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CARACTERIZAR EL RIESGO DE Listeria monocytogenes EN
PRODUCTOS CARNICOS LISTOS PARA SU CONSUMO

Isabel Bascon Villegas, Antonio Martinez Lépez!, Alejandro Rivas Soler*

RESUMEN

Actualmente la evaluacion de riesgos esta evolucionando hacia el desarrollo
de programas de ordenador que permitan una evaluacién semicuantitativa del
riesgo microbiolégico en alimentos. En este sentido se puede encontrar
diferentes programas que permiten hacer este tipo de aproximaciones. Las
ventajas de estos programas es que permiten hacer una evaluacion relativa del
riesgo y por tanto priorizar la adjudicacién de los recursos econdémicos en una
gestion del riesgo, a un coste inferior que el ocasionado si se pretende llevar a
cabo una evaluacién cuantitativa del riesgo microbiolégico. Por otro lado dan
una informacion mas atil que la meramente cualitativa.

ABSTRACT

Risk assessment is evolving towards the development of computer programs
that enable a semi-quantitative assessment of microbiological risks in food. In
this sense, different programs that allow this type of approach can be found.
The advantages of these programs are that they allow making a relative
assessment of the risk and therefore prioritizing the award of economic
resources in a risk management, at a lower cost than the caused if intends to
carry out a quantitative microbiological risk evaluation. On the other hand, it
gives more useful information than the simply qualitative information.

RESUMN

Actualment l'avaluacié de riscos esta evolucionant cap al desenvolupament
de programes d'ordinador que permeten una avaluacié semicuantitativa del risc
microbiologic en aliments. En este sentit es poden trobar diferents programes
gue permeten fer este tipus d'aproximacions. Els avantatges d'estos programes
és que permeten fer una avaluacio relativa del risc i per tant prioritzar
I'adjudicacio dels recursos economics en una gestio del risc, a un cost inferior
que l'ocasionat si es pretén dur a terme una avaluacié quantitativa del risc
microbiologic. D’altra banda donen una informacié més util que la merament
gualitativa.

PALABRAS CLAVE: Evaluacién de riesgos, software, Listeria monocytogenes,
productos carnicos listos para el consumo.
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1. INTRODUCCION

1.1.Problemética de Listeria monocytogenes en alimentos listos para
consumo (LPC)

En los ultimos afios, con el avance tecnolégico en las industrias alimentarias
y los canales de distribucién de alimentos, se han incrementado la produccién y
venta de alimentos LPC. Segun la FAO, un alimento LPC se define como
cualquier alimento que se consuma normalmente sin cocinar o cualquier
alimento manipulado, elaborado, mezclado, cocido o preparado de otra
manera, que se consuma normalmente sin ninguna manipulacion posterior.
Aunqgue diversos alimentos pueden contaminarse con L. monocytogenes, los
brotes y los casos esporadicos de listeriosis estdn predominantemente
asociados a alimentos LPC (FAO, 2004; USDA, 2003). Estudios cientificos
indican que los derivados carnicos LPC son productos de alto riesgo debido a
que L. monocytogenes puede sobrevivir e incluso crecer (Gallagher et al.,
2003) y no se someten a ningun tratamiento tecnolégico que asegure la
destruccion del patégeno antes del consumo (AFSSA, 2008).

1.2.Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es una bacteria gram-positiva y anaerobia
facultativa. Es uno de los principales patdgenos encontrados en los alimentos.
Por su ubicuidad, se encuentra frecuentemente en las plantas de produccion de
alimentos, en las cuales es muy dificil controlarla por las caracteristicas
fisiologicas que posee, que le permiten crecer y sobrevivir durante el
almacenamiento en condiciones de refrigeracion, ademas de presentar una
especial resistencia a los tratamientos bactericidas utilizados normalmente en
la industria alimentaria, por la formacion de biofilms.

Uno de los factores més importantes que promueven la colonizacion en las
plantas de procesado es su adhesion a una amplia gama de superficies como
el acero inoxidable, goma, cristal y polipropileno (Lunden et al, 2000). L.
monocytogenes es capaz de formar biofilms (comunidad microbiana sésil,
donde las células se unen de manera irreversible al sustrato, interfaz o entre si
y son embebidas en la matriz de un sustrato polimérico extracelular) (Donlan et
al, 2002). Esta matriz exopolisacarida es un obstaculo para la interaccion de
biocidas, ya que protege a las células de la accion de los higienizantes, en
algunas ocasiones promueve la resistencia antimicrobiana (Vaid et al, 2010).

Cabe decir que tanto las caracteristicas del material de los equipos y
utensilios utilizados, el pH y la temperatura a la que se elaboran los alimentos,
asi como la ay y la concentracion de NaCl presente en el producto, pueden
influir en dicha adhesion microbiana (F.J. Pérez et al., 1999). (Tabla 1)



Tabla 1.- Factores que afectan al crecimiento de L. monocytogenes.

Supervivencia Crelcimiento
Minimo Optimo Maximo
T2 (°C) * -15 30-37 45
pH <43 4,39 9,40
aw >0,83 0,92 20,97
% NacCl 212 12-16

Al ser la contaminacion de los alimentos una constante, bien sea a través de
las superficies en contacto con el alimento, o por medio de manipuladores
resulta imperativo realizar programas eficientes de limpieza y desinfeccion en la
industria (Holah et al., 1994).

Ademas de su resistencia a condiciones adversas, la razon por la que este
patbgeno es considerado de especial importancia, tanto para la industria
alimentaria como para los organismos de salud publica, es el elevado indice de
mortalidad que produce y su capacidad para sobrevivir en condiciones
adversas.

La listeriosis es la infeccion causada por L. monocytogenes. Se puede
manifestar de dos formas, invasiva y no invasiva. La forma invasiva se suele
presentar en ancianos, nifios, mujeres embarazadas y personas
inmunodeprimidas; dando lugar a meningitis, abortos y septicemia, entre otros,
con una tasa de mortalidad del 20 al 30% de los casos. La forma no invasiva se
ha observado en algunos brotes de origen alimentario, donde la mayoria de los
casos presentan sintomas de gastroenteritis tras un periodo de incubacion
corto. Esta dltima puede afectar a toda la poblacion y normalmente se
soluciona de manera espontanea (Torres et al. 2004, Torres et al. 2005).

En Espafa, los casos de listeriosis notificados al Sistema de Informacion
Microbioldgica (SIM) en el periodo de 2010 al 2014 estan comprendidos entre
114 y 150. Sin embargo, a partir de la Orden SSI/445/2015, la listeriosis
humana pasa a ser una enfermedad de declaracion obligatoria, por lo el
namero de casos notificados podria verse aumentado.

Existe controversia a nivel internacional sobre los criterios microbioldgicos
de L. monocytogenes en alimentos LPC. De acuerdo al Reglamento (CE)
2073/2005, basado en las sugerencias del Codex Alimentarius, se establece
una concentracion maxima de 100 ufc/g para alimentos LPC no destinados a
poblaciéon susceptible (nifios, embarazadas, ancianos e inmunodeprimidos),
siempre y cuando este nivel no se supere durante el proceso de conservacion
del alimento, o, ausencia en 25 g del alimento en caso de que no se pueda
garantizar la ausencia de crecimiento microbiano durante el proceso de
conservacion. EEUU, Reino Unido y Japon han evolucionado desde el criterio
“tolerancia cero” (ausencia en 25 g) en cuanto a la presencia de L.
monocytogenes en cualquier alimento LPC hasta criterios de 100 ufc/g para
alimentos LPC que no permitan el crecimiento de L. monocytogenes; e incluso
la adopcidn del criterio sugerido por el Codex en el caso de Japon.




1.3.Clasificacion de riesgos

La Evaluacion de Riesgos Microbiolégicos Cuantitativa (QRMA) describe,
mediante técnicas de modelizacion matematica, la propagacion de un
microorganismo patdégeno desde la granja hasta el consumidor final. Es un
método valioso para evaluar los efectos de las medidas de control sobre el
riesgo de una combinacién alimento-patdégeno, desde el punto de vista
econémico y de salud publica. Sin embargo, su desarrollo requiere mucho
tiempo, gran cantidad de datos y amplios conocimientos. Por tanto, en algunos
casos es preferible y suficiente el uso de un modelo simplificado, obteniéndose
una reduccion de tiempo y costes en las estimaciones.

Se han desarrollado herramientas informaticas que permiten realizar
evaluaciones de riesgos comparativas, obteniéndose una estimacion del riesgo
relativo (frente a un valor de referencia) de una combinacion patégeno-alimento
(Evers et al., 2010). La obtencion de resultados expresados como riesgos
relativos tiene sentido en la aplicacion de modelos simplificados, ya que,
incluso ni en el caso de modelos QRMA, los valores absolutos son fiables
debido fundamentalmente a la incertidumbre asociada a la informacion de que
se dispone.

La clasificacion del riesgo microbiolégico es un proceso cientifico coherente,
exhaustivo, transparente y basado en la evidencia para priorizar y evaluar los
riesgos asociados a los peligros bioldgicos en los alimentos. Su objetivo es
apoyar a los gestores en la toma de decision para prevenir y controlar los
riesgos para la salud. Dicha clasificacion es un punto de partida para el
establecimiento de prioridades y la asignacion de recursos basados en el
riesgo, ya que permitiria a las autoridades sanitarias centrar la atencién en los
problemas mas importantes de salud publica y asi poder desarrollar estrategias
adecuadas para abordarlos.

Debido a su importancia, la prioridad en la clasificacion de riesgos se ha
establecido como un componente importante de los marcos de gestién de
riesgos. En el contexto de que la evaluacion de riesgos es un pilar de las
politicas de seguridad alimentaria, las autoridades sanitarias de los estados
miembros de la UE han empezado a considerar la clasificacion de riesgos
como un medio para establecer esas prioridades. La EFSA, dentro de su
Estrategia General de la Ciencia (2012-2016) le ha dado importancia a la
clasificacion de riesgos llevando a cabo diferentes acciones, con la
participacion de diferentes unidades de la EFSA, como el de los Peligros y
Contaminantes Unidad Biol6gica (BIOCONTAM) y el Comité Cientifico y
Surgimiento de la Unidad de Riesgos.



1.4.Objetivos

1) Evaluar el riesgo relativo en el consumo de jamon cocido respecto a
Listeria  monocytogenes considerando dos escenarios, punto de
venta y la cocina domeéstica.

2) Evaluar la aplicacion del SQMRAv2 como herramienta para llevar a
cabo evaluaciones de riesgo haciendo uso de simulacion Monte
Carlo.

2. MATERIALES Y METODOS

En el presente trabajo se va a llevar a cabo una evaluacién de riesgos
considerando dos escenarios. En el primer escenario se evalla un jamoén
cocido en el punto de venta. El segundo escenario considera jamén cocido
manipulado (sometido a diferentes condiciones culinarias) en el hogar. Para
ello se tendra en cuenta la posible contaminacion cruzada y las practicas
culinarias.

Herramientas utilizadas

Las simulaciones en esta evaluacién de riesgos se han llevado a cabo
mediante el software SQMRAv2 (Swift Quantitative Microbiological Risk
Assessment version 2). Esta herramienta se incorpora como una hoja de
calculo en el programa @RISK, programa que permite realizar simulaciones
Monte Carlo. La evaluacion de riesgos realizada por el SQMRAV2 indica la
probabilidad de que se produzca un determinado resultado y los riesgos
asociados con cada uno de ellos.

La simulacién Monte Carlo es una técnica cuantitativa que hace uso de la
estadistica y de la potencia de los ordenadores para imitar, mediante modelos
matematicos, el comportamiento aleatorio de procesos reales no dinamicos
(Rivas, 2014). La clave de la simulacion consiste en crear un modelo
matematico del proceso que se quiere analizar, identificando las variables de
entrada (inputs) cuyo comportamiento aleatorio determina el comportamiento
global del proceso. Basicamente consiste en:

- Generar valores concretos para dichos inputs.

- Analizar el comportamiento del proceso ante los valores generados.

Tras repetir “n” veces el proceso, se dispondra de “n” observaciones sobre el
comportamiento del mismo, lo cual nos sera de utilidad para entender su
funcionamiento.

A nivel general, la evaluacion de riesgos realizada por SQMRA sigue la
propagacion de un agente patdgeno, a partir de la fase de venta al por menor;
considerando entre otros, los procesos de:



- Almacenamiento.

- Contaminacioén cruzada.

- Preparacion en el hogar.

El dato de salida de una etapa, teniendo en cuenta los procesos anteriores,
supone el valor de entrada (input) para la siguiente etapa del analisis. La
herramienta expresa el riesgo en términos de infeccion, enfermedad, DALY y
costes de la enfermedad, tanto a nivel de poblacion como de porcion del
producto (Figura 1).
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Figura 1.- Descripcion del modelo de SQMRAvV2

En el presente estudio, se han considerado los siguientes datos de entrada
(inputs): datos de consumo, condiciones de almacenamiento, contaminacion
cruzada, tratamiento térmico realizado en el hogar e infeccion y enfermedad,;
los cuales se subdividen a su vez en los siguientes subapartados:

AMBITO DE TRABAJO.

En este apartado, se especifica el patégeno de interés (Listeria
monocytogenes), el producto de estudio (jamén cocido), la poblacion
especifica, que en este caso se considera el total de la poblacion espafiola y el
tamafio de la misma en el afio 2014 que es 46.771.341 habitantes (INE, 2016);
y por ultimo el periodo de consumo que se estableci6 en 365 dias. Se
consideré la poblacion total porque los productos cérnicos cocidos, y en
particular el jamén cocido, es un tipo de alimento que puede ser consumido por
toda la poblacion, independientemente de su edad y de su estado fisioldgico.

PORCIONES CONSUMIDAS.

El programa necesita como dato de entrada las porciones consumidas por
mes y consumidor. A partir de la informacion de consumo por habitante de
jamén cocido que proporciona el MAGRAMA, se ha calculado que se
consumieron 0,93 porciones por persona y mes, en el afio 2014; considerando
gue cada porcién son 100 gramos de jamén cocido.

PREVALENCIA DEL PATOGENO.
Se evalla el efecto de la variacién de este input considerando el porcentaje
de porciones contaminadas (prevalencia) en el punto de venta. Para ello se ha



utilizado informacion cientifica y de base de datos de organismos publicos
(lannetti et al. (2016); Garrido et al. (2009); Cabedo et al. (2008)).

CONCENTRACION DEL PATOGENO.

La concentracion de L. monocytogenes en las porciones contaminadas se
expresa como log;p ufc/g. En este trabajo no se considera un valor fijo para
dicho input, variara en funcion del escenario considerado.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO.

En este apartado la herramienta SQMRA contempla el porcentaje de
porciones que se almacenan en cada categoria de temperatura (T® ambiente,
frigorifico o congelador). En el presente trabajo se ha considerado que todo el
producto se mantiene en refrigeracion. El tiempo medio de almacenamiento
del producto se establece como 72 horas; el tiempo medio maximo de
almacenamiento se establece como 168 horas; y por ultimo la temperatura de
almacenamiento considerada varia entre 4°C y 10°C en funcion del escenario
estudiado.

CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO E INACTIVACION DEL PATOGENO.
En este apartado se introduce: (a) el tiempo minimo de generacion del
patdbgeno en el producto (horas), calculado con la herramienta online
“ComBase” segun el tipo de escenario estudiado; (b) la temperatura 6ptima de
crecimiento (37°C); (c) la temperatura minima de crecimiento (0°C); y (d) la
densidad maxima de la poblacién microbiana en el alimento 1,0x10° ufc/g.

PARAMETROS DE CONTAMINACION CRUZADA.

La contaminacion cruzada es el proceso mediante el cual un alimento entra
en contacto con una sustancia, alimento y/o utensilio contaminado, y se
contamina a causa de dicho contacto. En este apartado es necesario
establecer el porcentaje de porciones contaminadas de cualquier alimento que
pueden causar contaminacion cruzada en el jamon cocido y la concentracién
de microorganismos (logio ufc/g) que contiene la porcion de producto que se va
a consumir. Se considerard que existe contaminacion cruzada en funcion del
escenario a estudiar.

PREPARACION DEL ALIMENTO.

Se tiene en cuenta el porcentaje de porciones que se encuentran listas para
su consumo, semielaboradas y elaboradas. Este porcentaje variard en funcion
del escenario estudiado.

PROBABILIDAD DE SUPERVIVENCIA DURANTE EL TRATAMIENTO
TERMICO EN EL HOGAR.

La herramienta considera un modelo de inactivacion térmica (DRT/z). Los
datos requeridos sobre los parametros de resistencia térmica de L.



monocytogenes en alimentos, se obtuvieron de la guia elaborada por la
Campden and Chorlewood Food Research Association sobre la pasteurizacion
de los alimentos.

Tabla 2.- Parametros de resistencia de L.monocytogenes en carnes.

Matriz Valor DRt (min) Valor Z (°C)
Dss=8,15-36,91 5,05-7,39
Carnes De0=0,99-8,32
Des=0,48-1,41
D70=0,0063-0,2

DRr: Tiempo a una determinada temperatura necesario para reducir en un 90% (una reduccion
logaritmica) el nimero de células vegetativas.
Z: Incremento de temperatura necesario para reducir el valor DRt en un 90%.

PARAMETROS DEL MODELO DOSIS-RESPUESTA.

El sQRMA usa dos tipos de modelos dosis-respuesta, el modelo binomial y
el modelo beta-binomial. En este trabajo se ha usado el modelo binomial, que
es un modelo determinista definido por la concentracion de microorganismo (d)
y por la probabilidad de enfermar al consumir una ufc del patégeno (r) (Ec.1). El
parametro r define la forma de la curva y depende del microorganismo y del
tipo de poblacion (total, inmunodeprimidas, embarazadas, etc).

El valor de r se ha calculado segun el estudio de Robert L. Buchanan et al.
(1997) dando como resultado 2,86x10™*°, considerando el total de la poblacién
consumidora.

Dresp =1 — (1 —r)%r Ec.1

PROBABILIDAD DE ENFERMEDAD DADA LA INFECCION.
La probabilidad de enfermar habiendo consumido un alimento contaminado
con L. monocytogenes se considera en un 90% (FDA/FSIS, 2003).

DALY POR CASO.

Se define DALY (Disability-Adjusted Life Year) como la pérdida de vida en
comparacion con el estado de salud perfecto en funcion del tiempo. Cuya
ecuacion es:

DALY= YLL+YLD, Ec.2

Siendo YLL el numero de afios de vida saludable perdidos por mortalidad
prematura; e YLD el niumero de afios perdidos por discapacidad. Para el
estudio se ha calculado un DALY por caso de 29,30 (casos de listeriosis
notificados en Espafia), siendo un valor semejante al de otros paises
occidentales (Scallan et al., 2015).

COSTES DE LA ENFERMEDAD POR CASO.

El coste de la enfermedad es un parametro econdémico que no solo
considera los costes sanitarios de la enfermedad (consultas, hospitalizacion,
medicacion, etc) sino que ademas consideran otros costes no sanitarios




(desplazamientos, pérdida de horas de trabajo, etc). Segun un informe de
USDA en el afo 2014, los costes de la enfermedad causada por L.
monocytogenes, listeriosis, supone para Estados Unidos (EEUU) un coste de
2700 millones de délares para una casuistica de 2.834 casos. En Espafia el
namero de casos de listeriosis notificados es muy similar al de EEUU, y
considerando que el coste unitario es similar al de EEUU, se ha estimado que
el coste por caso de listeriosis en Espafia supondria 847.918 €.

En los anteriores subapartados se introducen los datos de entrada (inputs),
los cuales son procesados por la herramienta, obteniéndose asi unos datos de
salida (outputs), que proporcionan una estimacién del nimero de porciones
contaminadas a nivel minorista, en el almacenamiento y en la preparacion; el
namero de ufc (unidades formadoras de colonias) a nivel minorista, en el
almacenamiento y en la preparacion; el numero de infecciones producidas por
el patégeno de interés, el nUmero de casos ocurridos, DALY por caso y los
costes ocasionados por cada caso (COl).

La herramienta permite realizar dos analisis avanzados: analisis de
sensibilidad y Goal Seek. El primero permite estudiar como la incertidumbre de
los outputs del modelo puede ser asignada a sus variables de entrada (inputs),
y determinar de esta forma la influencia de estos inputs sobre los outputs. La
herramienta Goal Seek permite estimar el valor de un input para obtener el
valor del output previamente establecido.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Escenario 1.- Producto en el punto de venta.

Se evalla al producto en el punto de venta, considerando buenas
condiciones de manipulacion y almacenamiento, sin tener en cuenta una
posible contaminacion cruzada, ni las condiciones a las que se somete al
alimento en el hogar, se esta hablando de un producto Listo Para Su Consumo.

En este escenario se evalla el efecto de la variacion de 3 parametros de
entrada (Inputs) con los que se realizaran las simulaciones: prevalencia,
contaminacion inicial y tiempo de generacién. El resto de inputs se mantiene
constante como se indica mas abajo.

SIMULACIONES
Prevalencia

En primer lugar se realizé una busqueda bibliogréfica en articulos cientificos
para obtener datos de prevalencia de L. monocytogenes en jamén cocido a
nivel industrial, observandose que los valores variaban entre el 1,2 y el 12,5%



(lannetti et al. (2016); Garrido et al. (2009); Cabedo et al. (2008)). La
variabilidad de la prevalencia puede deberse a las distintas condiciones a las
gue se encuentra sometido el producto y/o las diferentes metodologias de
higienizacion realizadas. Se llevaron a cabo 3 simulaciones variando el valor de
la prevalencia (Tabla 3), manteniendo constante tanto la concentracion inicial
(100 ufc/g, segun el limite maximo legal establecido), como el tiempo de
generacion (62 horas, el cual se obtuvo mediante la herramienta ComBase). El
resultado de las simulaciones se puede apreciar en la tabla 4.

Tabla 3.- Prevalencia de Listeria monocytogenes en jamon cocido.

Simulacion N° muestras Muestras positivas Prevalencia (%) Referencia
1 326 4 1,23 L. lannetti et al., 2016
2 200 9 4,5 V. Garrido et al., 2009
3 24 3 12,5 L. Cabedo et al., 2008

Tabla 4.- Estimacion del nimero de enfermos a causa de Listeria monocytogenes en
la poblacién espafiola, en funcién de la prevalencia.

RIESGO RELATIVO A NIVEL POBLACIONAL (por 100000 personas)

Simulacién 1 Simulacién 2 Simulacién 3

Ne° porciones contaminadas *

1,37E+04 (0,0984)

5,02E+04 (0,360)

1,40E+05 (1,00)

Ne ufc ® 1,53E+08 (0,0988) 5,58E+08 (0,361) 1,54E+09 (1,00)
Numero de infecciones 0,0440 (0,0988) 0,161 (0,361) 0,445 (1,00)
NGmero de casos 0,0396 (0,0988) 0,145 (0,361) 0,401 (1,00)
DALY poblacion 1,16 (0,0988) 4,25 (0,361) 11,8 (1,00)

Costes poblacion (€)

3,37E+04 (0,0988)

1,23E+05 (0,361)

3,41E+05 (1,00)

% Numero de porciones contaminadas a nivel de minorista, almacenamiento y preparacion.

® Ntimero de ufc a nivel de minorista, almacenamiento y preparacion.

Entre paréntesis se encuentran los resultados expresados como riesgo relativo en funcion del caso mas
desfavorable que en este estudio es el que presenta mayor prevalencia.

Como se observa en la tabla 4, a medida que aumenta la prevalencia de
porciones con L. monocytogenes, aumenta el nimero de casos de listeriosis.
Por tanto resulta fundamental evitar la contaminacion del jamoén cocido a nivel
minorista, siguiendo unas buenas practicas de manipulacion.

Contaminacion inicial

Se realizd una busqueda bibliografica en articulos cientificos para obtener
datos de concentracion inicial teniendo en cuenta distintas metodologias de
higienizacién con objeto de llevar a cabo las simulaciones (Tabla 5). Cualquier
tratamiento de higienizacion de superficies de contacto con alimentos afecta al
namero de microorganismos presentes en el producto final. Se ha considerado
que la transferencia de microorganismos entre la superficie en contacto con el
jamén cocido y el propio alimento es del 100%. Se llevaron a cabo 4
simulaciones variando la contaminacion inicial como valor de entrada,
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manteniendo constante la prevalencia (12,5%) y el tiempo de generacion (62
horas). Los resultados se pueden apreciar en la tabla 6.

Tabla 5.- Concentracion inicial de Listeria monocytogenes en jamoén cocido segun el
tratamiento de higienizacién realizado en la industria alimentaria.

Simulacion Tratamiento Concentracion (log ufc/g) Referencia

1 Ninguno 8

Agua electrolizada B. Ayebah et al., 2006

2 4
3 Amonio cuaternario 2 J. Carballo et al., 2012
4 Ozono 1 J. B. Robbins et al., 2005

Tabla 6.- Estimacién del nimero de enfermos a causa de Listeria monocytogenes en
la poblacién espafiola, en funcion de la concentracion inicial.

RIESGO RELATIVO A NIVEL POBLACIONAL (por 100000 personas)

Simulacién 1

Simulacién 2

Simulacién 3

Simulacién 4

N° porciones
contaminadas) ?

1,67E+05 (1,00)

1,67E+05 (1,00)

1,67E+05 (1,00)

1,67E+05 (1,00)

Minorista (n° ufc)

1,02E+16 (1,00)

2,58E+11 (2,54E-05)

1,86E+09 (1,83E-07)

1,72E+08 (1,69E-08)

Almacenamiento (n° ufc)

4,34E+15 (1,00)

2,60E+11 (5,98E-05)

1,88E+09 (4,32E-07)

1,73E+08 (3,99E-08)

Preparacién (n° ufc)

4,34E+15 (1,00)

2,60E+11 (5,98E-05)

1,88E+09 (4,32E-07)

1,73E+08 (3,99E-08)

Numero de infecciones

1,28E+05 (1,00)

74,2 (5,80E-04)

0,537 (4,19E-06)

0,0495 (3,87E-07)

NUmero de casos

1,15E+05 (1,00)

66,8 (5,80E-04)

0,483 (4,19E-06)

0,0446 (3,87E-07)

DALY poblacién

3,38E+06 (1,00)

1960 (5,80E-04)

14,2 (4,19E-06)

1,31 (3,87E-07)

Costes poblacién (€)

9,79E+10 (1,00)

5,68E+07 (5,80E-04)

4,10E+05 (4,19E-06)

3,79E+04 (3,87E-07)

% Numero de porciones contaminadas a nivel de minorista, almacenamiento y preparacion.
Entre paréntesis se encuentran los resultados expresados como riesgo relativo en funcién del caso mas
desfavorable que el que se refiere a ausencia de control.

Como se observa en la tabla 6, el nimero de casos de listeriosis disminuye
a medida que disminuye la concentracion inicial de L. monocytogenes. Segun
los resultados obtenidos, se evidencia la necesidad de llevar a cabo una buena
estrategia de limpieza y desinfeccién, para inactivar al patégeno. A pesar de
ello, los procedimientos y métodos actuales disponibles son insuficientes para
lograr el control total de L. monocytogenes tanto en el alimento como en la
planta de producciéon de alimentos, equipos y entornos relacionados (Carlton et
al., 2005). Por lo que hay una necesidad de desarrollar mejores métodos para
el control de la contaminacion.

Tiempo de generacion

En este escenario, se ha evaluado el efecto de la disminucion del tiempo de
generacion en la estimacion de casos de listeriosis. Este parametro lo usa el
SQRMA para caracterizar el comportamiento del patdogeno en el alimento. A
través de él se puede evaluar el efecto de nitrito que es un conservante usado
en este tipo de producto, jamén cocido. Para establecer el tiempo de
generacion se contd con la herramienta ComBase, la cual permite calcular
dicho parametro mediante una curva de crecimiento que tiene en cuenta el
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microorganismo implicado y las condiciones de crecimiento del mismo
(concentracion inicial, pH, actividad de agua, temperatura y concentracién de
nitritos) (Tabla 7). Se llevaron a cabo 3 simulaciones, manteniendo constante la
prevalencia (12,5%) y la concentracion inicial de microorganismo (100 ufc/g) y

variando la concentracién de nitrito (Tabla 8).

Tabla 7.- Condiciones de crecimiento de Listeria monocytogenes en jamén cocido.

Concentracion inicial (log ufc/g) 2
Temperatura (°C) 4

pH 5,8
Actividad de agua (aw) 0,97
Concentracion nitritos (ppm) 150, 100, 50*

(*) Se hizo variar el contenido de nitritos (ppm) para comprobar como variaba el tiempo de generacién en
funcién de la concentracion de nitritos. Estableciéndose como maximo el limite maximo permitido por la
Directiva 2006/52/CE.

Tabla 8.- Tiempo de generacion (horas) de Listeria monocytogenes en jamén cocido

en funcion de la concentracion de nitritos (ppm).

Simulacién [Nitritos] (ppm) Tiempo generacion (h)
1 150 69
2 100 55
3 50 44

Tabla 9.- Estimacién del nimero de enfermos a causa de Listeria monocytogenes en
la poblacién espafiola, en funcion del tiempo de generacion.

RIESGO RELATIVO A NIVEL POBLACIONAL (por 100000 personas)

Simulacién 1

Simulacién 2

Simulacién 3

N porciones contaminadas *

1,67E+05 (1,00)

1,67E+05 (1,00)

1,67E+05 (1,00)

N ufc ” 1,86E+09 (1,00) | 1,86E+09 (1,00) | 1,86E+09 (1,00)
Namero de infecciones 0,537 (1,00) 0,537 (1,00) 0,537 (1,00)
Ndmero de casos 0,4833 (0,9992) | 0,4836 (0,9997) | 0,4837 (1,00)
DALY poblacion 14,2 (1,00) 14,2 (1,00) 14,2 (1,00)

Costes poblacion (€)

4,11E+05 (1,00)

4,11E+05 (1,00)

4,11E+05 (1,00)

% Numero de porciones contaminadas a nivel de minorista, almacenamiento y preparacion.

® Numero de ufc a nivel de minorista, almacenamiento y preparacion.

Entre paréntesis se encuentran los resultados expresados como riesgo relativo en funcién del caso mas
desfavorable que seria el producto con menos concentracion de nitritos.

La tabla 9 muestra los resultados de las simulaciones. Como se puede
observar, el nUumero de casos de listeriosis no se ve afectado por la variacion
del tiempo de generacion.

ANALISIS DE SENSIBILIDAD

Se ha realizado un analisis de sensibilidad en dos casos extremos
relacionados con la concentracion inicial (log ufc/g) de Listeria monocytogenes
en el jamoén cocido. En el primer caso se parte de una contaminacion inicial de
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1+0,1 log ufc/g; y el segundo se parte de una concentracion inicial de 8+0,8 log
ufc/g.

Cada uno de los andlisis realiza 21 simulaciones y 1000 iteraciones por
simulacion, por lo que las iteraciones totales son 21000.

Para el andlisis de sensibilidad es necesario que los 3 pardmetros
considerados (prevalencia, contaminacion inicial y tiempo de generacion) se
encuentren como una funcion de distribucion. En el caso de la contaminacion
inicial el programa proporciona la funcion de distribuciéon que se ajusta a este
tipo de datos (funcion de distribucion normal). Para los otros dos parametros se
ejecuta un “Best Fit”, obteniéndose que la prevalencia se ajusta a una
exponencial [3,608; 7,1784] y el tiempo de generacion a RiskExtvalue
[46,95668; 0,39301].

Preva‘enc‘a _ Preva‘enc‘a _
Concentracion Concenfracion
inicial inicial

Tiempo

) Tiempo
generacién

generacion ‘

500
1000
1500

2500

3000

500
16400
26409
00
B0
SE00
BEHOD
9E109

E
BE109

o
N° de casos N° de casos

Figura 2.- Analisis sensibilidad con una | Figura 3.- Analisis sensibilidad con una
concentracion inicial de 1 log ufc/g, | concentracion inicial de 8 log ufc/g, mediante
mediante Diagrama de Tornado. Diagrama de Tornado.

Las figuras 2 y 3 muestran el resultado de los analisis de sensibilidad. Como se
observa, la prevalencia es la variable que afecta en mayor medida en el riesgo,
por tanto tiene un mayor efecto sobre el nUmero de casos. En segundo lugar
aparece la concentracion inicial del patégeno, mientras que el tiempo de
generacion no tiene influencia.

ANALISIS GOAL SEEK

Con esta herramienta se pretende estimar qué prevalencia maxima se
deberia permitir para reducir en un 50% el niumero de casos de listeriosis
provocados por L. monocytogenes. Para ello, se parte de una concentraciéon
inicial de 100 ufc/g (maxima permitida en alimentos en los que L.
monocytogenes no puede crecer), una prevalencia del 12,5% y un tiempo de
generacion de 62 horas (condiciones simulacion 3 de la contaminacion inicial).
Una vez obtenido como resultado el n® de casos bajo esas condiciones, se fija
una disminucion del 50% de los mismos, para asi estimar la prevalencia
maxima. De acuerdo a este analisis se estima una prevalencia maxima de
4,325% para obtener dicha reduccién.

13



3.2.Escenario 2.- Efecto de las condiciones en el hogar.

En este escenario se ha evaluado el efecto de la manipulacion y el
tratamiento de producto contaminado en el hogar, considerando la temperatura
de almacenamiento, la contaminacién cruzada por manipulacion del alimento y
el tratamiento culinario del mismo.

SIMULACIONES
T2 refrigeracion en el hogar

En el estudio realizado por James et al. (2008), se recoge la temperatura de
3700 frigorificos de diferentes paises de la UE y de EEUU, indicando que el
44,5% de estos electrodomésticos tienen una temperatura superior a 5°C. En
base a lo anterior, se pretende estimar el nUmero de casos de listeriosis por el
consumo jamon cocido, el cual ha sido almacenado a una temperatura que
puede oscilar entre 4°C y 10°C.

Para cada una de las temperaturas consideradas se obtiene un tiempo de
generacion, mediante la herramienta ComBase. Se mantiene constante la
prevalencia (12,5%) y la concentracién inicial (100 ufc/g).

Tabla 11.- T2 de almacenamiento consideradas en los refrigeradores domésticos.

Simulacién Temperatura (°C) Tiempo generacion (h)
1 4 62,29
2 6 41,18
3 8 27,96
4 10 19,49

Tabla 12.- Estimacion del nimero de enfermos a causa de Listeria monocytogenes en
la poblacién espafiola, en funcidon de la T2 de almacenamiento.

Riesgo relativo a nivel poblacional (por 100000 personas)

Simulacién 1

Simulacién 2

Simulacién 3

Simulacién 4

N° porciones contaminadas?®

1,67E+05 (1,00)

1,67E+05 (1,00)

1,67E+05 (1,00)

1,67E+05 (1,00)

Minorista (n° ufc)

1,86E+09 (1,01)

1,86E+09 (1,01)

1,87E+09 (1,01)

1,85E+09 (1,00)

Almacenamiento (n° ufc)

1,88E+09 (0,874)

1,91E+09 (0,887)

1,99E+09 (0,926)

2,15E+09 (1,00)

Preparacion (n° ufc)

1,88E+09 (0,874)

1,91E+09 (0,887)

1,99E+09 (0,926)

2,15E+09 (1,00)

Numero de infecciones

0,537 (0,873)

0,545 (0,886)

0,569 (0,925)

0,615 (1,00)

NUmero de casos

0,483 (0,873)

0,491 (0,888)

0,512 (0,926)

0,553 (1,00)

DALY poblacién

14,179 (0,874)

14,397 (0,887)

15,023 (0,926)

16,230 (1,00)

Costes poblacién (€)

4,11E+05 (0,874)

4,17E+05 (0,887)

4,35E+05 (0,926)

4,70E+05 (1,00)

# Numero de porciones contaminadas a nivel de minorista, almacenamiento y preparacion.
Entre paréntesis se encuentran los resultados expresados como riesgo relativo en funcién del caso mas
desfavorable que es el de la temperatura de refrigeracién de 10°C.

La tabla 12 muestra los resultados de las diferentes simulaciones. Como se
puede observar, al variar la T2 varia también el tiempo de generacién, y estas
dos variables tienen ligero efecto en el n° de casos de listeriosis.
Probablemente debido al incremento de la concentracion bacteriana que se
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puede producir conforme se incrementa la temperatura para una misma unidad
de tiempo.

Contaminacion cruzada

La contaminacion constituye una de las causas mas frecuentes de
toxiinfecciones alimentarias en las cocinas del hogar. Se puede producir tanto
por contacto directo entre dos alimentos como de forma indirecta a través de
las manos del manipulador, utensilios de cocina, superficies, etc. Para evitar
dicha contaminacién se deben extremar las medidas higiénicas en el hogar
tanto del manipulador como de los utensilios utilizados, asi como evitar el
contacto entre alimentos cocinados y crudos.

Para cada una de los tipos de contaminacién cruzada posibles se realiza
una simulacién, estimando que el 100% de las porciones de cualquier alimento
contaminado puede producir contaminacion cruzada hacia el jamén cocido a
través de la manipulacion, utensilios de cocina, etc. (Tabla 13).

Partiendo de que el alimento se encuentra almacenado a una T2 de
refrigeracién adecuada (4°C); el numero de casos de listeriosis a causa de la
contaminacion cruzada se estima teniendo en cuenta el porcentaje de
porciones del alimento contaminado que producen contaminacion cruzada con
otro producto, con las manos del manipulador y con las superficies de contacto
y dada esa contaminacion cruzada, cual es la fraccion de ufc (logi) en la
porcion del alimento que sera consumida.

Los resultados de la simulacion se pueden apreciar en la tabla 14,

Tabla 13.- Porcentaje de ufc transferidas por contaminaciéon cruzada al producto,
manos del manipulador y superficie de contacto a partir de un producto contaminado
(Hoelzer et al., 2012)

Simulacién Contaminacion cruzada Transferencia (%)
1 Producto*-Producto 25%
2 Producto*-Manos-Producto 60%
3 Producto*-Superficie contacto-Producto 65%

(*) Se parte de un producto con una contaminacion inicial de 100 log ufc/g.

Tabla 14.- Estimacion del n°® de enfermos a causa de Listeria monocytogenes, en
funcion de la contaminacion cruzada.

Riesgo relativo a nivel poblacional (por 100000 personas)

Simulacién 1 Simulacién 2 Simulacién 3

Ne porciones contaminadas *

1,67E+05 (1,00)

1,67E+05 (1,00)

1,67E+05 (1,00)

Minorista (n° ufc)

1,86E+09 (0,995)

1,86E+09 (0,998)

1,87E+09 (1,00)

Almacenamiento (n° ufc)

1,87E+09 (0,995)

1,88E+09 (0,998)

1,88E+09 (1,00)

Preparacién (n° ufc)

1,41E+09 (0,882)

1,55E+09 (0,973)

1,60E+09 (1,00)

Numero de infecciones 0,402 (0,882) 0,444 (0,973) 0,456 (1,00)
Nimero de casos 0,362 (0,882) 0,399 (0,973) 0,411 (1,00)
DALY poblacion 10,6 (0,882) 11,7 (0,973) 12,0 (1,00)

Costes poblacion (€)

3,08E+05 (0,882)

3,40E+05 (0,973)

3,49E+05 (1,00)

% Numero de porciones contaminadas a nivel de minorista, almacenamiento y preparacion.
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Entre paréntesis se encuentran los resultados expresados como riesgo relativo en funcion del caso mas
desfavorable que en este caso corresponde al porcentaje de transferencia del 65%.

Como se puede apreciar, el modo por el que se produce la contaminacion
cruzada no afecta significativamente al nUmero de casos, por lo que resulta
fundamental extremar las medidas de higiene tanto del manipulador como de
los utensilios, asi como evitar el contacto directo con otros productos crudos.

Tratamiento culinario (Efecto de la temperatura y tiempo)

Se pretende estimar el numero de casos de listeriosis provocados por L.
monocytogenes en funcién del tratamiento culinario llevado a cabo en el hogar.
Para ello se tiene en cuenta el binomio tiempo-temperatura, asi como el
porcentaje de producto que se encuentra cocinado, semi-cocinado 0 sin
tratamiento culinario.

Se llevan a cabo 3 simulaciones (Tabla 15), en las que las caracteristicas de
inactivacién del patdgeno son las siguientes: DRT (min)= 22,53; z (°C)= 6,22 y
la T2 de referencia 55°C (Tabla 2).

Tabla 15.- Tratamiento culinario (T?/t) realizado al producto.

. . . % Porcién T2 (°C) t
Simulacién Producto Tratamiento Cocinado Semicocinado (min)
1 Pizza ® Horno 100 180 15
2 Sandwich ° Sandwichera 100 80 5
3 Pasta © Olla 100 50 3

(¥ La pizza lleva jamén cocido; (°) El sandwich lleva jamén cocido; (°) A la pasta se le afiade el jamén
cocido una vez esta cocida. Se considera el tiempo efectvo a dicha T&

Tabla 16.- Estimacion del n°® de enfermos a causa de Listeria monocytogenes, en

funcién del tratamiento culinario realizado.

Riesgo relativo a nivel poblacional (por 100000 personas)

Simulacién 1

Simulacién 2

Simulacién 3

Minorista (n® porciones contaminadas)

1,67E+05 (1,00)

1,67E+05 (1,00)

1,67E+05 (1,00)

Almacenamiento (n° porciones
contaminadas)

1,67E+05 (1,00)

1,67E+05 (1,00)

1,67E+05 (1,00)

Preparacion (n° porciones
contaminadas)

0,00 (0,00)

7,70E+03 (0,05)

1,54E+05 (1,00)

Minorista (n° ufc)

1,86E+09 (0,997)

1,86E+09 (0,997)

1,86E+09 (1,00)

Almacenamiento (n° ufc)

1,87E+09 (0,997)

1,87E+09 (0,997)

1,88E+09 (1,00)

Preparacion (n° ufc) 0,00 (0,00) 1,78E+07 (0,013) | 1,40E+09 (1,00)
NGmero de infecciones 0,00 (0,00) 0,0051 (0,013) 4,00E-01 (1,00)
Numero de casos 0,00 (0,00) 0,0046 (0,013) 0,3602 (1,00)
DALY poblacion 0,00 (0,00) 0,135 (0,013) 10,6 (1,00)
Costes poblacion (€) 0,00 (0,00) 3890 (0,013) 3,06E+05 (1,00)

Entre paréntesis se encuentran los resultados expresados como riesgo relativo en funcion del caso mas
desfavorable que en este caso es el cocinado de la pasta.
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La tabla 16 muestra el resultado de las simulaciones. Como se puede
apreciar, a medida que el tratamiento térmico es mas leve, el numero de casos
de listeriosis aumenta. Por consiguiente, es necesario actuar en funcion de las
posibilidades del electrodoméstico utilizado y del posible efecto en el alimento,
aumentando el tratamiento térmico en cuanto a temperatura y tiempo. Aunque
a continuacion se realizara el andlisis de sensibilidad, para conocer cual de los
dos parametros ejerce mayor efecto en el nUmero de casos

ANALISIS DE SENSIBILIDAD

El objetivo es comprobar que variable del tratamiento térmico realizado al
producto afecta mas al nimero de casos de listeriosis. Se realiza el analisis
partiendo de dos tratamiento culinarios, el primero para el tratamiento en
sandwichera (80°C/5 min) y el segundo para el tratamiento en olla (50°C/3 mi).
Se llevan a cabo 14 simulaciones con 1000 iteraciones por simulacion, con un
total de 14000 iteraciones.

T ¢C) _ e _
Tiempo {min) | Tiempo (min) l

150
2
20

N*de casos N° de casos

Figura 4.- Analisis de sensibilidad con | Figura 5.- Analisis de sensibilidad con
tratamiento térmico 80°C/5 min, mediante | tratamiento térmico 50°C/3 min, mediante
Diagrama Tornado. Diagrama Tornado,

Dichas figuras muestran que la temperatura es el parametro que mas afecta
al numero de casos de listeriosis. Por tanto, una estrategia para reducir la
incidencia de dicha enfermedad podria ser aumentar la temperatura en
tratamiento culinario, siempre que sea posible.

ANALISIS GOAL SEEK

Se pretende conseguir una reduccion del 50% de los casos de listeriosis,
para ello se trabaja con la simulacién 3 (50°C/3 minutos), ya que se considera
el escenario mas problematico.

Una vez realizado en analisis se obtiene que para conseguir dicha
reduccion de los casos de listeriosis seria necesario aumentar la temperatura a
58°C, manteniendo un tiempo de tratamiento de 3 minutos. Considerandose
gue la inactivacién de L. monocytogenes se da a partir de 55°C.

4. CONCLUSIONES
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La herramienta SQMRAV2 ha resultado de gran utilidad para la estimacion
del riesgo asociado al consumo de un determinado producto contaminado. Es
bastante flexible y se acopla perfectamente al @Risk de Palisade para llevar a
cabo las simulaciones Monte Carlo.

De todos las variables estudiadas en el primer escenario, la prevalencia, en
mayor medida, y el nivel de contaminacion inicial del producto son las que mas
afectan al riesgo de enfermar por L. monocytogenes.

La variacion de la T® de almacenamiento entre 4-10°C, considerada en el
segundo escenario, afecta ligeramente al nimero de casos de listeriosis,
seguramente debido a que influye en el tiempo de generacion de la bacteria.

La contaminacion cruzada supone un problema al nivel del hogar al ser una
de las principales causas de toxiinfeccion en el mismo, y aunque el modo de
transferencia del microorganismo no afecte significativamente al riesgo de
padecer listeriosis, es muy importante controlar las condiciones de
manipulacion en el hogar, con especial atencién a las superficies en contacto
con el producto.

El tratamiento culinario al que podria someterse al jamén cocido tiene una
influencia muy significativa en el riesgo de enfermar a causa de dicha bacteria;
y como se ha demostrado, el factor que mas afecta es la temperatura de
cocinado.

El nimero de casos de listeriosis estimados en los distintos escenarios son
del mismo orden que los descritos epidemiolégicamente, por lo que
consideramos que los datos de entrada y la herramienta estan funcionando
correctamente.
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