesofilas o psicrotrofas. No obstante,
con los valores adecuados para los parametros de inactivacion y
crecimiento, el modelo puede ser de gran utilidad industrial para tener un
dato objetivo sobre el nimero mas probable de microorganismos que se
puede esperar en las distintas etapas del proceso o antes del consumo. Esto
ayuda a especificar los puntos de control criticos dentro de un sistema de
APPC de forma mas objetivo.
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CONCLUSIONES

B. cereus se encuentra en la mayoria de los medios terrestres y sus
esporas no son eliminadas por los tratamientos térmicos tradicionales. Estas
esporas se encuentran en casi todo tipo de alimentos, carnes, verduras,
lacteos y especialmente cereales como el arroz y sus derivados los cuales
son los principales alimentos relacionados con el sindrome emético
producido por Bacillus cereus. El riesgo de enfermar aumenta con la
concentracion inicial de B. cereus en los alimentos, pero por lo general la
causa suele ser el crecimiento en alimentos almacenados bajo temperaturas
de abuso.

B. cereus crece en la mayoria de los alimentos con un pH y actividad de
agua favorables en un gran rango de temperaturas que va desde 4 hasta
48°C segun la cepa presente. Pese a los datos predichos por el modelo hay
evidencias suficientes para afirmar que la concentracion de B. cereus al que
se exponen los consumidores depende fundamentalmente de la duracién y
la temperatura del almacenamiento. La etapa de enfriado de alimentos que
han recibido un tratamiento térmico es critica por lo que es recomendable
gue se aplique un buen sistema de control sobre ella.

En procesos industriales la esterilizacion es la técnica mas adecuada
para eliminar las esporas de B. cereus. Sin embargo, esto no es posible para
comercios de restauracion colectiva donde ademas se suma el deterioro
organoléptico que suponen estos tratamientos sobre el plato preparado.
Otros tratamientos térmicos menos agresivos como el cocinado tradicional o
la pasteurizacion, asi como tratamientos no térmicos como altas presiones
hidrostaticas o campos pulsados no son suficientes para eliminar las esporas
por lo que deberian afadirse otras barreras adicionales para evitar la
germinacion y crecimiento de dichas esporas, tales como la refrigeracion por
debajo de 4°C, una ligera reduccion en el pH, o aw, o0 aditivos como la nisina.

Las tecnologias actuales con mejores resultados para la reduccion del
namero de esporas de B. cereus son la irradiacion, la cual no cuenta con
una buena acogida por los consumidores y el tratamiento con plasma, la cual
sigue en proceso de investigacion y desarrollo para que sea mas practica y
funcional.

Por lo que respecta al modelo predictivo como se ha dicho en el apartado
limitaciones del modelo su aplicaciéon se ve reducida por los aspectos alli
mencionados, sin embargo, el modelo ha demostrado comportarse bien
cuando las condiciones del cocinado se asemejan a las condiciones de las
pruebas experimentales de las que se han obtenido los parametros de
inactivacion térmica y crecimiento por tanto seria adecuado para los
gestores del riesgo de las empresas de arroz rapido o instantaneo. Esto
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puede comprobarse con los valores de BIAS y el factor de exactitud, que si
bien no son 1 son bastante cercanos y como dijo el estadistico George
Edward Pelham Box “Todos los modelos son incorrectos, pero algunos son
utiles”.
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