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Nota del Comité Editorial

Los informes que se incluyen a continua-
cién son el resultado de las consultas
que la Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricion (AESAN) y otras
instituciones hacen al Comité Cientifico.
Esta revista y sus informes se presentan
conforme a normas de presentacion y pu-
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blicacién de bibliografia cientifica interna-
cionalmente aceptadas. De ello se deriva,
entre otras, la necesidad de abordar su
estudio e interpretacion desde la conside-
racion ineludible de las citas bibliograficas
referenciadas en el texto y enumeradas en
el apartado “Referencias” que incluye al

final de los informes. Lo contrario, ademas
de dificultar su comprension integral, pu-
diera llevar a extraer, conclusiones parcia-
les o equivocadas, divergentes del informe
en su conjunto.
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Prologo
. ______________________________________________________________________________________________________________________________

Es para mi un honor contribuir con este prélogo a una nueva edicion de la revista del Comité Cientifico
de la AESAN, donde se sigue poniendo de manifiesto la excelencia de su labor mediante la elaboracién
de dictamenes cientificos que permiten basar la gestion de los riesgos alimentarios en evaluaciones de
riesgos rigurosas y de alto nivel cientifico.

En este nuevo nimero se han incluido tres informes de evaluaciones de riesgos referentes a microor-
ganismos de gran interés y relevancia en el panorama actual dentro de la seguridad alimentaria. El
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primero de ellos es el de los E. coli verotoxigénicos que forman un grupo de patoégenos cada vez mas
relevantes dentro del campo de la seguridad alimentaria. Un serotipo concreto, el 0104H4 caus6 hace
un afo la crisis alimentaria mas importante de este siglo en la Unién Europea, con un brote principal
en Alemania y otro menor en Francia por consumo de brotes de semillas producidos fuera de la Union
Europea. El Comité Cientifico ha realizado una extensa revision de los datos epidemiolégicos y la valo-
racion de las posibles medidas de prevencion en toda la cadena alimentaria, desde las buenas practi-
cas agricolas y de higiene hasta la incorporacion de Analisis de Peligros y Puntos de Control Critico por
los operadores econémicos o la formacién y educacién de los consumidores.

En el segundo de los informes de caracter microbiolégico el Comité Cientifico ha revisado las me-
didas de control que pueden permitir la reduccion de la presencia de Campylobacter en carne fresca
de aves (pollo) y ha remarcado la necesidad de aplicar las buenas practicas higiénicas y el sistema de
Analisis de Peligros y Puntos de Control Critico en toda la cadena alimentaria, incluyendo también la
formacién de los consumidores como agentes activos en la prevencion de las enfermedades de trans-
mision alimentaria. No hemos de olvidar que de acuerdo con el tltimo informe de la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria sobre zoonosis, agentes zoonéticos y brotes de toxiinfecciones alimentarias,
Campylobacter spp. es el patégeno de transmision alimentaria responsable del mayor nimero de casos
de toxiinfecciones alimentarias en la Union Europea. Y preocupa ademas el hecho de que la tasa de
notificacion de casos confirmados de campilobacteriosis sigue mostrando una tendencia creciente,
como en los Ultimos cinco afios.

Los riesgos microbioldgicos asociados al consumo de ciertas bayas y las posibles medidas de pre-
vencion para evitarlos también han sido objeto de la atencién del Comité. De nuevo se destaca la
importancia de las buenas practicas higiénicas en su cultivo y recoleccion y de mantener un sistema
de trazabilidad protocolizado que permita determinar rapidamente el agente causal en el caso de la
aparicion de un brote producido como consecuencia de su consumo.

Junto a estos informes sobre riesgos microbioldgicos, el Comité ha valorado una propuesta sobre
criterios de estimacion de concentraciones para la discusion de propuestas de limites de migracién



de determinados metales pesados y otros elementos desde objetos de cerdmica destinados a entrar
en contacto con los alimentos, que servira de apoyo para las discusiones que se llevan a cabo a nivel
europeo.

Por ultimo, en este ndmero se incluyen dos colaboraciones externas producto de la actividad como
Laboratorio Nacional de Referencia del Centro Nacional de Alimentacion que permitiran tanto a los
laboratorios de control oficial como a otros laboratorios contar con informacién actual y de interés en
el control de aspectos importantes de la seguridad alimentaria.

Angela Lopez de Sa Fernandez
Directora Ejecutiva de la AESAN



Informe del Comité Cientifico de la Agencia Espaiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricion (AESAN) en relacion a criterios de estimacion
de concentraciones para la discusion de propuestas de limites de mi-
gracion de determinados metales pesados y otros elementos de ob-

jetos de ceramica destinados a entrar en contacto con los alimentos
. ______________________________________________________________________________________________________________________________

Antonio Pla Martinez
Secretario Ricardo Lopez Rodriguez (AESAN)
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Vicente Calderdn Pascual

La Directiva 84/500/CEE y sus modificaciones establecen los requisitos para la comercializacién de
materiales ceramicos destinados a entrar en contacto con alimentos, de manera que se asegure que
no suponen un riesgo para el consumidor y fijan los limites maximos de migracion de cadmio y plomo.

En este sentido, el avance de los conocimientos cientificos hace conveniente revisar los limites de
plomo y cadmio, asi como las condiciones de ensayo y, por ello, la Comision Europea esta valorando la
modificacion de la citada Directiva.

El Comité Cientifico ha valorado una propuesta respecto a criterios de estimacion de concentraciones
para la discusion de propuestas de limites de migracion de determinados metales pesados y otros
elementos desde objetos de ceramica destinados a entrar en contacto con los alimentos.

Se ha valorado si los criterios utilizados en la elaboracién de la propuesta eran adecuados y los
ha considerado aceptables excepto en dos casos, para los cuales ha propuesto aplicar un criterio
alternativo.

Palabras clave

Materiales ceramicos, metales pesados, migracion.
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Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (AESAN) of the Spanish Agency for Food Safety and Nutri-
tion (AESAN) regarding criteria for the estimation of concentrations for
the discussion of proposals for migration limits of certain heavy metals
and other elements from ceramic articles intended to come into contact
with foodstuffs.

Directive 84/500/EEC and its amendments establish the requirements for the commercialisation of ce-
ramic articles intended to come into contact with foodstuffs, in order to guarantee that they do not
constitute a risk for consumers and to establish the maximum limits of migration for cadmium and lead.

In this respect, in the light of developments in scientific knowledge, it is advisable to review the
lead and cadmium limits and the test conditions. Therefore, the European Commission is assessing the
amendment of said Directive.

The Scientific Committee has assessed a proposal regarding criteria for the estimation of concentra-
tions for the discussion of proposals for migration limits of certain heavy metals and other elements
from ceramic articles intended to come into contact with foodstuffs.

It has assessed whether the criteria used in the preparation of the proposal are adequate, consi-
dering them to be acceptable except in two cases, for which it has put forward the application of
alternative criteria.

Ceramic materials, heavy metals, migration.



1. Introduccion

Los materiales ceramicos destinados a entrar en contacto con alimentos se encuentran regulados por el
Reglamento (CE) N° 1935/2004, de 27 de octubre de 2004, del Parlamento Europeo y del Consejo, sobre
los materiales y objetos destinados a entrar en contacto con alimentos (UE, 2004) y, en particular, por la
Directiva 84/500/CEE, de 15 de octubre de 1984, relativa a la aproximacion de las legislaciones de los
Estados miembros sobre objetos de ceramica destinados a entrar en contacto con productos alimenticios.

La Directiva 84/500/CEE (UE, 1984) fue transpuesta a nuestro ordenamiento juridico mediante el
Real Decreto 891/2006, de 21 de julio, por el que se aprueban las normas técnico-sanitarias aplicables
a los objetos de ceramica para uso alimentario que, recientemente, ha sido modificado por el Real
Decreto 1631/2011, de 14 de noviembre.

Estas disposiciones establecen los requisitos para la comercializacion de materiales ceramicos
destinados a entrar en contacto con alimentos, de manera que se asegure que no suponen un riesgo
para el consumidor. En particular, se fijan los limites maximos de migracién de cadmio y plomo.

El avance de los conocimientos cientificos hace conveniente revisar los limites de plomo y cadmio
fijados en 1984, asi como las condiciones de ensayo y, por ello, la Comisién Europea esta valorando
la modificacion de la Directiva 84/500/CEE y la inclusién de limites de migracion para otros metales
pesados y otros elementos que puedan estar presentes en materiales ceramicos en cantidades elevadas
0 que puedan suponer un riesgo toxicolégico para el consumidor.

La Comisién Europea ha establecido prioridades en el establecimiento de limites maximos para
migracion de metales pesados y otros elementos desde materiales ceramicos en funcion del posible
riesgo que representan.

La Agencia Espafola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) ha proporcionado una
propuesta que representa un punto de partida para el establecimiento de limites de migracion para
distintos metales pesados y otros elementos que puedan estar presentes en materiales ceramicos y
que pertenecen a los tres primeros grupos de prioridad de la Comision Europea. La propuesta se ha
basado en distintas fuentes documentales toxicoldgicas y establece una serie de concentraciones de
partida para la discusion respecto al establecimiento de limites maximos de migracién. Asimismo, esta
propuesta se refiere a los objetos llenables incluidos en la categoria 2 establecida por el Real Decreto
891/2006.

Estas concentraciones no son una propuesta de limites maximos en si misma, sino un punto de
partida sobre el que se solicita al Comité Cientifico que valore si los criterios utilizados en la elaboracién
de las propuestas de los distintos elementos son adecuados de cara a su discusion en una eventual
modificacion de la Directiva de objetos de cerdmica destinados a entrar en contacto con los alimentos
y si existen métodos analiticos que permitan llevar a cabo el control del cumplimiento de los niveles
de partida propuestos.

2. Estimaciones realizadas para la propuesta de concentraciones de partida

Para realizar la propuesta de concentraciones de partida de metales pesados y otros elementos
proporcionada por la AESAN, se ha asumido que un adulto de 60 kg de peso puede comer y beber al
dia 1 kg de alimentos en contacto con materiales cerdmicos.

w
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En la propuesta se ha tenido en cuenta la exposicién de la poblacién a estos metales pesados y otros
elementos a través de otras fuentes. Ademas, se establecen algunos criterios para realizar la propuesta
de las concentraciones de partida:

1. Cuando se conoce la exposicion a estos elementos desde otras fuentes y esta es significativa pero
esta por debajo de la ingesta diaria tolerable (tolerable daily intake, TDI), se toma la cantidad que
resta hasta la TDI como propuesta de concentracion de partida.

2. Cuando la exposicion a estos elementos desde otras fuentes esta por encima de laTDI, se propone
una concentracion de un 10% de la TDI.

3.Sin embargo, si esta exposicion a través de otras fuentes es mas de dos veces la TDI, la
concentracion propuesta seria el 5% de la exposicion, siempre y cuando esa cantidad sea menor
que laTDI.

Teniendo en cuenta estas premisas, la AESAN ha proporcionado al Comité Cientifico la propuesta de
concentraciones de partida para la discusion sobre limites maximos de migracion que se resume en la
Tabla 1. El Comité Cientifico ha valorado si los criterios utilizados en su elaboracion son adecuados, sin
descartar que puedan existir otros sistemas de estimacion que también sean aceptables y sin que las
cifras resultantes de la aplicacion de estos criterios se deban entender como una propuesta de limites
maximos de migracién, sino como un punto de partida para su discusion, en la que se pueden tener
en cuenta otros factores tales como su aplicabilidad u otras consideraciones de seguridad especificas
de cada elemento.

Tabla 1. Propuesta de concentraciones de partida para discusion sobre limites maximos de migracion de metales

pesados y otros elementos de objetos de ceramica destinados a entrar en contacto con los alimentos

Elemento Simbolo pg/kg alimento
Arsénico As 18
Cadmio Cd 5
Cobalto Co 45

Cobre Cu 1.000

Manganeso Mn 550

Mercurio Hg 9,6
Niquel Ni 125
Plomo Pb 10
Selenio Se 24

Talio Tl 0,4




3. Valoracion de las propuestas de concentraciones de partida

3.1 Valoracion de los criterios para la propuesta de concentraciones de partida
Los dos primeros criterios utilizados para realizar la propuesta de concentraciones de partida se consideran
adecuados (apartado 2). En lo que respecta al tercer criterio, en el caso de que la exposicidn exceda
ampliamente mas de dos veces la TDI, la aplicacion del criterio inicialmente propuesto implicaria una
superacion excesiva de la TDI. Por ello, en este caso, cuando la exposicion a través de otras fuentes sea mas
de dos veces laTDI, se considera mas adecuado que la concentracion propuesta sea un 5% de la exposicion,
siempre y cuando esa cantidad no supere el 10% de la TDI, en cuyo caso se tomaria ese valor del 10%.

3.2 Arsénico

3.2.1 Propuesta

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha utilizado un BMDL,, (limite de confianza
inferior al 5% de la dosis diaria que produce un incremento del 1% en la aparicién de canceres de
pulmon, piel y vejiga, asi como de lesiones cutaneas respecto a los controles, derivado del ajuste de
un modelo matematico a los datos experimentales) de arsénico de 0,3-8 pg por kg de peso corporal y
dia (EFSA, 2009a). Tomando el limite mas conservador, esto se traduce, en una persona de 60 kg, en un
limite diario de ingesta de 18 pg.

La exposicion al arsénico por otras fuentes, incluidos los alimentos, es de hasta 1,22 pg por kg de
peso corporal y dia (EFSA, 2009a) y, por tanto, se considera que el valor de 0,3 g es suficientemente
conservador, por lo que se obtiene una concentracion de partida para la discusion del limite maximo
de migracion de arsénico desde materiales ceramicos de 18 pg/kg de alimento.

3.2.2 Valoracion de la propuesta
Cuando no hay una ingesta diaria admisible (IDA) establecida pero se dispone del valor de la BMDL,

se utiliza en la propuesta el valor mas bajo del rango establecido, para la BMDL,, como concentracién

o1’
de partida para la discusion del limite maximo de migracion. Esta forma de proceder no es exactamente
la indicada en los criterios mencionados en el apartado 2. Si se considera que la ingesta diaria de As
es 73,2 pg/dia, y por tanto mayor a dos veces la TDI, aplicando el tercer criterio, el valor estimado seria
4 pglkg. Sin embargo, se considera que el limite de 18 pg/kg es suficiente, al ser la BMDL,, mucho
mas exigente que la TDI y ademas, en este caso, hay un rango de BMDL,, muy amplio (0,3-8 pg/kg) y
se ha tomado el valor inferior. La BMDL, se considera un parametro muy exigente y suficientemente

conservador. Los criterios utilizados para realizar la propuesta son aceptables.

3.3 Cadmio

3.3.1 Propuesta

EFSA ha establecido una ingesta semanal tolerable (tolerable weekly intake, TWI) de cadmio de 2,5 pg por

kg de peso corporal (EFSA, 2009b, 2011). Esto se traduce, en una persona de 60 kg, en una TDI de 21,4 pg.
La exposicion al cadmio a través de los alimentos oscila entre 2,04 y 3,66 pg/kg de peso corporal

por semana (EFSA, 2012). Dado que esta exposicion es algo superior a la TWI y aplicando el criterio

establecido en el apartado 2 para proponer una concentracion de partida para la discusion del limite

«
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maximo de migracién de cadmio desde materiales ceramicos, este deberia quedar fijado en un 10% de
la TDI: 2 pg/kg de alimento. Sin embargo, considerando que el limite establecido para algunas aguas
envasadas es de 5 pg/l (UE, 1998), y que posiblemente valores mas restrictivos sean dificiles de cumplir,
se obtiene un valor de 5 pg/kg de alimento como valor limite para la discusion.

3.3.2 Valoracion de la propuesta
Los criterios utilizados para realizar la propuesta son aceptables. El valor resultante es el limite en aguas
de bebida envasadas (5 pg/l) cuya ingesta es mucho mayor que los alimentos en contacto con ceramica.

3.4 Cobalto

3.4.1 Propuesta

EI RIVM (Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieu) de Holanda ha establecido una TDI de cobalto
de 1,4 ug por kg de peso corporal (RIVM, 2001) basandose en una evaluacién de Vermeire et al. (1991).
Esto se traduce, en una persona de 60 kg, en una TDI de 84 Lg.

La exposicion al cobalto por otras fuentes, incluidos los alimentos, es de 39 pg/dia segin datos de un
estudio de dieta total llevado a cabo en Reino Unido (VKM, 2007). Al ser este valor inferior a la TDI, se
toma la diferencia hasta la TDI como propuesta de una concentracion de partida para la discusion del
limite maximo de migracion de cobalto desde materiales ceramicos: 45 pg/kg de alimento.

3.4.2 Valoracion de la propuesta

Parece razonable utilizar en la propuesta los datos de ingesta de 39 pg/dia (VKM, 2007). Si se considera
esta ingesta, y aplicando el primer criterio (ingesta<TDI), la propuesta de concentracién seria la
diferencia (84-39=45 pg/kg). Los criterios utilizados para realizar la propuesta son aceptables.

3.5 Cobre

3.5.1 Propuesta

El Comité Cientifico de la Alimentacion Humana ha estimado un nivel superior tolerable de ingesta de
5 mg por dia (SCF, 2003). Por su parte, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2003) ha considerado
un TUIL (tolerable upper intake level) de 10 mg/dia basandose en un informe de IOM (2001). Dado que
en el establecimiento del valor de 5 mg se han tenido en cuenta factores de seguridad, el valor de 5
mg se ha considerado suficiente.

La exposicion al cobre por fuentes tales como el agua puede ser, frecuentemente, superior a 1 mg/
dia y puede llegar a 4 mg en Escandinavia (VKM, 2007). Al ser este valor inferior a la TDI, se toma
la diferencia hasta la TDI como propuesta una concentracién de partida para la discusion del limite
maximo de migracion de cobre desde materiales ceramicos: 1 mg/kg de alimento.

3.5.2 Valoracion de la propuesta

Los criterios utilizados para realizar la propuesta son aceptables. Se aplica el primer criterio mencionado
en el apartado 2 (ingesta<TDI) y, por lo tanto, la propuesta de concentracion es la diferencia entre la
TDIy la ingesta.



3.6 Manganeso
3.6.1 Propuesta
La OMS ha considerado que un nivel de, aproximadamente, 4 mg es seguro (OMS, 2008).

De acuerdo con la OMS (2008), la ingesta diaria de manganeso es de alrededor de 11 mg. A falta
de otros datos toxicoldgicos, la OMS asumid el valor de 4 mg como TDI basandose en esta ingesta y
un factor de seguridad de 3.

Dado que la exposicion es mas de dos veces laTDIy aplicando el criterio mencionado en el apartado
2 para proponer una concentracion de partida para la discusion del limite maximo de migracion de
manganeso desde materiales ceramicos, esta quedaria fijada en un 5% de la exposicion: 550 pg/kg
de alimento.

3.6.2 Valoracion de la propuesta

La aplicacion del tercer criterio, inicialmente mencionado en el apartado 2, resulta en un valor de 550
pg/kg de alimento (5% de la exposicion y no supera la TDI). Sin embargo, se considera mas adecuado
utilizar el criterio alternativo referido en el apartado 3.1 y que, en este caso, implica asumir como
maximo el 10% de la TDI (400 pg/dia). Por tanto, con ese criterio, se obtendria un valor de partida para
la discusion de 400 pg/kg de alimento.

3.7 Mercurio
3.7.1 Propuesta
EFSA (2004) asume la ingesta semanal tolerable provisional (provisional tolerable weekly intake,
PTWI) de mercurio de 1,6 pg por kg de peso corporal y semana, propuesta por el Comité Mixto FAO/
OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA, 2003). Esto se traduce, en una persona de 60 kg, en
una TWI de 96 pg.

La exposicién al mercurio a través de distintas fuentes, incluyendo los alimentos, es de 1,5 pg por
kg de peso corporal (EFSA, 2004). Dado que esta exposicion es similar a la PTWI y aplicando el criterio
mencionado en el apartado 2 para proponer una concentracion de partida para la discusién del limite
maximo de migracion de mercurio desde materiales ceramicos, esta quedaria fijada en un 10% de la
TWI: 9,6 pg/kg de alimento.

3.7.2 Valoracion de la propuesta
Los criterios utilizados para realizar la propuesta son aceptables.

3.8 Niquel
3.8.1 Propuesta
La OMS ha propuesto una TDI de niquel de 12 pg por kg de peso corporal derivada de un LOAEL (lowest
observed adverse effect level) (OMS, 2008) y EFSA no ha establecido un valor de referencia (EFSA,
2005). La propuesta de la OMS se traduce, en una persona de 60 kg, en una TDI de 720 pg.

La exposicion al niquel a través de distintas fuentes, incluyendo los alimentos, es de 2.500 pg por
dia en el peor de los casos, aunque normalmente la exposicion esté cerca de la TDI o por debajo

~
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(VKM, 2007). Dado que la exposicion es mas de dos veces la TDI y aplicando el criterio mencionado
en el apartado 2 para proponer una concentracion de partida para la discusién del limite maximo de
migracion de niquel desde materiales ceramicos, esta quedaria fijada en un 5% de la exposicion: 125
Hg/kg de alimento.

3.8.2 Valoracion de la propuesta

Teniendo en cuenta que la ingesta diaria no se conoce con exactitud y puede variar mucho, parece mas
razonable utilizar el criterio alternativo referido en el apartado 3.1 y asumir como méaximo el 10% de la
TDI (72 pg/dia), obteniéndose una concentracion de partida para la discusion de 72 pg/kg de alimento.

3.9 Plomo

3.9.1 Propuesta

EFSA ha considerado que no se puede establecer una ingesta semanal tolerable para el plomo pero se
ha calculado una BMDL,, de plomo cuyo menor valor es de 0,5 pg por kg de peso corporal y dia (EFSA,
2010). Esto significa que un 1% de la poblacién podria verse afectada adversamente por este nivel.
Dado que no se cuenta con un NOAEL (no observable adverse effect level) y que se considera que el
BMDL,, es suficientemente conservador, se toma un valor de 30 pg diarios para una persona de 60 kg
como sustituto de la TDI.

La exposicion al plomo a través de los alimentos es de hasta 2,43 ug por kg de peso corporal y dia
(146 pg por dia en una persona de 60 kg) (EFSA, 2010). Dado que esta exposicion es mas de dos veces
el BMDL,, y aplicando el criterio mencionado en el apartado 2 para proponer una concentracion de
partida para la discusion del limite maximo de migracion de plomo desde materiales ceramicos, esta
deberia quedar fijada en un 5% de la exposicion: 7,3 pg/kg de alimento. Sin embargo, teniendo en
cuenta que el limite establecido para agua envasada es de 10 pg/l (a partir de 2014) (UE, 1998) y que la
ingesta de agua envasada es mucho mayor que la de alimentos en contacto con ceramica, se propone
este limite de 10 pg/kg de alimento.

3.9.2 Valoracion de la propuesta
Los criterios utilizados para realizar la propuesta son aceptables.

3.10 Selenio
3.10.1 Propuesta
La OMS ha propuesto un NOAEL de selenio de 4 g por kg de peso corporal y dia (OMS, 2008). Con este
NOAEL puede obtenerse una TDI de 240 pg en una persona de 60 kg sin aplicar un factor de seguridad,
dado que el NOAEL se observé en humanos y que la OMS no lo utiliza.

Dado que la exposicion al selenio desde otras fuentes es frecuente, se propone una concentracion
de partida para la discusion del limite maximo de migracion de selenio desde materiales ceramicos de
un 10% de la TDI: 24 pg/kg de alimento.



3.10.2 Valoracion de la propuesta
Los criterios utilizados para realizar la propuesta son aceptables.

3.11 Talio
3.11.1 Propuesta
La U.S. Environmental Protection Agency (EPA) ha especificado una RfD (reference dose) de 0,00007
mg por kg de peso corporal y dia (EPA, 2003). La propuesta de la EPA se traduce, en una persona de
60 kg, en una RfD de 0,004 mg por dia. La RfD se obtiene a partir de un NOAEL de 0,20 mg por kg de
peso corporal y dia obtenido en un estudio subcronico en ratas y aplicando un factor de incertidumbre
de 3.000 (10 para extrapolar los datos de un estudio subcrénico a uno crénico, 10 para tener en cuenta
la variabilidad entre especies, 10 para tener en cuenta la variabilidad interespecies y 3 para tener en
cuenta la falta de datos en lo que respecta a la toxicidad crénica y reproductiva).

Dado que la RfD deriva de un NOAEL, la concentracion de partida para la discusion del limite méaximo de
migracion de talio desde materiales ceramicos, quedaria fijada en un 10% de la RfD: 0,4 pg/kg de alimento.

3.11.2 Valoracion de la propuesta
Los criterios utilizados para realizar la propuesta son aceptables.

3.12 Métodos de control y consideracion final

Actualmente existen métodos con suficiente sensibilidad para detectar las concentraciones de partida
propuestas para la discusion del limite maximo de migracion. La valoracion de las propuestas se ha
realizado Unicamente respecto a si los criterios utilizados en su elaboracién eran adecuados, teniendo
en cuenta que estas concentraciones no son una propuesta de limites maximos en si misma sino
un punto de partida para su discusion y sin descartar que puedan existir otros posibles sistemas de
estimacion que también sean aceptables. Las cifras resultantes de la aplicacion de estos criterios no
se deben entender como una propuesta de limites maximos de migracion desde materiales ceramicos,
sino como un punto de partida para su discusion, en la que se pueden tener en cuenta otros factores y
criterios especificos de cada elemento.
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La campilobacteriosis es una enfermedad de transmision alimentaria que el hombre padece principal-
mente por la manipulacién y consumo de carne de pollo contaminada con diferentes especies de Cam-
pylobacter. No obstante, la infeccion también se puede contraer por contacto con animales portadores
y a través de la exposicion ambiental.

El principal reservorio de Campylobacter spp. son las aves, ademas del ganado bovino, ovino, porci-
no, roedores, perros y gatos, asi como mamiferos y aves silvestres. El espectro de reservorios varia con
la especie: C. jejuni se encuentra muy difundido, mientras C. coli se aisla més frecuentemente de los
cerdos. La adquisicion primaria de Campylobacter spp. por los animales acontece tras el nacimiento
y aunque puede ser causa de morbimortalidad en estos animales, en la mayoria de las ocasiones la
colonizacién conduce a un estado permanente de portador.

El dltimo informe de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) sobre zoonosis, agentes
zoondticos y brotes de toxiinfecciones alimentarias registrados en 2010, muestra que Campylobacter
spp. sigue siendo el patdgeno de transmision alimentaria responsable del mayor niimero de casos
(212.064). En la Union Europea (UE), la tasa de notificacion pasé de 45,6 casos por 100.000 habi-
tantes en 2009 a 48,6 en 2010. Conviene resaltar que la tasa de notificacion de casos confirmados
de campilobacteriosis ha mostrado una tendencia creciente en los Gltimos cinco afios (2006-2010),
especialmente desde 2008.

La campilobacteriosis cursa con enterocolitis aguda que se manifiesta con malestar, fiebre, dolores
abdominales severos y diarrea acuosa o sanguinolenta. El periodo de incubacién oscila entre 1y 11
dias (normalmente de 1-3 dias). En la mayoria de los casos la diarrea tiende a remitir por si misma. Las
bacteriemias ocurren en <1% de los pacientes con enteritis, pudiéndose producir también secuelas que
cursan como desordenes reumatoides o neuropatias periféricas (sindrome de Guillain-Barré).
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Las estrategias para el control de Campylobacter spp. en la carne de pollo tienen que estar basadas
en la estricta aplicacion de las Buenas Practicas Higiénicas (GHP) y del sistema de Analisis de Peligros
y Puntos de Control Critico (APPCC) en toda la cadena alimentaria.

Palabras clave

Campylobacter spp., carne de pollo, sindrome Guillain-Barré, descontaminacion.

Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (AESAN) on the control strategies to reduce the burden of
Campylobacter spp. in fresh poultry meat (broiler).

Campylobacteriosis is a foodborne disease that affects humans mainly due to manipulation and con-
sumption of broiler meat contaminated with different species of Campylobacter. Nevertheless the
infection can also be acquired through contact with carriers and environmental exposure.

The main reservoir for Campylobacter spp. are birds, along with cattle, sheep, pigs, rodents, cats and
dogs and wild mammals and birds. The reservoir spectrum varies according to the species: C. jejuni is
widely spread whilst C. coli is more frequently isolated from pigs. Primary acquisition of Campylobacter
spp. from animals occurs after birth and although it can be a cause of morbi-mortality in these animals,
in most cases colonization leads to a state of permanent carrier.

The last European Food Safety Authority (EFSA) report on zoonosis, zoonotic agents and foodborne
outbreaks registered in 2010 shows that Campylobacter spp. is still the foodborne pathogen respon-
sible for the largest number of cases (212,064). In the European Union (EU), the notification rate
increased from 45.6 per 100,000 in 2009 to 48.6 per 100,000 in 2010. Remarkably the notification
rate of confirmed campylobacteriosis has shown a growing trend in the last five years (2006-2010),
especially since 2008.

Campylobacteriosis causes acute enterocolitis with discomfort, fever, severe abdominal pain and
aqueous and/or bloody diarrhea. The incubation period varies from 1 to 11 days (usually 1-3 days).
In most cases, the diarrhea is self-limiting. Bacteriemias occur in less than 1% of the patients with
enteritis and provoke after-effects like rheumatoid disorders or peripheral neuropathies (Guillain-Barré
syndrome).

Control strategies to reduce the burden of Campylobacter spp. in broiler meat must be based on the
strict implementation of Good Hygiene Practices (GHP) and the Hazard Analysis and Critical Control
Points (HACCP) system along the whole food chain.

Campylobacter spp., broiler meat, Guillain-Barré syndrome, decontamination.



Introduccion

La elevada incidencia de la campilobacteriosis en la poblacion, principalmente por la manipulacion
y consumo de carne de pollo poco cocinada, ha determinado que la Direccion Ejecutiva de la Agen-
cia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) haya solicitado al Comité Cientifico la
elaboracion de un informe con relacion a las medidas de control que permitan reducir la presencia de
Campylobacter spp. en la carne fresca de aves de corral (pollo).

Los microorganismos identificados como Campylobacter spp. se encuentran ampliamente difundi-
dos en la naturaleza, aunque su reservorio mas comun es el tracto intestinal de los mamiferos y aves,
tanto domésticos como salvajes. Los animales portadores raramente manifiestan la enfermedad. Cam-
pylobacter spp. contamina facilmente los alimentos, incluyendo la carne y derivados cérnicos, leche y
derivados lacteos, pescado y productos de la pesca, asi como agua, frutas y hortalizas. No obstante, la
manipulacién y consumo de carne de aves, asi como de leche y derivados lacteos no pasteurizados y de
aguas contaminadas, constituyen el origen mas comdn de adquisicion de Campylobacter spp. por las
personas. La elevada incidencia de infecciones entéricas por Campylobacter spp. y la posible existencia
de secuelas aconseja el desarrollo de metodologias de prevencién y control de su presencia en los
alimentos (Rosenquist et al., 2003, 2006) (ELIKA, 2006).

En la Union Europea, se estima que se producen anualmente entre 2 y 20 millones de casos de
infecciones por Campylobacter spp. (EFSA, 2010). A nivel mundial se considera que se registran entre
400 y 500 millones de casos (Ganan et al., 2012). Las especies mas comdnmente asociadas con la
infeccion humana son C. jejuni seguido por C. coliy C. lari. Estas bacterias se encuentran ampliamen-
te difundidas en la naturaleza, aunque su reservorio mas comun es el tracto intestinal de las aves y
mamiferos. Estudios realizados en Inglaterra, Escocia y Nueva Zelanda utilizando la técnica de tipado
mediante secuenciacion multilocus (MLST) han identificado a la carne de pollo como la principal fuente
de transmision de Campylobacter spp. al hombre (50-80% de los casos), mostrando que los genotipos
mas aislados en el hombre son también los mas aislados del pollo (Strachan y Forbes, 2010).

En el hombre, el periodo de incubacion de la campilobacteriosis puede oscilar entre 1y 11 dias.
Los sintomas incluyen diarrea acuosa que a veces puede ser sanguinolenta, dolor abdominal, fiebre,
dolor de cabeza y nduseas. Por lo general, las infecciones son autolimitadas y solo duran unos dias. Las
complicaciones se atribuyen a su dispersion gastrointestinal. Las bacteriemias ocurren en <1% de los
pacientes con enteritis, pudiéndose producir también secuelas que cursan como desérdenes reumatoi-
des o neuropatias periféricas.

Las estrategias para el control de Campylobacter spp. en la carne de pollo tienen que basarse en la
estricta aplicacion de las Buenas Practicas Higiénicas y del sistema de Andlisis de Peligros y Puntos de
Control Critico (APPCC) en toda la cadena alimentaria.

Evaluacion del riesgo

El género Campylobacter se considera responsable de infecciones entéricas humanas (Friedman et al.,
2000) (Doyle y Erickson, 2006), por lo que constituye un importante problema de salud publica. En la
mayoria de los paises industrializados, las infecciones por Campylobacter spp. son mas frecuentes que
las debidas a Salmonella spp., Shigella spp., o E. coli 0157:H7.
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1. Identificacion del peligro

El género Campylobacter comprende 23 especies y este nlimero se va incrementando debido a la
identificacion de nuevas especies. La mayoria de las infecciones humanas son ocasionadas por C. jejuni
(80%) y, en menor grado, por C. coli (10%). C. jejuni incluye dos subespecies (C. jejuni subsp. jejuniy C.
jejuni subsp. doylei). La enfermedad en el hombre se presenta en forma de casos esporadicos, siendo
menos frecuente la existencia de brotes. Otras especies como C. upsaliensis, C. lariy C. fetus también
se han asociado con diarrea en el hombre.

Los microorganismos del género Campylobacter son bacilos Gram negativos, curvados o de forma
espiral, moviles mediante un flagelo unipolar o bipolar y microaerofilicos. Los Campylobacter spp. ter-
mofilicos (desarrollo 6ptimo a 42-43 °C), entre los que se incluyen C. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis
y C. helveticus, se consideran el origen mas frecuente de gastroenteritis en el hombre.

Las especies del género Campylobacter son sensibles a factores como la baja actividad de agua, ca-
lor, radiacion ultravioleta, sal, etc. A diferencia de otros patdgenos alimentarios como Salmonella spp.,
no se multiplican en los alimentos. No obstante, pueden sobrevivir en el medio externo si se evita la
desecacion, que es uno de los factores mas estresantes para esta bacteria. Muchas aguas superficiales
estan contaminadas con excretas animales que contienen Campylobacter spp. En lodos y en aguas
estancadas pueden sobrevivir hasta tres meses (Nicholson et al., 2005).

Las especies del género Campylobacter se encuentran como comensales en el tracto gastrointestinal
de animales domésticos y salvajes. El principal reservorio de Campylobacter spp. son las aves (pollos,
gallinas ponedoras, patos, pavos, ocas, codornices, avestruces, etc.) (Wassenaar y Blaser, 1999) (Newel
y Wagenaar, 2000) (Waldenstrom et al., 2002). Otros reservorios son el ganado bovino, ovino, porcino,
roedores, perros y gatos asi como mamiferos y aves silvestres. El espectro de reservorios varia con
la especie: C. jejuni se encuentra muy difundido, mientras C. coli se aisla més frecuentemente de los
cerdos. La adquisicion primaria de Campylobacter spp. por los animales ocurre generalmente pronto
tras el nacimiento y aunque puede ser causa de morbimortalidad en estos animales, la mayoria de las
veces la colonizacion conduce a un estado permanente de portador.

El amplio espectro de reservorios animales es probablemente la fuente de la mayoria de las infec-
ciones humanas. La via de infeccion mas frecuente es el consumo de carne procedente de animales
portadores asi como de leche no pasteurizada. Otra via menos habitual es el contacto con animales
infectados, ya sea con animales domésticos o como accidente ocupacional en personas expuestas al
ganado. Muchos serotipos humanos se han identificado también en animales.

Campylobacter spp. puede sobrevivir en el agua durante semanas y persistir en aguas estancadas y re-
siduales procedentes de fuentes diversas, como las provenientes de mataderos, plantas de tratamiento de
aguas residuales con la posibilidad de llegar a las aguas superficiales, pantanos y agua de consumo. Por ello,
los fallos en las plantas de tratamiento, el empleo de agua no tratada por cloracion o tratamientos equivalen-
tes, 0 la procedente de pozos puede ser la via por la que el microorganismo llegue a los animales y al hombre.
De hecho, el consumo de agua contaminada ha sido responsable de algunos brotes de campilobacteriosis,
que también pueden aparecer vinculados a actividades recreativas como el bafio en aguas contaminadas. La
contaminacion fecal del suelo es también el origen de infecciones humanas, principalmente por el consumo
de vegetales cultivados en terrenos contaminados o regados con aguas fecales.



Los insectos, como las moscas, por su contacto con material fecal actan como transmisores de
Campylobacter spp. al interior de las explotaciones animales, pudiendo contaminar diversas fuentes.

En paises industrializados, Campylobacter spp. se transmite a las personas principalmente a través
del consumo de alimentos de origen animal (en especial la carne de pollo poco cocinada), mientras que
en los paises en vias de desarrollo predomina la transmision por alimentos y aguas contaminadas con
excretas, asi como por contacto directo con animales o personas enfermas.

Como sucede con otras infecciones entéricas, la via de transmision fecal-oral entre individuos in-
fectados es posible, en especial, entre niflos que habitan en ambientes con deficientes condiciones
higiénicas. La transmision a partir de personas infectadas asintomaticas que manipulan los alimentos
es rara, pero es mayor cuando la infeccion es sintomética, lo que justifica la exclusién de los manipu-
ladores del entorno laboral mientras se encuentren afectados.

El informe de EFSA (2012) recoge los principales alimentos implicados en los brotes atribuidos a
Campylobacter spp. Como se muestra en la Figura 1, un 63% se atribuyeron al consumo de carne de
pollo, un 18,5% a la ingestién de leche no pasteurizada, un 7,4% a comidas preparadas listas para
consumir, otro 7,4% a carnes procedentes de otras especies animales diferentes del pollo y un 3,7%

al queso.

Figure OUT17. Distribution of food vehicles in strong evidence Campylobacter outbreaks in the EU, 2010
N=27

3.7% Cheese

7.4% Other mixed or
unspecified poultry meat
and products thereof

7.4%
Mixed of
buffetmeals

63.0% Broiler
(Gallus gallus) and
products thereof

18.5% Milk

Note: Data from 27 outbreaks are included: Denmark (2), Finland (1), Germany (3), Ireland (1), Netherlands (2), Slovakia (2)
and United Kingdom (16).

Figura 1. Principales alimentos responsables de los brotes de campilobacteriosis humana en la Unién Europea
(afio 2010). Fuente: (EFSA, 2012).
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La asociacion entre el consumo de carne de pollo y la campilobacteriosis humana queda reflejada en
dos crisis alimentarias que han tenido a esta especie animal como protagonista. En 1999, en Bélgica, la
deteccion de elevadas concentraciones de dioxinas en los piensos destinados a granjas de pollos pro-
voco la retirada del mercado de la carne y huevos procedentes de esta especie animal, comprobandose
de forma coincidente una reduccién de un 40% de los casos humanos de campilobacteriosis. En mayo
de 2003, en Holanda, como consecuencia de un brote de influenza aviar, se sacrificaron un elevado
ndmero de pollos de diferentes explotaciones avicolas, lo que contribuyé también a una reduccién de
mas de un 40% de los casos de campilobacteriosis (EFSA, 2010).

En todo el mundo, el nimero de casos de campilobacteriosis aumenta en verano y principios del
otofo, coincidiendo con el aumento de la temperatura ambiental (Figura 2). La mayoria de Cam-
pylobacter spp. son sensibles a condiciones ambientales que hacen inviable su supervivencia durante
mucho tiempo fuera del hospedador (Nachamkin, 1997). Los factores que dificultan su multiplicacion
en los alimentos son: 1) el pH &cido y la desecacidn, 2) al ser microaerofilicos, la tension de oxigeno en
el aire les inactiva, 3) su desarrollo a temperaturas inferiores a 30 °C es minimo, e incluso nulo (para
que se multipliquen son necesarias temperaturas comprendidas entre 42 y 45 °C), y 4) son sensibles
a la mayoria de los desinfectantes conocidos. La congelacion ha demostrado ser un buen sistema
de control de Campylobacter spp. No obstante, es un hecho demostrado que algunas cepas pueden
sobrevivir durante meses.

Number of reported confirmed campylobacteriosis cases in humans by month, TESSy data for
reporting Member States, 2010
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Source: All MSs except Greece, Portugal and Romania (N=200.435)

EFSA, ECDC: EU Summary Report 2010, EFSA Journal 2012;10(3):2597

Nota: Los datos de humanos se recogen en el Centro Europeo de Control de Enfermedades (ECDC) a través del
Sistema Europeo de Vigilancia (TESSy). TESSy es una plataforma informatica en uso desde abril de 2008 y que
recoge datos de 49 enfermedades infecciosas.

Figura 2. Evolucion mensual del nimero de casos confirmados de campilobacteriosis humana en la Unién Europea
(afio 2010). Fuente: (EFSA, 2012).



2. Caracterizacion del peligro

La campilobacteriosis en el ser humano cursa con enterocolitis aguda que se manifiesta con malestar,
fiebre, dolores abdominales severos y diarrea acuosa o sanguinolenta. El periodo de incubacion oscila
entre 1y 11 dias (normalmente de 1-3 dias). En la mayoria de los casos la diarrea tiende a remitir por
si misma. Complicaciones derivadas de las infecciones por Campylobacter spp. se atribuyen a su dis-
persion gastrointestinal e incluyen colecistitis, pancreatitis, peritonitis y hemorragias gastrointestinales
(Van Vlirt y Ketley, 2001). Las bacteriemias ocurren en <1% de los pacientes con enteritis por Campylo-
bacter spp. No obstante, su capacidad invasiva es inferior a la de otros patdgenos entéricos. La morta-
lidad debida a las infecciones por Campylobacter spp. es de 0,05 personas por cada 1.000 afectados.

C. jejuni 'y C. coli se reconocen como las especies responsables de la mayoria de las infecciones
gastrointestinales, con sintomas dificilmente distinguibles para ambas entidades. C. upsaliensis, C.
hyointestinalis, C. concisus y C. lari también se han asociado a infecciones gastrointestinales humanas.
Diversos biovares de C. sputorum y C. fetus se han vinculado también a infecciones extraintestinales,
mientras C. mucosalis se ha aislado de pacientes con enteritis. C. rectus, C. showae y C. gracilis se han
aislado también de infecciones periodontales (Nachamkin, 1997). En los casos severos de la enferme-
dad, el tratamiento de eleccidn es la eritromicina, aunque también pueden utilizarse fluoroquinolonas,
como la ciprofloxacina y norfloxacina.

Los individuos expuestos y colonizados con Campylobacter spp. desarrollan una respuesta inmune
humoral y celular, que pueden conferir proteccion en exposiciones sucesivas. En paises desarrollados,
la mayoria de las infecciones son asintomaticas. En el Reino Unido y en Holanda, sélo 1 de cada 100
infecciones cursa con sintomas (EFSA, 2011).

No obstante, conviene resaltar que las infecciones por Campylobacter spp. originan, a veces, secue-
las no-gastrointestinales, infrecuentes pero severas (Smiyh, 1995). Dichas infecciones son: 1) artritis
reactiva, un proceso no infeccioso que afecta a mltiples articulaciones y asociada al fenotipo HLA-
B27, 2) el sindrome de Guillain-Barré (GBS), un desorden desmielinizante del sistema nervioso con
debilidad, normalmente simétrica de los parpados y musculos respiratorios, con pérdida de reflejos y
que puede convertirse en cronico o mortal y 3), el sindrome de Miller Fisher (MFS), una variante del
GBS caracterizado por oftalmoplegia, ataxia y areflexia (Hadden y Gregson, 2001) (Nachamkin, 2002)
(Schwerer, 2002) (Takahashi et al., 2005).

Un analisis de la bibliografia existente pone de manifiesto que de un 20-50% de los casos de GBS,
tienen su origen en una infeccién previa por Campylobacter spp. y la incidencia de GBS en la poblacion
oscila del 0,6 al 1,9% (EFSA, 2010). En un estudio realizado en Nueva Zelanda (Baker et al., 2012)
donde se analizaron los casos de campilobacteriosis y de GBS en el periodo 1988-2010, se comprobo
que las hospitalizaciones por GBS estaban correlacionadas con las notificaciones de campilobacte-
riosis. En los pacientes hospitalizados por campilobacteriosis, el riesgo de ser hospitalizado de nuevo
por el sindrome de GBS en los siguientes 30 dias se incrementaba notablemente. En este trabajo se
comprob6 que tras las intervenciones dirigidas a disminuir la contaminacion de la carne de pollo con
Campylobacter spp., las notificaciones de casos de campilobacteriosis habian disminuido en un 52%y
las hospitalizaciones por GBS en un 13%. Por ello se considera que las medidas de control para reducir
la campilobacteriosis tienen un efecto adicional en la disminucién de casos de GBS.
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También se ha puesto de manifiesto que un 9% de los afectados por un cuadro de enteritis desarro-
llan con posterioridad a la infeccion un sindrome de colon irritable (IBS). En Holanda, con unos 80.000
casos de campilobacteriosis por afio, el coste de las secuelas excluyendo el sindrome IBS, se estiman
en 21 millones de euros por afio. En Bélgica con 55.000 casos el coste asciende a 27 millones (EFSA,
2010).

El informe de EFSA (2006) sefiala que una proporcion relativamente elevada de cepas de Campylo-
bacter spp. procedentes de animales y de alimentos resultaron ser resistentes a los antibidticos que se
utilizan habitualmente en el tratamiento de enfermedades humanas. Esto es asi, especialmente, en el
caso de la resistencia a las fluoroquinonas que presentan las cepas de Campylobacter spp. procedentes
de aves de corral, de las cuales hasta un 94% fueron resistentes al ciprofloxacino.

A pesar del papel de Campylobacter spp. como responsable de infecciones humanas, todavia existen
incertidumbres acerca de los mecanismos bioldgicos de su actividad patdgena (Haddad, 2010) (Silva
et al,, 2012). No obstante, se sabe que los distintos aislados de C. jejuni son extraordinariamente
diversos, fenotipica y genéticamente, lo que condiciona las caracteristicas de sus factores potenciales
de virulencia. Posiblemente dichas diferencias radiquen en la plasticidad de su genoma, derivado de
la observacion de que el orden, localizacién y presencia de genes es diferente en los distintos aislados
evaluados (Parkhill et al., 2000) (Fouts et al., 2005) (ELIKA, 2006) (Hofreuter et al., 2006).

Entre los factores de virulencia asociados a Campylobacter spp. parece que los flagelos polares
juegan un papel activo en su movilidad por el tracto intestinal, adherencia, invasion de las células
epiteliales humanas, e inmunidad. Otro de los mecanismos de virulencia puede ser la produccion de
toxinas, enterotoxinas y citotoxinas, de las que se reconocen hasta seis y de las que solamente el gen
responsable de la sintesis de una de ellas (cdt) se ha localizado en su genoma. También se conoce
que Campylobacter spp. invade las células epiteliales humanas mediante fenémenos de adhesion e
invasion celular lo que origina lesiones celulares, pérdida de funcionalidad y diarrea (Hernandez, 2010).
Asimismo, como ocurre con otras bacterias Gram negativas, el lipido A de los lipopolisacaridos (LPS)
de la pared celular de C. jejuni posee actividad endotdxica por lo que una infeccién sistémica puede
originar sepsis y shock, presumiblemente por la liberacion de LPS. C. jejuni manifiesta una estructura
antigénica diversa derivada de sus componentes lipopolisacaridos (LPS) o lipooligosacaridos (LOS). El
interés en el papel de los LPS/LOS en la patogenicidad de C. jejuni resulta del reconocimiento de que
dichas estructuras manifiestan homologia con la de los gangliésidos neuronales, lo que puede con-
tribuir al desarrollo del sindrome de Guillain-Barré (Duim et al., 2000). C. jejuni posee, asimismo, dos
plasmidos (pVir y pTet) posiblemente implicados en su virulencia.

La distribucion por edad de las infecciones por Campylobacter spp. es similar a otros patogenos
entéricos humanos (EFSA, 2007). En paises industrializados, se han detectado dos picos de actividad:
en niflos <4 afios de edad y en jovenes con edades comprendidas entre 15y 24 afios (Figura 3). Existe
una evidencia cada vez mayor de que la inmunidad adquirida como consecuencia de exposiciones
sucesivas a Campylobacter spp., podria ejercer un importante papel en la proteccion frente a la enfer-
medad (Cawthraw et al., 2000).



Figure CAS3. Incidence of Campylobacter infection by age group, 2006
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Figura 3. Incidencia en la Union Europea de la campilobacteriosis humana en funcién del grupo de edad conside-
rado (afo 2006). Fuente: (EFSA, 2007).

Las especies del género Campylobacter son sensibles al pH bajo v, por ello, las condiciones del tracto
gastrointestinal deberian ser suficientes para eliminar o reducir a la mayoria de cepas de C. jejuni que
lo atraviesan (Allos, 2001). Sin embargo, resulta paradojico que dosis infectivas inferiores a 1.000
células de C. jejuni sean capaces de iniciar la enfermedad (Haddad et al., 2010).

El Ultimo informe de EFSA (2012) sobre zoonosis, agentes zoondticos y brotes de toxiinfecciones
alimentarias registrados en 2010 muestra que Campylobacter spp. sigue siendo el patdgeno de trans-
mision alimentaria responsable del mayor nimero de casos (212.064) (Figura 4).

Figure SU1. Reported notification rates of zoonoses in confirmed human cases in the EU, 2010
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Figura 4. Notificaciones de casos humanos producidos por distintos agentes zoonéticos en la Unién Europea
(2010). Fuente: (EFSA, 2012).
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En la Unién Europea, el nimero de casos confirmados de campilobacteriosis humana aumenté en un
6,7% en 2010 respecto de 2009. En Espafa se confirmaron 6.340 casos (Figura 5).

Figura 5. Nimero de casos de campilobacteriosis humana notificados por los distintos Estados miembros de la
Union Europea (afio 2010). Fuente: (EFSA, 2012)
Reported campylobacteriosis cases in humans 2006-2010 and notification rates for 2010

2010 2009 2008 2007 2006

Country Report type' Cases  Confirmed Confirmed Confirmed cases
cases/100,000

Austria C 4,405 4,405 52.60 1,516 4,280 5822 5,020
Belgium C 3,031 3,031 27.96 5,697 5111 5895 5,771
Bulgaria A 6 6 0.8 26 19 38 75
Cyprus C 55 55 6.85 37 23 17 2
Czech Republic C 21,164 21,075 200.58 20,259 20,067 24,137 22,571
Denmark C 4,037 4,037 72.94 3,353 3,470 3,868 3,239
Estonia C 197 197 14.70 170 154 114 124
Finland C 3,944 3,944 73.70 4,050 4,453 4,107 3,439
France C 4,324 4,324 6.68 3,956 3,424 3,058 2,675
Germany C 65,713 65,110 79.59 62,787 64,731 66,107 52,035
Greece 4 - - - - - - -
Hungary C 7,201 7,201 71.91 6,579 5516 5809 6,807
Ireland C 1,662 1,660 37.15 1,810 1,752 1,885 1,812
Italy C 457 457 0.76 531 265 676 801
Latvia C 1 1 0.04 0 0 0 0
Lithuania C 1,095 1,095 32.89 812 762 564 624
Luxembourg C 600 600 119.51 523 439 345 285
Malta C 204 204 49.40 132 77 91 54
Netherlands? C 4,322 3,983 46.21 3,739 3,341 3,289 3,186
Poland C 375 367 0.96 359 270 192 157
Portugal 4 - - - - - - -
Romania C 179 175 0.82 254 2 - -
Slovakia C 4,578 4,476 82.51 3,813 3,064 3,380 2,718
Slovenia C 1,022 1,022 49.93 952 898 1,127 944
Spain® C 6,340 6,340 55.14 5,106 5160 5,331 5,889
Sweden C 8,001 8,001 85.66 7,178 7,692 7,106 6,078
United Kingdom C 70,298 70,298 113.37 65,043 55,609 57,849 52,134
EU Total 213,211 212,064 48.56 198,682 190,579 200,807 176,440
Iceland C 55 55 17.32 74 98 93 117
Liechtenstein - - - - - 2 0 10
Norway C 2,682 2,682 55.21 2,848 2,875 2,836 2,588
Switzerland C 6,604 6,604 85.05 7,795 7,552 5834 5,240

'A: aggregated data report; C: case-based report; no report.

2Sentinel system; notification rates calculated on estimated coverage of 52%.
3Surveillance system; notification rates calculated on estimated coverage of 25%.
“No surveillance system exists.

>Switzerland provided data directly to EFSA.




En la UE, la tasa de notificacion pasé de 45,6 casos por 100.000 habitantes en 2009 a 48,6 en 2010
(Figura 6).

Figure CA1. Notification rates of reported confirmed cases of human campylobacteriosis in the EU,
2006-2010
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Figura 6. Tasas de notificacion correspondientes a la campilobacteriosis humana en la Unién Europea (afios 2006-
2010). Fuente: (EFSA, 2012).

El nimero de muertes confirmadas atribuidas a este patogeno fue de 266. Como en afios anteriores,
en los nifios menores de 5 afos se registré la mayor tasa de notificacién (126,8 por 100.000 habitan-
tes). En general, las tasas de notificacion se incrementaron en todos los grupos de poblacién, aunque
la mortalidad fue relativamente baja (0,22%). Es importante sealar que la notificacion de casos de
campilobacteriosis es voluntaria en algunos paises, entre los que se incluye Espafa (Figura 7). Por ello,
se estima que en Europa se producirian, cada afio, entre 2 y 20 millones de casos clinicos de campilo-
bacteriosis en el hombre (EFSA, 2010, 2011).
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Figura 7. Registro de notificaciones en la Unidn Europea de la presencia de Campylobacter spp. en el hombre,
animales y alimentos. Fuente: (EFSA, 2012)

Notification on Campylobacter in humans (V=Voluntary, 0=0ther), animals and food, 2010
Country Notifiable in humans since  Notifiable in animals since  Notifiable in food since
Austria 1947 no 1975
Belgium 2000V 1998 2004
Bulgaria yes

Cyprus 2005

Czech Republic yes no yes
Denmark 1979 no no
Estonia 1988 2000 yes'
Finland 1995 20042 no®
France 2002V

Germany no yes* yes
Greece - no no
Hungary 1998 no no
Ireland 2004 1992 no
Italy 1990V no 1962
Latvia 1999 yes 2004
Lithuania 1990 >30 years

Luxembourg yes no

Malta yes

Netherlands yesV yes yes
Poland 2004

Portugal no no

Romania yes no -
Slovakia 1980's no 2000
Slovenia 1987 no 2003
Spain 1989V 1994 1994
Sweden 1989 no no
United Kingdom no 0 no no
Iceland yes

Liechtenstein yes

Norway 1991 yes® yes®
Switzerland yes 1966 no

'In Estonia, only C. jejuni.

2In Finland, Campylobacter notifiable in Gallus gallus only.

3In Finland, food business operator has to notify to the competent authority, but there is no central notification system.
“In Germany, Campylobacter is notifiable in cattle (veneric infection).

>In Norway, only positive samples from Gallus gallus detected in the national control programme.

De acuerdo al informe de EFSA (2012), las especies de Campylobacter que se identificaron en 2010
fueron C. jejuni (35,7%), C. coli (2,3%), C. lari (0,22%) y C. upsaliensis (0,006%). En el afio 2010, el
51,8% de los 212.063 casos atribuidos a Campylobacter spp. no se caracterizaron a nivel de especie.



La incidencia de brotes asociados al contacto directo bien con animales portadores, o mediante la
ingestion de alimentos o aguas contaminadas no se conoce con precision. No obstante, el informe de
EFSA (2012) registra un total de 470 brotes, de los que sdlo en 27 existe una fuerte evidencia de los
alimentos implicados (Figura 8).

Figura 8. Brotes de campilobacteriosis humana en la Union Europea (afo 2010). Fuente: (EFSA, 2012)

Strong and weak evidence food-borne outbreaks caused by Campylobacter (excluding strong eviden-
ce waterborne ourbreaks), 2010

Total Outbreaks Strong evidence outbreaks Weak evidence outbreaks
Reporting rate Human cases Human cases

Country N per 100,000 N Cases Hospitalised Deaths N Cases Hospitalised Deaths
Austria 82 0.98 82 185 27 0
Belgium 2 0.02 2 4 0 0
Czech Republic 3 0.03 3 26 0 0
Denmark 3 0.09 2 46 1 0 1 2 1 0
Estonia 6 0.45 6 13 0 0
Finland 3 0.06 1 3 0 0 2 10 4 0
France 20 0.03 20 168 9 0
Germany 149 0.18 3 42 0 0 146 381 24 0
Hungary 29 0.29 29 66 11 0
Ireland 1 0.02 1 5 1 0 0 0 0 0
Italy 6 0.01 6 12

Lithuania 1 0.03 1 2 2 0
Malta 19 4.59 19 48 0
Netherlands 17 0.10 2 24 0 0 15 43 0
Poland 5 0.01 5 20 0
Slovakia 98 1.81 2 20 1 0 9 289 28 0
Spain 2 <0.01 0 0 0 0 2 5 0 0
Sweden 6 0.06 6 25 0
United Kingdom 18 0.03 16 258 7 0 2 92 4 0
EU Total 470 0.10 27 398 10 0 443 1,391 122 0
Norway 5 0.10 5 18 0 0
Switzerland 1 0.01 1 3 0 0

Al contrario de lo que ocurre con otras bacterias de transmision alimentaria, la mayoria de los casos
de campilobacteriosis son esporadicos, siendo relativamente poco frecuente la aparicién de brotes

afectando a numerosos individuos.

Con relacion a las causas desencadenantes de los brotes, en 20 (74,1%) se atribuyeron a practicas
higiénicas inadecuadas en restaurantes, cafeterias y hoteles (Figura 9). La manipulacion de la carne
cruda de pollo y las contaminaciones cruzadas durante la preparacion de los alimentos en el ambito
domeéstico o de la restauracién es un punto critico de control en la disminucion de la campilobacteriosis

humana (Riedel et al., 2009).
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Figure OUT18. Distribution of setting in strong evidence Campylobacter outbreaks in the EU, 2010
N=27

3.7% Household/domestic kitchen

3.7% Unknown

3.7% Canteen or workplace catering

3.7% Camp, picnic

3.7% Other setting

T 74.1% Restaurant,
7.4% Farm (primary Café, Pub, Bar; Hotel

production)

Figura 9. Establecimientos de restauracion vinculados a la presentacion de brotes de campilobacteriosis humana
en la Union Europea (afio 2010). Fuente: (EFSA, 2012).

3. Evaluacion de la exposicion

Al evaluar la presencia de Campylobacter spp. en la carne de aves (pollos) conviene considerar la
prevalencia del microorganismo en las explotaciones avicolas, matadero y posteriores etapas de co-
mercializacion.

La colonizacién del tracto intestinal de las aves con Campylobacter spp. depende de la eficacia
de la implantacion de los programas de bioseguridad en las explotaciones avicolas, ya que no existe
transmision vertical al huevo, y los pollitos nacen libres de Campylobacter spp. (FAO/OMS, 2001, 2002,
2003). Un estudio realizado en la Unién Europea sobre la prevalencia de Campylobacter spp. en heces
de pollo, reveld en Espafa un 82,2% de muestras positivas frente al 59,6% de 2009 (Figura 10).



Figura 10. Niveles de prevalencia de Campylobacter spp. en pollos en la Unién Europea (afios 2008-2010).
Fuente: (EFSA, 2012)
Campylobacter in broilers, 2008-2010

2010 2009 2008
Country N % pos N % pos N % pos
Broilers (animal-based data)
Czech Republic - - - - 422 69.9
France 196 78.1 191 80.6
Hungary? 439 66.5 713 78.0 325 54.2
Romania 51 100 104 100
Total animal-based (3 MSs in 2010) 686 723 1,008 80.8 747 63.1
Broilers (flock-based data)
Austria' 394 46.7 326 55.5
Czech Republic' 134 72.4 - - 422 61.1
Denmark'® 3,132 16.5 4,591 29.4 4,912 25.9
Estonia' 47 0 48 0
Finland'® 338 1.8 - - - -
Finland'” 1,409 6.0 1,720 4.8 1,276 6.5
Germany** - - 149 15.4 345 32.2
Germany*® - - 332 10.2 - -
Lithuania - - - - 374 42.0
Poland - - - - 420 79.0
Slovenia'® 100 88.0 157 73.2
Slovenia'® 99 92.9 149 83.9
Spain' 202 82.2 198 59.6
Sweden' 3,357 13.2 3,219 12.0 2,398 12.4
United Kingdom' - - 400 77.5 - -
Total flock-based (8 MSs in 2010) 9,212 18.2 11,289 24.1 10,147 24.7
Norway?*3 2,170 5.1 1,924 6.1 4,675 4.1
Switzerland 400 33.0 442 443

Note: Data are presented only for sample sizes = 25. Clinical investigations not included.

'Slaughter batch-based data.

At farm, Germany (2009). Hungary (2009) and Norway (2008-2010). For Norway (2008-2010), flocks sampled
maximun four days before slaughter.

3Data from Norway 2009 and 2010 cover only the peak season, 1 May to 31 October.

*In Germany, surveillance in 2009.

°In Germany, monitoring in 2009.

®In Finland, sampling in January-May and November-December in 2010.

’In Finland, sampling between June and October in 2010.

8In Slovenia, caecum samples in 2010.

°In Solvenia, neck skin samples in 2010.

'%Data from Denmark in 2010 are not comparable with previous years owing to a change in sampling strategy from
cloacal swabs at slaughter to boot swabs 7-10 days prior to slaughter.
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En Suecia, la practica totalidad de las aves se someten en el matadero a un control analitico de detec-
cion de Campylobacter spp. En un estudio realizado de julio de 2001 a junio de 2002, se encontr6 un
17% de muestras positivas tomadas de cloaca. Asimismo se puso de manifiesto que un 8% de mues-
tras negativas en cloaca, resultaron positivas en los andlisis de la piel, lo que demuestra contaminacion
a partir de los operarios y equipos de procesado. En este mismo estudio, los aislados obtenidos después
del enfriamiento se compararon mediante analisis del perfil de restriccion del ADN. Los aislamientos
procedentes de las canales se compararon también con los procedentes de la cloaca y de la piel del
cuello. Los resultados de este trabajo pusieron de manifiesto que 1/3 de las canales positivas alberga-
ban mas de un genotipo. Estos resultados son coincidentes con los de otros autores, que manifiestan
que todas las canales se contaminan con el genotipo predominante durante la carnizacion de grupos
de aves positivas a Campylobacter spp. (Lindmark et al., 2006).

Los estudios realizados sobre la colonizacion del tracto intestinal de las aves (EFSA, 2010) revelan
que esta comienza a partir de los diez dias tras el nacimiento, por lo que la edad se ha identificado
como un factor de riesgo. La proteccion inicial se cree que es debida a la presencia de anticuerpos
maternos protectores (Wassenar, 2011). Una vez que Campylobacter spp. coloniza a las primeras
aves a partir del agua de bebida, roedores, insectos, operarios, etc., se extiende rapidamente a toda
la manada que se vuelve positiva en menos de una semana. Son muchos los estudios que muestran
la presencia de Campylobacter spp. en el interior de los diferentes protozoos presentes en el agua
de bebida de las aves (Snelling et al., 2008). La mayor resistencia de los protozoos a la accién de los
agentes utilizados en la desinfeccion del agua, incrementaria la capacidad de Campylobacter spp.
para colonizar a las aves. Asimismo, la colonizacién es mayor en verano, lo que se atribuye a la tem-
peratura y al incremento en el nimero de moscas que pueden actuar como vectores de transmision.
Por otra parte, en verano la ventilacion y el consumo de agua aumentan debido a las elevadas tem-
peraturas. Otra practica de manejo que incrementa la colonizacion del tracto intestinal de las aves, es
la relacionada con la disminucion de la densidad de aves en las manadas que supone un estrés para
estas, requiere tiempo, personal y equipos que actian como fuente de transferencia del microorga-
nismo a las aves. El personal que trabaja en las granjas y otros operarios que visitan la explotacion
pueden actuar también como fuentes de contaminacion.

Las aves que son positivas a Campylobacter spp. eliminan con las heces concentraciones com-
prendidas entre 10° y 10° ufc/g (Lindmark et al., 2006). La concentracién en el contenido cecal es
normalmente elevada, pudiéndose alcanzar niveles de 10 ufc/g en las aves de pocas semanas. Estos
niveles tan elevados de excrecion determinan la facilidad con la que toda la manada de aves se torna
positiva a Campylobacter spp. y asegura la facil dispersion del microorganismo a los materiales y
equipos con los que contactan las aves no solo en la granja sino también durante el transporte y
sacrificio en el matadero. En el matadero, las canales se pueden contaminar en distintas fases de
la cadena de procesado sobre todo en las operaciones de escaldado-desplumado, evisceracion y
tanques de enfriamiento.

En la Figura 11 se recogen los datos de presencia de Campylobacter spp. en muestras de carne de
pollo tomadas en matadero, plantas de procesado y comercio minorista. En 2010, 16 paises de la Union
Europea remitieron datos a la Comision, y la proporcién de muestras positivas fue del 29,6% (con una



prevalencia que varié del 3,1 al 90,0%). En el caso de Espafa, el porcentaje de muestras positivas
tomadas en matadero fue del 44,6%, en plantas de procesado ascendié al 74,7% y en comercio mi-
norista resulté ser de un 25,4%. En relacion con la presencia de Campylobacter spp. en carne de otras
aves diferentes del pollo, la incidencia de muestras positivas que remitié Espafia fue del 23,9%, sin
especificar a qué especies correspondian.
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Figura 11. Presencia de Campylobacter spp. en carne de pollo (afios 2008-2010). Fuente: (EFSA, 2012)

Campylobacter in fresh broiler meat, 2008-2010

2010 2009 2008
Country Sample Sample N % pos N % pos N % pos
unit weight

At slaughter
Belgium Single 1g 388 37.9 261 32.2 185 33.0
Denmark Single 10g/15¢g 1,177 10.4 986 12.4 484 14.7
Estonia Batch 19 47 8.5 48 6.3 - -
Hungary Single 25¢g 170 54.1 - - - -
Greece Single 259 - - 47 70.2 - -
Ireland* Single Various 202 63.4 273 59.3 - -
Italy Batch Not indicated 30 26.7 - - - -
Poland Single 400 cm? 451 58.8 - - -
Romania’ Batch 1g 225 40.4 266 34.2 - -
Spain Single 259 139 44.6 72 95.8 420 86.2
At processing plants
Austria Single 259 30 90.0 - - - -
Belgium' Batch 19 358 8.9 1,007 9.0 523 73
Germany Single 25¢g 107 47.7 45 35.6 78 333
Hungary Single 25¢g 77 29.9 291 26.8 - -
Poland® Single 109 118 89.0 - - - -
Portugal Single 259 108 19.4 - - -
Slovenia® Single 1g 100 79.0 101 67.3 - -
Spain Single 25¢g 178 74.7 99 70.7 50 58.0
At retail
Austria Single 25¢g 324 3.1 37 243 138 8.0
Belgium Batch 19 439 12.1 199 12.1 - -
Czech Republic Single 259/27¢g - - 120 75.0 - -
Denmark? Single 109/15¢9 767 46.2 702 32.5 1,057 36.6
France Single 19 - - 120 90.0 - -

Single® 1g - - 241 69.3 - -
Germany? Single™® 259 681 28.5 633 28.6 887 36.4

Single" 109 - - 413 47.0 - -
Hungary Single 25¢g 30 433 64 17.2 - -
Latvia® Single 259 50 10.0 - - 205 9.8
Luxembourg Single 109 68 58.8 84 79.8 122 49.2
Netherlands Single 259 1,023 9.9 657 10.8 1,421 14.1
Slovenia Single 259 - 106 78.3 315 74.6
Spain Single 259 126 25.4 273 49.5 165 133
Sampling level not staded
Italy Batch Not indicated - - 59 16.9 66 3.0

Single  Not indicated - - 108 0 26 1.7

Total (16MSs in 2010) 7,413 29.6 7,312 31.0 6,142 30.1




4. Caracterizacion del riesgo y medidas de control

De acuerdo a los informes de ELIKA (2006), EFSA (2008a), EFSA (2010), EFSA (2011), EFSA (2012), FSA
(2010) y de Vose Consulting (2011), existe una relacion directa entre la prevalencia de Campylobacter
spp. en las canales de pollo y la enfermedad en el hombre.

La reduccion de las infecciones humanas por Campylobacter spp. puede lograrse mediante un mayor
control de las operaciones de cria, transporte, sacrificio en el matadero, procesado y comercializacion
de las canales de aves para consumo humano (Ross y Sumner, 2002) (Rosenquist et al., 2003) (Sears
et al.,, 2011) (Wassenaar, 2011) (Silva et al., 2012). Los informes de ELIKA (2006) y EFSA (2011) reco-
miendan las siguientes medidas de control:

Programas de bioseguridad en explotaciones avicolas
Los programas de bioseguridad en explotaciones avicolas deben contemplar:

e Formacion de los trabajadores de la explotacion en la importancia de minimizar la transmisién de
Campylobacter spp. y otros patogenos a través del calzado, ropa, manos, etc. Por ello, se debera
disponer de calzado y ropa de uso exclusivo en la explotacién, ademas de adecuadas instalaciones
para la higiene personal.

e Control del personal ajeno a la explotacion que pueda acceder a ella. Empleo de protectores de
calzado y ropa desechables.

e Desinfeccion de vehiculos que puedan acceder a la explotacion.

e Incorporacion de programas adecuados de limpieza, desinfeccion, desinsectacion y desratizacion.

e La instalacion de mosquiteras en las ventanas evita el acceso de insectos a las naves y disminuye
esta via de transmision sobre todo en verano cuando se elevan los niveles de animales positivos.
En la produccion primaria, el empleo de mosquiteras reduciria el riesgo de la campilobacteriosis
en el hombre entre un 50-90%.

e Evitar la utilizacion de agua procedente de pozos sin tratar, o insuficientemente tratada ya que
se incrementa el nivel de positividad de la manada a Campylobacter spp. Es necesaria la higieni-
zacion del agua mediante cloracion, ozonizacion, radiacion ultravioleta, etc. En ocasiones se ha
puesto de manifiesto la presencia de Campylobacter spp. en el interior de protozoos del agua o
del suelo, lo que incrementa su resistencia a la accion del cloro.

e Campylobacter spp. al igual que otros patégenos emergentes zoonéticos, se encuentra en reser-
vorios animales por lo que la disminucién de su presencia podria realizarse mediante la incorpo-
racion a los piensos de probidticos, prebiéticos, bacteriéfagos, péptidos antimicrobianos o bacte-
riocinas (Loc Carrilo et al., 2005) (Stern et al., 2006) y aditivos (acido caprilico, sorbato potasico.
acido propidnico, etc.). La administracion de bacteriocinas o bacteriéfagos a los pollos dos o tres
dias antes del sacrificio reduce la colonizacion intestinal de las aves con Campylobacter spp. en
tres unidades log, . Una reduccion de tres unidades log, en el intestino de las aves que van a
sacrificarse, disminuiria el riesgo para el hombre en un 90%.

e Reducir la practica de disminucion de la densidad de aves en las naves disminuiria el riesgo de
colonizacién de estas con Campylobacter spp. y reduciria el riesgo para el hombre en un 25%.

e La reduccion de la edad de sacrificio también se ha identificado como un factor de riesgo. La pre-
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valencia de manadas positivas esta directamente relacionada con la edad de sacrificio. Se podria
lograr hasta un 50% de reduccion del riesgo, disminuyendo la edad de sacrificio a un maximo de
28 dias. En Suecia, donde el sacrificio de las aves se realiza entre los 33-35 dias, se ha comprobado
que cuando se eleva la edad a los 42-44 dias, se duplica el nimero de aves positivas y si se efecttia
entre los 48-61 dias, se multiplica por cuatro. Un estudio de EFSA de 2010 muestra que el riesgo
de colonizacion de las aves con Campylobacter spp. se dobla cada diez dias que aumenta su edad
(EFSA, 2010).

e Desarrollo de programas de seleccion genética. El objetivo es disponer de reproductores resisten-
tes a la colonizacion por Campylobacter spp.

o Utilizacion de técnicas microbioldgicas rapidas para identificar manadas de aves positivas antes
del sacrificio en el matadero y poder realizar este al final de la jornada (Krause et al., 2006).

En la Figura 12, se resumen las estrategias de control al nivel de las explotaciones animales.



(EFSA, 2011)

Figura 12. Medidas de control en produccién primaria para reducir la campilobacteriosis humana. Fuente:

Overall summary of effects of interventions

Efficacy for Campylobacter reduction
at the point of application

Modelled

References

Hygiene/biosecurity

At 21 days: from 20.0% to 7.7%
between-flock prevalence (BFP)

At 28 days: from 32.0% to 12.0% BFP

At 35 days: from 44.0% to 30.8% BFP

At 42 days: from 70.8% to 38.5% BFP

Implemented in model as the beta
coefficient that corresponds to a bazard
ratio of 0.40, (0.15, 1.09) p = 0.06

Yes

Gibbens et al., 2001

Fly screens

At 21 days: from 11.4% to 5.8% BFP

At 28 days: from 28.6 to 5.8% BFP

At 35 dats: from 45.5% to 7.7% BFP

Implemented in model as a slaughter
age-weighted k-factor or 0.47 (21 days of
slaughter age) 0.15 (28 days of slaughter
age) and 0.10 (35 days of slaughter age)

Yes

Hald et al., 2007

Discontinued thinning

BFP estimate OR = 1.74, implemented in
model as regression coefficient (0.5521)

Yes

EFSA, 2010a

Slaughter age

BFP estimate OR = 1.98 per 10 days
increase, implemented in model as
regression coefficient (0.06742)

Yes

EFSA, 2010a

Vaccination

2 log, , reduction in caecal contents

No

de Zoete et al., 2007

Bacteriocins

5.1-5.9 log,, reduction in caecal contents

No

Svetoch et al., 2008

Bacteriophages

3 log,, reduction in caecal contents

No

Wagenaar et al., 2005

Drinking water
treatment with
organic acids

0.5-2 log,, reduction in caecal contents

No

Chaveerach et al., 2004

Feed additives

No effect to complete inhibition

No

Hilmarsson et al., 2006
Solis de los Santos et al., 2010
Skanseng et al., 2010

Transporte animal

El cumplimiento de las normas de bienestar animal en el transporte contribuye a disminuir el nimero
de animales colonizados con Campylobacter spp. Es necesario minimizar el estrés que sufren los ani-
males, reducir el tiempo y las distancias al lugar de sacrificio. Asimismo, es fundamental la aplicacién
de programas de limpieza y desinfeccion estrictos de las jaulas y vehiculos de transporte (Figura 13).

Matadero
En el matadero, la implantacién adecuada del sistema APPCC es determinante para reducir el nimero
de Campylobacter spp. en las canales. Es importante minimizar las contaminaciones cruzadas a partir
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de los equipos de procesado, Utiles empleados en la carnizacién, operarios, etc. Especial control requie-
ren las desplumadoras y los tanques de enfriamiento (Figura 13).

Los sacrificios programados permiten identificar las manadas de aves positivas a Campylobacter
spp. antes del sacrificio, de forma que puedan adoptarse métodos de control.

De acuerdo a los resultados procedentes de diversos estudios de analisis de riesgo, las medidas
de control mas efectivas para disminuir el riesgo de la campilobacteriosis en el hombre consistirian
en la aplicacién de técnicas de descontaminacién o higienizacién de las canales tras el sacrificio en
el matadero. Tras el sacrificio, se puede conseguir un 100% de reduccion mediante la aplicacion de
la irradiacion o del tratamiento térmico, siempre que se evite la recontaminacion. Los lavados de la
canal con agua caliente, 4cido lactico, clorito sédico acido o fosfato trisddico permiten reducciones en
el riesgo comprendidas entre 50-90%. El simple lavado con agua caliente (80 °C durante 20 segundos)
consigue reducciones en el riesgo entre un 50-90%.

La reduccion de los recuentos de Campylobacter spp. en las canales en una unidad log, , disminuiria el
riesgo entre un 40-90%. La reduccién de mas de dos unidades log, , aminoraria el riesgo para el hombre
en mas de un 90%.

En algunos paises como Dinamarca, las canales negativas se comercializan frescas y la que son
positivas se congelan. La congelacién disminuyen el nimero de microorganismos viables, pero algunos
pueden sobrevivir. No obstante, la demanda de carne fresca es muy superior a la de congelada. Mas de
un 90% de reduccién se puede lograr con la congelacién de las canales por un periodo de 2-3 semanas
y de un 50-90% por periodos de 2-3 dias.

Con relacion al establecimiento de criterios microbioldgicos, se considera que podrian conseguirse
reducciones >50% o al 90% si la carne de ave que se vende fresca tuviera niveles maximos de 1.000
0 500 ufc por gramo o cm? en la piel del cuello y pechuga.

El Reglamento (CE) N° 853/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 29 de abril de 2004 por el que se
establecen normas especificas de higiene de los productos de origen animal (UE, 2004), establece en su arti-
culo 3.2 que los operadores de empresa alimentaria no utilizaran para eliminar la contaminacion de superficie
de productos de origen animal ninguna sustancia distinta del agua potable o, cuando el Reglamento (CE) N°
852/2004 o el 853/2004 autorice su uso, distinta del agua limpia, a menos que el uso de dicha sustancia haya
sido autorizado con arreglo al procedimiento previsto en el apartado 2 del articulo 12.

El articulo 13 del Reglamento (CE) N° 853/2004 también establece que la Comision consultard a la
Autoridad de Seguridad Alimentaria sobre cualquier cuestion que pueda tener repercusiones sanitarias
importantes. En este sentido, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, ha considerado en varios
informes que el tratamiento de la canales de pollo con soluciones de fosfato trisadico, bicloruro sddico,
diéxido de cloro o peroxiacido, no supone ningln riesgo para el consumidor. Asimismo, recomendaba
que se aplicase preferiblemente con espray en lugar de con tratamientos de inmersion (EFSA, 2005,
2008b). Sin embargo, el Consejo de la Unién Europea ha rechazado la utilizacién de sustancias anti-
microbianas para eliminar la contaminacién microbiana de las canales de aves de corral en espera de
disponer de informacion cientifica adicional que permita una determinacion del riesgo mas exhaustiva
en relacion con la posibilidad de que la aprobacion de estas sustancias dé lugar a un aumento de
la resistencia a antimicrobianos que afecte a los seres humanos, por lo que actualmente no existen



sustancias descontaminantes autorizadas en la Union Europea (UE, 2009). Otras alternativas serian la
irradiacion, altas presiones, pulsos eléctricos, etc. (Liu et al., 2012).

Figura 13. Medidas de control en el transporte y sacrificio en el matadero para reducir la campilobacteriosis
humana. Fuente: (EFSA, 2011)
Efficacy for Campylobacter reduction Modelled  References
at the point of application
Interventions during transport and before slaughter
Feed withdrawal Various results and various outcomes ~ No
Crate treatment 7.5 log,, per crate compartment; 5.5 log  No
per crate surface, 40-60% reduction of
crate positivity
Interventions at slaughter

Berrang et al., 2004a
Allen et al., 2008a
Slader et al., 2002

Prevention of leakage 0.9 log,, CFU reduction on carcass No Boysen and Rosenquist,
of intestinal contents 2009
Detection/re-processing  1.75 log,, CFU on carcass No Kemp et al., 2001
of highly (faecally)
contaminated carcasses
Cloacal plugging 0.53-1.7 log,, CFU reduction No Musgrove et al., 1997
Berrang et al., 2001
Buhr et al., 2003

Scheduled slaughter Depends on risk reducing procedure Yes (not Hofshagen et al., 2008
(positive batches are directly in EFSA, 2010a
scheduled to a risk model, but
reducing procedure such included by
as freezing or heat using baseline
treatment) results and

assuming a 100%

effective treatment

on scheduled

batches
Logistic slaughter (the Very little effect No Havelaar et al., 2007
slaughter of negative
batches before the
positive)

Interventions post slaughter
Chemical decontamination of carcasses

Lactic acid (2%) 0.47 log,, reduction (through inside- Yes Bolder, 2007
outside bird washer (IOBW)
0.74 log,, reduction (inoculated skin) Riedel et al., 2009
Acidified sodium 1.26-1.75 log, , reduction Yes Bashor et al., 2004

chlorite (1,200 mg/I) (sprayed after IOBW)
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1.75 log, reduction (sprayed after [OBW)

Kemp et al., 2001

(50-100 mg/Il)

0.99-1.21 log,, reduction (50 or 100 ppm,
dip-inoculated)

0.5 log,, cycles (in I0BW) Bolder, 2007
0.5-1 log,, when sprayed at 1,000 ppm Corry et al., 2008
Chlorine dioxide 0.49 log,, reduction (4.25 ppm in [OBW) No Bolder, 2007

Hong et al., 2008
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Figura 13. Medidas de control en el transporte y sacrificio en el matadero para reducir la campilobacteriosis
humana. Fuente: (EFSA, 2011)

Efficacy for Campylobacter reduction Modelled
at the point of application

References

Chemical decontamination of carcasses

Trisodium phosphate 1.03 log, , reduction (spray) Yes Bashor et al., 2004
(10-12%, pH 12) 1.2 log, , reduction (dipping at 50 °C) Slavik et al., 1994
No effect of dipping at 20 °C Whyte et al., 2001b
0.5 log,, when sprayed at 12% Corry et al., 2008

Acidified electrolysed 1.07 log,, reduction No Kim et al., 2005

oxidising water

(immersion)

Peracetic (peroxyacetic) ~ 43% reduction of positive carcases No Bauermeister et al.,

acid 2008a

Physical decontamination of carcasses

Freezing for few days 0.91-1.44 log, , reduction Yes Sandberg et al., 2005
Georgsson et al., 2006a
Rosenquist et al., 2006

Freezing for 3 weeks 1.77-2.18 log, , reduction Yes Sandberg et al., 2005
Georgsson et al., 2006a

Hot water immersion 1.25 log, , reduction Yes Corry et al., 2006

Irradiation 6 log,, reduction Yes Farkas, 1998 or expert
opinion

Cooking 6 log,, reduction Yes Whyte et al., 2006

Crust-freezing 0.42 log,, reduction No Boysen and Rosenquist,
2009

Steam 0.46 log, , reduction No Whyte et al., 2003

Steam ultrasound 1.3-2.51 log,, reduction No Boysen and Rosenquist,

2009

Las ventajas e inconvenientes de las medidas de control citadas se resumen en la Figura 14.




Figura 14. Ventajas e inconvenientes de las medidas de control aplicadas en produccion primaria, transporte y sacrificio en mata-

dero para reducir la campilobacteriosis humana. Fuente: (EFSA, 2011)

Advantages, disadvantages and availability of interventions

Advantages in addition to

a possible Campylobacter reducing effect

Disadvantages

Availability

Interventions in primary production

Hygiene/biosecurity Excludes other infectious (animal) diseases as Complex mixture of Immediately available,
well, some of economic importance factors, difficult to but migh need
define and audit modification of
poultry houses
Reduces environmental contamination and Very stringent General principles
indirect transmission to humans implementation are well known but
needed. Farmer needs to be evaluated
compliance required. under local conditions.
Only fully appicable to Only one intervention
indoor rearing experiment in UK
avalilable
Fly screens Reminds the farmers of need for hygiene Only fully applicable to  Rapidly available in

Effective against seasonal peak in birds

Reduces environmental contamination and
indirect transmission to humans

indoor rearing
Applicability depends on
construction of poultry
houses

Needs maintenance for
keeping efficiency

theory
Only tested in Denmark
and Iceland

Discontinued thinning

Avoids stress at thinning

Increased animal welfare

Interferes with current
industrial practices

Productivity and flexibility
of industrial production will

be altered

Immediately available,
in theory

Reduction of slaughter
age

Potentially increased animal welfare

Interferes with current
industrial practices

Productivity and flexibility

of industrial production
will be altered

For the organic and
traditional free range

chickens, the slaughter age

must not be ower than
81 days

Immediately available,
in theory

Vaccination

Applicable to both indoor and outdoor rearing

Multiple vaccines are often applied at same
time and systems for the mass application
of vaccines are available

Most studies have been
poorly reproducible

Vaccines are still in the
development phase

Bacteriocins

Applicable to both indoor and outdoor
rearing

Scale-up of bacteriocin
production and
purification remains
to be further
elaborated

Preparations have
been described, and
patents have

been applied for
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Figura 14. Ventajas e inconvenientes de las medidas de control aplicadas en produccion primaria, transporte y sacrificio en mata-
dero para reducir la campilobacteriosis humana. Fuente: (EFSA, 2011)

Advantages, disadvantages and availability of interventions

Advantages in addition to Disadvantages Availability

a possible Campylobacter reducing effect
Small-scale studies Not yet tested on
from only one research large scale

groups, its reproducibility
remains to be confirmed
Sustainability to be
confirmed and take

into account the variety of
Campylobacter species,

genotypes and the species’

genetic variability

Safety aspects for use to be confirmed

Bacteriophages

Applicable to booth indoor and outdoor rearing

Emergence of phage-
resisten Campylobacter
strains needs to be further
evaluated under field
conditions

Multiple phage populations

will be required taking
nto account the variety of
Campylobacter species,
genotypes and the
species’ genetic variability
Sustainability to be
confirmed

Only tested in small
scale experiments

Drinking water treatment
with organic acids

Biofilms on drinkers may
be a challenge

Low pH to control biofilm
build-up could lead to
welfare issues
Palatability for birds

Conflicting evidence on
effectiveness

Not yet tested on large
scale

Feed additives

In some studies a reduced
growth rate was observed

Not yet tested on large
scale

Interventions during transport and before slaughter

Feed withdrawal

Current guidelines based ond animal welfare
considerations appear to be optimal for control
of Campylobacter contamination as well

Inadequate available data,
complex variables and
confounding factors

involved make it difficult to
assess any beneficial effect

of feed withdrawal or
good hygiene practiques
during transportation and
holding before slaughter.

Immediately available

Not yet tested on a large scale

Crate treatment

Limits spreading of faeces

Inadequate available
data, complex variables
and confounding factors

Not yet tested on a
large scale




Figura 14. Ventajas e inconvenientes de las medidas de control aplicadas en produccion primaria, transporte y sacrificio en mata-

dero para reducir la camp

ilobacteriosis humana. Fuente: (EFSA, 2011)

Advantages, disadvantages and availability of interventions

Advantages in addition to Disadvantages Availability
a possible Campylobacter reducing effect
involved make it difficult
to assess any beneficial
effect of crate treatment
Interventions at slaughter
Prevention of faecal Can be applied to colonized flocks Interferes with current Equipment not com-

leakage

industrial practices mercially available
using high-throughput

slaugthering and

processing lines

Effect post-chill needs to

be investigated

Detection/re-processing

Eliminates high level contaminated carcasses

Effect on-line has not been Immediately available

of highly faecal- demonstrated

contaminated carcasses

Cloacal plugging Can be applied to colonized flocks Complex methodology Equipment not com-
mercially available

Scheduled slaughter Reduces the number of flocks to be subjected to  Particularly effective in low Immediately available

(positive batches are
scheduled to a risk
reducing procedure such
as freezing or heat

further treatment, if considered

prevalence countries
Need of reliable and
sensitive testing

No internationally
standardized PCR-

methods for method available

treatment) Campylobacter spp.
Logistic slaughter (the Impractical if high Immediately available
slaughter of negative between-flock

batches before the
positive)

prevalence

Need of reliable and

sensitive testing

methods for

Campylobacter spp.

Testing must be done as

close to slaughter as possible
May also need to consider
Salmonella carriage

Not effective for public health
as numbers of Campylobacters
on negative batches processed
after positive ones are very low

Interventions post slaughter

Chemical decontamination of carcasses

All chemicals

Available in the
short term

Risk of residues and by-
products
Issues of waste water Currently no chemicals

management are approved in the EU
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Figura 14. Ventajas e inconvenientes de las medidas de control aplicadas en produccion primaria, transporte y sacrificio en mata-

dero para reducir la campilobacteriosis humana. Fuente: (EFSA, 2011)

Advantages, disadvantages and availability of interventions

Advantages in addition to

a possible Campylobacter reducing effect

Disadvantages

Availability

Lactic acid Occurs naturally in meat Carcass discoloration Available in the short
might occur at high term
No organoleptic effect when used at Concentrations 2% lactic ~ Currently not
low concentrations, e.g. 2% acid would not approved in the EU
significantly affect
carcass colour
Acidified sodium chlorite | Effective as a dip or spray Unpleasant for operatives Available in the short
term
Has to be prepared on-site Currently not approved
in the EU
Chlorine dioxide Better effect can be expected post-washing Conflicting results Available in the short
term
Unstable and has to be  Currently not approved
prepared on-site in the UE
Effect will depend on
presence of organic substances
Trisodum phosphate Effective as a dip or spray Negative environmental  Available in the medium
impact of phosphates term
Unpleasant for operatives ~Currently not approved
in the EU
Acidified electrolysed Could be used during water chilling Not tested on-line oron  Available in the short
oxidising water naturally contaminated ~ term
(immersion) carcases Currently not approved
in the EU
Peracetic (peroxyacetic) Not tested on-line or on Available in the short
acid naturally contaminated term
carcasses Currently not approved
in the EU

Physical decontamination of carcasses

All physical treatments

No residues

Energy consuming

Can be used in without
specific authorisation
all EU countries (except

irradiation)
Freezing for few days/ Proven on production scale. Thawing causes drip, Available in the
3 weeks Effective and implemented in some which may caused short term

countries cross-contamination
Hot water immersion Product still fresh Reduced product Available in the
quality (appearance medium term
affected in some studies)
No on-line equipment available
Irradiation Product still fresh Not feasible for whole Available in the

Eliminates Campylobacters inside the
muscle and liver

carcasses unless

X-rays or gamma
radiation from isotopes
used

medium term

Not authorised for
use in all EU
countries




Figura 14. Ventajas e inconvenientes de las medidas de control aplicadas en produccion primaria, transporte y sacrificio en mata-

dero para reducir la campilobacteriosis humana. Fuente: (EFSA, 2011)

Advantages, disadvantages and availability of interventions

Advantages in addition to
a possible Campylobacter reducing effect

Disadvantages Availability

Cooking

No residues

Not fresh meat anymore  Immediately available, in
theory

May only be possible to

apply to a small

proportion of products

Variability in survival

depending upon the

product, the strain and the

procedure for heat

treatment (pan-frying,

oven heating, etc)

May not be popular with

consumers

Crust-freezing

Product still fresh

Available in the short
breast fillets, not feasible  term

Only proven on-line for

for whole carcasses

Steam

Product still fresh

In-line equipment could be designed and installed
easily on existing lines

No issue with waste disposal

Reduced product quality ~ Available in the medium
(appearance affected term

in some studies)

Slight shrinkage of skin

which becomes less

pronounced after storage

No on-line equipment available

Steam ultrasound

No residues

Prodluct still fresh

Slightly boiled appearance  Available in the short
of skin using proof- term

of-concept apparatus

(highest efficacy)

Product quality maintained

using on-line equipment

(lower efficacy)
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La Figura 15 recoge un resumen de los estudios de reduccion de riesgo en funcién de las medidas de

control adoptadas.

Figura 15. Resultados de la aplicacion de diferentes medidas de control en la reduccién de la presencia de
Campylobacter spp. en carne de pollo. Fuente: (EFSA, 2011)

Examples of reported risk reductions as a consequence of reduction on Campylobacter concentrations
due to the application of control options along the broiler meat processing chain

o freezing of products

Reference of QMRA Point of Target Effect (log,,  Risk reduction (% of
the chain  parameter reduction) human incidence)
Rosenquist et al., 2003 -2 97%
e generic reduction of
concentration on carcasses
Lake et al., 2007 -1 1%
e generic reduction of -2 88%
concentration on carcasses
Brynestad et al., 2008 -0.2 30%
e generic reduction of Processing  Log,, number
concentration on carcasses  plant (CFU) of
Campylobacter
on carcass
Linqvist and Lindblad, 2008 -2 92%-97%'
e generic reduction of
concentration on carcasses
FAO/WHO, 2009b -0.25 11%-82%?
e generic reduction of
concentration on carcasses
Nauta et al., 2005b and Farm Log,, number =1/-2/-2 74.4%
Havelaar et al., 2007° (CFU) of
Phage therapy Campylobacter
in faeces
Reduction of faecal leakage ~ Processing  Log,, number 0/-6/—o 77.1%
plant (CFU) of
Campylobacter
in faeces
Decontamination in the Processing  Log,, number -0.3/-0.8/-2 12.4%
scalding tank: plant (CFU) of -1.03/-1.24/-1.5 18%
e by adding lactase Campylobacter
e by adding TSP (trisodium on carcass
phosphate)
Decontamination before Processing  Log,, number -0.3/-1.3/-2 86.9%
chilling: plant (CFU) of -1.03/-1.24/-1.5 90.6%
e using lactic acid Campylobacter
e using TSP (trisodium on carcass
phosphate)
Other decontamination Processing  Log,, number -0.3/-1.3/-2 77%
measures: plant (CFU) of 3%(-0.27/-0.6/-0.83) 80%
e only dipping Campylobacter -0.4/-1.1/-1.7 82.8%
e dipping and spraying on carcass —4.7/1-10.5/-20.8 100%
o crust freezing -0.9/-1.7/-3.2 94.9%
e irradiation




Figura 15. Resultados de la aplicacion de diferentes medidas de control en la reduccion de la presencia de
Campylobacter spp. en carne de pollo. Fuente: (EFSA, 2011)
Examples of reported risk reductions as a consequence of reduction on Campylobacter concentrations

due to the application of control options along the broiler meat processing chain

Reference of QMRA Point of Target Effect (log,, Risk reduction (% of
the chain  parameter reduction) human incidence)
Gellynck et al., 2008°
Phage therapy Farm Log,, number -1/-2/-3 53/-76%-82%
(CFU) of (-1 on external)
Campylobacter
in faeces
Carcass decontamination Processing  Log,, number -0.4/-1.1/-1.7 32%-61%-82%
e crust freezing plant (CFU) of —-0.3/-1.3/-2 0%-38%-72%
e lactic acid* Campylobacter -1.1/-2.3/-3 28%-80%-91%
e electrolyzed oxidizing on carcass -4.7/1-10.5/-20.8 99.8%-100%-100%
water*
e jrradiation

'If fresh or frozen chicken respectively are considered.

2Depeding on the initial concentration equal to 6 log CFU and 2 log CFU respectively.

3Based on three different levels of efficacy (pesimistic, most likely, optimistic) of each measure. The outcomes are
expressed as mean risk reduction values.

“Used to replace carcass washing.

Procesado, distribucion y preparacion culinaria en restauracion o en el ambito doméstico
Las industrias de procesado deben aplicar correctamente el sistema APPCC. Por otra parte, seria in-
teresante que los productos que se comercializan crudos incorporaran una etiqueta de informacion
al consumidor indicando o advirtiendo que aunque la carne proceda de animales que han pasado la
inspeccion veterinaria en el matadero, puede contener patégenos lo que implica la necesidad de una
manipulacion higiénica correcta acompafada de un correcto tratamiento térmico. La manipulacién de
la carne cruda de pollo y las contaminaciones cruzadas durante la preparacion de los alimentos en el
ambito doméstico o de la restauracion es un punto critico de control en la disminucién de la campilo-
bacteriosis humana. La formacion y educacion de los consumidores es esencial si queremos disminuir
la incidencia de las enfermedades de transmision alimentaria que tienen una etiologia microbiana.
Asimismo, se debe prestar atencion a las mascotas, sobre todo gatos ya que son una fuente de trans-
mision de Campylobacter spp. y pueden contaminar superficies y alimentos.

ité Cientifico

Las estrategias para el control de Campylobacter spp. en la carne de pollo tienen que estar basadas
en la estricta aplicacion de las Buenas Practicas Higiénicas (GHP) y del sistema de Analisis de Peligros
y Puntos de Control Critico (APPCC) por parte de los operadores de las industrias alimentarias. Entre
las medidas propuestas se incluyen: 1) implantacién de programas de bioseguridad en explotaciones
avicolas que reduzcan la colonizacion de las aves, 2) minimizar las contaminaciones cruzadas en el
matadero, 3) implementacién de técnicas autorizadas de higienizacion de canales, 4) manipulacién hi-
giénica y correcto tratamiento térmico en la preparacion culinaria de los alimentos previa al consumo,
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y 5) formacién de los consumidores como agentes activos en la prevencion de las enfermedades de
transmision alimentaria.
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El consumo y como consecuencia de ello, la produccién mundial de frutos obtenidos de Fragaria spp.
(como fresas y fresones) y Rubus spp. (como frambuesas o zarzamoras) ha experimentado un impor-
tante aumento a nivel mundial en los dltimos afos. Espafia es ademas uno de los mayores paises pro-
ductores de frutas procedentes de estas especies vegetales, principalmente las fresas y las frambuesas.
Por ello, es de gran relevancia conocer los riesgos microbiolégicos asociados al consumo de estas
frutas, asi como las posibles medidas de prevencion para evitar la aparicion de dichos brotes.

Hasta la actualidad, este tipo de frutas han causado brotes alimentarios fundamentalmente debido
a la presencia en los mismos de agentes viricos (como pueden ser el norovirus y virus de la hepatitis A)
o parasitarios (especialmente por Cyclospora cayetanensis), mientras que sélo se ha documentado un
brote causado por Escherichia coli 0157:H7.

Dado lo heterogéneo de los microorganismos patégenos potencialmente contaminantes de estos
productos, y el hecho de que normalmente se consuman crudos o minimamente procesados, hace difi-
cil establecer protocolos de desinfeccion que aseguren la inocuidad de los mismos. Por este motivo, a
fin de mantener la seguridad alimentaria es imprescindible extremar, especialmente en aquellas frutas
que se cultivan a nivel de tierra, las buenas practicas higiénicas en su cultivo y recoleccién. Asimismo,
es necesario mantener un sistema de trazabilidad protocolizado y a poder ser aceptado internacional-
mente que permita determinar rapidamente el agente causal en el caso de la aparicion de un brote
producido como consecuencia del consumo de estas frutas.

Palabras clave

Riesgo microbioldgico, prevencion, desinfeccion, brote alimentario, fresas, frambuesas, zarzamoras,
norovirus, virus hepatitis A, Cyclospora cayetanensis, Escherichia coli 0157:H7.
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Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (AESAN) in relation to the microbiological risks associated
with the consumption of fruits obtained from Fragaria spp. and Rubus spp.

The consumption and as a result, the world production of fruits obtained from Fragaria spp. (such as
strawberries) or Rubus spp. (such as raspberries or blackberries) has significantly increased worldwide
in recent years. Spain is one of the largest producers of fruits from these plants, such as strawberries
and raspberries. It is therefore of great relevance to know the microbiological risks associated with the
consumption of these fruits, as well as the possible preventive measures to avoid the occurrence of
outbreaks derived from berries intake.

To the present, these fruits have caused outbreaks mainly due to the presence of viral agents (es-
pecially norovirus and hepatitis A) and parasites (especially Cyclospora cayetanensis), whereas in the
case of bacterial pathogens it has only been documented one outbreak caused by Escherichia coli
0157:H7.

Given the heterogeneity of potentially contaminating pathogens in these products, and the fact that
they are usually eaten raw or minimally processed, it is difficult to establish disinfection protocols to
ensure their safety. For this reason, in order to maintain food security it is essential to maximize the
good hygienic practices in cultivation and harvesting, especially in fruits cultivated at ground level.
It is also necessary to maintain a standardized and internationally accepted traceability system that
allows a rapid identification of the causing agent when an outbreak caused by the consumption of
these fruits occurs.

Microbiological risk, prevention, disinfection, foodborne outbreak, strawberries, raspberries, blackbe-
rries, norovirus, hepatitis A virus, Cyclospora cayetanensis, Escherichia coli 0157:H7.



Introduccion

En los Ultimos afios, el consumo per cépita de frutas y verduras en los paises desarrollados ha experi-
mentado un importante incremento (Lynch et al., 2009), en gran parte debido a las recomendaciones
de los expertos en nutricién, que aconsejan aumentar el consumo de estos alimentos. Dichas reco-
mendaciones, plasmadas en algunas piramides nutricionales donde establecen el consumo de cinco
porciones de frutas y verduras diarias, tienen su origen en una ingesta insuficiente de dichos alimentos
en los paises occidentales (OMS, 2003). Como es conocido, estos alimentos juegan un papel funda-
mental en la prevencion de enfermedades muy comunes en nuestra época, como son las enfermedades
cardiovasculares, las metaboélicas como la obesidad o la diabetes y diversos tipos de cancer (Johnson
et al., 2004). Este efecto preventivo se debe tanto al aporte de fibra como al de numerosas sustancias
bioactivas y antioxidantes (Arancibia-Avila et al., 2012). Por estos motivos, los consumidores perciben
estos alimentos como sanos y saludables, pero a menudo no son conscientes de los riesgos derivados
de la presencia en los mismos de patégenos alimentarios que pueden llegar a representar.

De este modo, las frutas, verduras y hortalizas frescas se encuentran cada vez mas implicados en la
aparicion de brotes alimentarios. Tanto es asi que en Estados Unidos, la proporcion de brotes alimen-
tarios en los cuales los vegetales se han identificado como el agente causal ha pasado de menos del
1% en los afos 70 hasta mas de un 6% en los afios 90 (Sivapalasingam et al., 2004). En Australia, las
verduras y hortalizas frescas causaron el 4% de todos los brotes alimentarios notificados entre los afios
2001 y 2005 (Kirk et al., 2008).

Este incremento puede atribuirse a la combinacion de multiples factores. Ademas del ya mencionado
incremento en el consumo per capita de frutas y verduras frescas, existen otros factores importantes
que a menudo se relacionan con la aparicidn de intoxicaciones alimentarias causadas por el consumo
de frutas y verduras. Entre estas causas, puede mencionarse el uso en algunos paises productores de
agentes contaminantes (como estiércol o aguas residuales). Otro factor importante es la cada vez
mayor distancia y duracion del transporte desde el lugar de origen al de consumo, que aumenta la pro-
babilidad de contaminacion y/o proliferacion de los microorganismos contaminantes durante el mismo.
Cabe mencionar también el hecho de que este tipo de alimentos se consume habitualmente crudo y
que el lavado de los mismos antes de su consumo puede no ser una medida eficaz para eliminar la
presencia de microorganismos patogenos (Burnett y Beuchat, 2001). También es importante el hecho
de que cada vez existe una mayor tendencia a la comercializacion de estos productos troceados o con
tratamientos fisicos que eliminan o reducen la proteccion que ofrece la cubierta vegetal. El corte o
rotura de la cubierta vegetal provoca la salida de nutrientes del interior del vegetal que posteriormente
pueden favorecer la multiplicacion bacteriana, siendo asi estos productos mas perecederos.

Més concretamente, dentro de las frutas y verduras, el consumo de frutos obtenidos de Fragaria
spp. (como fresas y fresones) y Rubus spp. (como frambuesas o zarzamoras) ha experimentado en los
Ultimos afios un importante aumento a nivel mundial, lo que ha llevado a que su produccién mundial
alcanzase segun la FAO (Food and Agriculture Organization) en el afio 2009 las 311.959 tm en el
caso de los arandanos/mirtilos, 409.707 tm en el caso de los arandanos rojos, 486.889 tm en el caso
de las frambuesas y 4.178.152 tm en el caso de las fresas. En Espafiia, es especialmente relevante la
importancia de las fresas, ya que segun el FAOstat, se trata (junto con Estados Unidos y Egipto) de
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uno de los principales exportadores mundiales de fresas, y también de frambuesas, de las que Espafia
también es uno de los principales productores mundiales (junto con Serbia y Polonia) (Comisién del
Codex Alimentarius, 2011).

Por todo ello, la Direccién Ejecutiva de la Agencia Espafola de Seguridad Alimentaria y Nutricion
(AESAN) ha solicitado al Comité Cientifico la elaboracion de un informe con relacién a los riesgos
microbioldgicos asociados al consumo de este tipo de productos.

Factores epidemiolégicos que favorecen la aparicion de brotes causados

por productos vegetales

En la cadena que va desde la granja a la mesa, existen numerosos factores que pueden intervenir de
manera decisiva en la seguridad microbioldgica de las frutas y verduras frescas. Asi, factores externos
como el ambiente en el que las plantas crecen, la localizacién geogréfica, el tipo de riego, las especies
de fauna autdctona en contacto con las frutas y verduras o el modo de cosechado juegan un papel
muy importante en el tipo y cantidad de microorganismos que se van a encontrar en la superficie ex-
terna de los productos vegetales (Brackett, 1999). Por otra parte, ciertos pardmetros intrinsecos como
la naturaleza del epitelio vegetal y su cubierta protectora, el pH interior de la planta, y la presencia
de sustancias naturales con potencial efecto antimicrobiano condicionan la cantidad y diversidad de
microbiota enddgena (Burnett y Beuchat, 2001). No obstante, los puntos de la cadena alimentaria que
entrafian un mayor riesgo de contaminacion por agentes patogenos son el cultivo de las frutas y ver-
duras, su procesamiento inicial y la preparacion gastronomica final de los mismos (Lynch et al., 2009).
Trabajos recientes indican que las conexiones entre las bacterias patégenas que pueden contaminar
los alimentos y los productos vegetales pueden ser mas complicadas que la simple transferencia pasiva
(Tyler y Triplett, 2008). De este modo, a pesar de que las bacterias patogenas estan bien adaptadas
para sobrevivir en el intestino de los animales vertebrados, también son capaces de sobrevivir y prolife-
rar con cierta facilidad en algunos tipos de plantas. Este es el caso de patdgenos como Salmonella, que
pueden persistir durante semanas en la superficie vegetal (Lynch et al., 2009). Las bacterias patdgenas,
asi como algunos virus, pueden localizarse en el interior de las plantas basicamente tras penetrar por
la raiz (Hirneisen et al., 2012), y una vez se encuentran en el interior no les afecta ni el lavado ni la des-
infeccion superficial. De este modo, pueden difundir por capilaridad a todas las partes de la planta. En
lo referente a la contaminacion durante la etapa de produccion puede producirse una contaminacion
directa a través de las manos de los manipuladores si éstas no se han lavado correctamente.
Numerosos autores han sefialado que el riesgo mas importante en la epidemiologia de los brotes
alimentarios causados por productos vegetales es una temperatura de almacenamiento inadecuada
(Brackett, 1999) (Burnett y Beuchat, 2001). Especialmente en el caso de los productos importados
desde paises terceros, en los cuales el transporte requiere mucho tiempo debido a su lejania, una tem-
peratura inadecuada favorece tanto el deterioro de los productos como la proliferacion de bacterias
patégenas que a menudo no son propias de nuestra zona geogréfica, lo que dificulta el diagndstico
en caso de producirse un brote alimentario (Beuchat, 1998). La proliferacion de virus y parasitos no es
critica puesto que son particulas inertes fuera de su hospedador. No obstante, atn en el caso de dichos
agentes, la produccion en paises terceros, muy alejados geograficamente, dificulta el diagnéstico y



establecimiento del origen en caso de producirse un brote alimentario. Este hecho se debe a la inexis-
tencia en algunos paises de un sistema fiable de trazabilidad y/o un sistema rapido de alerta como los
existentes en la Unién Europea.

Otro factor importante de riesgo es un lavado y/o desinfeccion superficial poco eficaz. Como norma
general, el lavado de frutas y verduras reduce de manera significativa la contaminacién microbiana
superficial y de este modo prolonga la vida util de las mismas y potencia su seguridad alimentaria. No
obstante, debe tenerse en cuenta que mediante el lavado sélo se elimina una porcién de la microbiota
existente (Burnett y Beuchat, 2001) y que no es igual de efectivo para todos los agentes patogenos.

Existe también un importante factor epidemioldgico tipico de los paises industrializados: el paula-
tino envejecimiento de la poblacién. Cada vez la edad media de la poblacién es mayor, lo que lleva
asociado un mayor nimero de personas con enfermedades crénicas e inmunodeprimidas, que pueden
sufrir intoxicaciones alimentarias causadas por agentes que no serian patégenos para personas jove-
nes y sanas (Beuchat, 1998).

Agentes patégenos causantes de brotes alimentarios asociados al consu-

mo de frutos de Fragaria spp. y Rubus spp.

Los frutos de Fragaria spp. y Rubus spp. se han sefialado como alimentos involucrados en la aparicion
de brotes de gastroenteritis virica y también de hepatitis A (Butot et al., 2009). También se han aso-
ciado a brotes causados por E. coli 0157:H7 (CDC, 2006) y protozoarios (Céceres et al., 1998) (Ho et
al., 2002). Recientemente, en Europa se produjeron varios brotes alimentarios causados por norovirus
a través del consumo de frambuesas congeladas importadas de Polonia, que en conjunto afectaron
a mas de 1.100 personas (Butot et al., 2007). Tal y como se puede observar en la Tabla 1, los brotes
alimentarios de los cuales se tiene constancia causados por el consumo de fresas y frambuesas han
sido provocados principalmente por agentes viricos y por protozoos.
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Tabla 1. Brotes alimentarios documentados causados por el consumo de frutos de Fragaria spp. y Rubus spp.

Alimento implicado  Agente infeccioso Pais Referencia

Mezcla de frutas Virus hepatitis A Canada (CFIA, 2012)*
Frambuesas Virus hepatitis A Reino Unido (Ramsay y Upton, 1989)
Fresas Virus hepatitis A Estados Unidos (Niu et al., 1992)

Fresas Virus hepatitis A Estados Unidos (Hutin, 1997)

Fresas Virus hepatitis A Estados Unidos (Hutin et al., 1999)
Arandanos Virus hepatitis A Nueva Zelanda (Calder et al., 2003)
Zarzamoras Norovirus Alemania (Fell et al., 2007)
Frambuesas Norovirus Finlandia (Sarvikivi et al., 2012)
Frambuesas Norovirus Europa-varios paises  (Butot et al., 2007)
Frambuesas Norovirus Suecia (Hjertqvist et al., 2006)
Frambuesas Norovirus Francia (Cotterelle et al., 2005)
Frambuesas Norovirus Dinamarca (Korsager et al., 2005)
Frambuesas Norovirus Suecia (Le Guyader et al., 2004)
Frambuesas Calicivirus Finlandia (Ponka et al., 1999)
Frambuesas Cyclospora cayetanensis Estados Unidos (Herwaldt y Ackers, 1997)
Frambuesas Cyclospora cayetanensis Estados Unidos (Herwaldt y Beach, 1999)
Frambuesas Cyclospora cayetanensis Estados Unidos (Ho et al., 2002)
Frambuesas Cyclospora cayetanensis Estados Unidos (Caceres et al., 1998)

Fresas Escherichia coli 0157:H7 Estados Unidos (CDC, 2006)

*No se llego a confirmar el brote pero se retiraron las bayas del mercado por estar contaminadas.

Aunque a dia de hoy sélo se conoce un caso de brote causado por patdgenos bacterianos como conse-
cuencia del consumo de fresas y frambuesas, el riesgo de que esto ocurra no debe minimizarse, ya que las
vias de contaminacion de estas frutas por virus entéricos y por patégenos bacterianos como Salmonella o
Escherichia coli 0157:H7 son, en términos globales, las mismas (Bialka y Demirci, 2008). Ademas trabajos
experimentales han demostrado que tanto Salmonella como Escherichia coli 0157:H7 pueden sobrevivir
en la superficie de fresas durante al menos siete dias (Knudsen et al., 2001). Cabe destacar, sin embargo,
que la supervivencia del virus de la hepatitis A en superficies inertes no porosas es de hasta 60 dias y en
superficies porosas de hasta 30 dias (Abad et al., 1994). Aunque no existen datos de su supervivencia en
fresas u otras frutas similares sin procesar, se estima que pueda ser bastante mas elevada que la de las
mencionadas bacterias, lo cual podria contribuir a su mayor incidencia en brotes transmitidos por estos
alimentos. El principal reservorio de Escherichia coli 0157:H7 es el ganado vacuno (Doyle et al., 1997), por
lo que es un riesgo para aquellas bayas que se cultivan a nivel del suelo, a las que puede acceder a través
de la fertilizacién con estiércol no tratado o a través de aguas de riego contaminadas. Adicionalmente,
tampoco debe descartarse que en el futuro se produzcan intoxicaciones causadas por otras especies
bacterianas como Listeria monocytogenes o Bacillus cereus, que a pesar de no tener constancia de que
hayan causado ningtin brote a través de la ingestion de este tipo de frutas, si lo han provocado tras la
ingestion de otros tipos de vegetales frescos (Beuchat, 1998).



En el caso de la contaminacion virica, ademés de la causada por el contacto con heces portadoras
de virus, las personas que presentan vomitos pueden ser una importante fuente de contaminacion si no
extreman las medidas higiénicas. Dichas medidas incluyen no sélo la limpieza de las manos, sino también
la de las superficies y utensilios potencialmente contaminados por los aerosoles que se originan con los
vomitos, puesto que contienen grandes concentraciones viricas, en especial en el caso de infecciones por
norovirus (Widdowson et al., 2005). Cabe ademas afiadir que las medidas higiénicas deben ser perma-
nentes y no sélo en etapas de infeccion reconocida puesto que existen muchos casos de portadores asin-
tomaticos e incluso en el caso particular del virus de la hepatitis A la excrecion del virus en las heces es
maxima cuando todavia no se han manifestado los sintomas de la enfermedad (Pintd et al., 2012). Como
se puede observar en la Tabla 1, los virus que mas frecuentemente se han identificado como el agente
causal de brotes derivados de la ingesta de fresas y frambuesas, son el virus de la hepatitis A y norovirus.
A diferencia de los agentes bacterianos, los virus entéricos no se pueden multiplicar en el interior o sobre
los vegetales y éstos sélo pueden servir como vehiculo de transmision (Beuchat, 1998). Los tratamientos
desinfectantes comtnmente aplicados a las fresas y frambuesas suelen ser insuficientes para eliminar o
inactivar los virus entéricos (Butot et al., 2008). El hecho de que algunos de los brotes viricos incluidos en
la Tabla 1 se hayan producido como consecuencia del consumo de productos congelados durante varios
meses, demuestra claramente que la congelacion no inactiva dichos virus (Falkenhorst et al., 2005) (Butot
et al., 2008). Mas bien al contrario la congelacion, y cuanto mas baja la temperatura mejor, es el mejor
método para preservar la infectividad de los virus desnudos.

La contaminacion por protozoos ocurre normalmente a través del agua de riego o por contacto con
heces, ya sea estiércol, heces humanas o heces de animales domésticos. Establecer normas generales
respecto a estos agentes es complejo, ya que los ciclos de cada parasito difieren entre si, por lo que
las rutas necesarias para llegar a infestar a las personas a través de las fresas o frambuesas no son
facilmente estandarizables. Habitualmente, los protozoos llegan a la superficie vegetal a través de
aguas superficiales empleadas en el riego o por contacto con estiércol en aquellos paises en los que
se usa como fertilizante (Beuchat, 1998). También es un factor importante a tener en cuenta el hecho
de que debido a que algunos variedades de estas frutas se cultivan en climas tropicales, a través de su
consumo podemos exponernos a enfermedades propias de este clima (Nobrega et al., 2009).

Prevencion de brotes provocados por frutos de Fragaria spp. y Rubus spp.

Es importante tener en cuenta que ninguno de los tratamientos que actualmente se utilizan en la
desinfeccion de las frutas, es totalmente efectivo para la eliminacién de todos los patdgenos mencio-
nados en la Tabla 1. Ello se debe a que dichos tratamientos estan principalmente disefiados para la
eliminacién bacteriana y en general, tanto virus como parasitos son mas resistentes que las bacterias.
Por este motivo, las medidas preventivas mas eficaces para evitar la aparicién de brotes alimentarios
como consecuencia del consumo de este tipo de frutas deben estar orientadas a evitar o minimizar el
riesgo de que los agentes patogenos causantes de brotes puedan contaminar dichas frutas a lo largo
de la cadena que va de la granja a la mesa.

Aln asi, es importante sefialar que algunos desinfectantes o tratamientos desinfectantes si tienen
cierta actividad frente a estos agentes patdgenos. En el caso de los patdgenos bacterianos, existe una
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mayor variedad de agentes quimicos que pueden ser utilizados para su desinfeccion, tales como com-
puestos clorados, yodados, acidos organicos o compuestos de amonio cuaternario. Mediante el uso de
estos agentes desinfectantes, se puede incrementar hasta 100 veces la eficacia del lavado para reducir
la contaminacion bacteriana superficial (Beuchat, 1998). No obstante, atin con el empleo de agentes
desinfectantes la eliminacion de la microbiota superficial no es completa. Existen patégenos que son
resistentes a los desinfectantes empleados (por ejemplo Listeria monocytogenes es mucho mas resis-
tente a los desinfectantes clorados que Salmonella), y ademas existen zonas concretas de la epidermis
vegetal que presentan una estructura morfolégica hidrofoba, a las cuales el desinfectante no puede
acceder (Burnett y Beuchat, 2001). Esto ocurrird en mayor medida, todavia, si el agente microbiano
no se encuentra en la superficie vegetal, sino en el interior de los tejidos, a los cuales puede acceder a
través de roturas en la epidermis vegetal o a través de la raiz.

La desinfeccién con compuestos de amonio cuaternario o HCl a concentraciones (1:100) se conside-
ra también efectiva en la inactivacion del virus de la hepatitis A (Fiore, 2004). También se ha conside-
rado una buena opcién para la eliminacion de algunos tipos de virus el uso de compuestos fenolicos
a concentraciones altas (Gulati et al., 2001). No obstante, este uso sélo debe considerarse para la
desinfeccion de las superficies de instrumental, ya que altera de manera importante las caracteristicas
organolépticas de las frutas frescas. Asi pues, a pesar de algunas excepciones, de manera general
la efectividad de los agentes desinfectantes clasicos no es buena para la eliminacion de virus ni de
ooquistes de protozoos (Beuchat, 1998). Esto hace necesario considerar otras opciones mas efectivas
contra los agentes que de manera mas habitual estan involucrados en la aparicion de brotes alimenta-
rios consecuencia de la ingesta de este tipo de frutas.

Agentes que han demostrado tener efectividad contra los virus entéricos y los oocistos/ooquistes de
algunos protozoos como Cryptosporium parvum o Giardia son el ozono y el diéxido de cloro, gracias
a su potente accion oxidante (Peeters et al., 1989). Por este motivo, algunos autores han propuesto
el uso de agua ozonizada a concentraciones de 2-3 ppm para la desinfeccion de fresas y frambuesas
(Beuchat, 1998).

También se ha demostrado que la irradiacién presenta actividad frente a los agentes parasitarios
(Loaharanu y Murrell, 1994), asi como para la inactivacion de virus entéricos. No obstante, la dosis
de radiacion necesaria para conseguir la eliminacion de dichos virus entéricos es alta y por lo que se
desaconseja su uso en alimentos (Mallet et al., 1991).

Otros autores han sefialado como alternativas la utilizacion de métodos fisicos, como los tratamien-
tos térmicos o la liofilizacion al vacio (Butot et al., 2009). Estos métodos son especialmente interesan-
tes para aquellas frutas que no se van a consumir en fresco o como ingredientes de alimentos mini-
mamente procesados, ya que presentan una actividad importante frente a contaminantes bacterianos,
viricos y protozoarios. A pesar de que los virus pueden permanecer infectivos largos periodos de tiempo
(mas de un mes) en el exterior a temperatura ambiente, el calentamiento de los alimentos a tempe-
raturas superiores a los 85 °C durante un minuto es efectivo para la inactivacion del algunos virus
como el de la hepatitis A (Fiore, 2004). Sin embargo, cabe destacar que algunos virus entéricos, como
el virus de la hepatitis A, resisten perfectamente bien la desecacion (Abad et al., 1994). Por lo tanto la
desecacion de fresas, frambuesas y otras frutas como método para inactivar virus no ofrece garantias.



Con respecto a los ooquistes de protozoos, se ha demostrado que los de Cyclospora cayetanensis no
pueden esporular tras haber sido sometidos a congelacion a -18 °C durante 24 horas, ni después de
ser calentados a 60 °C durante una hora (Sterling y Ortega, 1999). Los ooquistes de este protozoo
son también muy sensibles a la desecacion, de forma que sus paredes no resisten mas de 15 minutos
en ambiente seco (Chacin-Bonilla y Barrios, 2011), lo cual hace muy improbable que estos ooquistes
puedan ser transmitidos por fresas o frambuesas u otras frutas desecadas o liofilizadas.

Existen también métodos fisicos como el uso de altas presiones, eficaz tanto contra los contaminan-
tes bacterianos como contra virus, como el de la hepatitis A (Fiore, 2004). No obstante esta metodolo-
gia, ademas de tener un coste elevado, es Util para zumos, mermeladas o gelatinas pero no para frutas
frescas, ya que dafia sus tejidos (Malinowska-Panczyk y Kolodziejska, 2010). Otra opcién la constituye
el uso de pulsos de luz ultravioleta (Bialka y Demirci, 2008), que muestran niveles de actividad simila-
res a los desinfectantes mas efectivos, al menos para la eliminacion de patdgenos bacterianos como
Salmonella o Escherichia coli 0157:H7. Este procedimiento también se ha mostrado eficaz para la
eliminacion de hongos en la superficie de frambuesas (Lagunas-Solar et al., 2006).

Asi pues, teniendo en cuenta que no existe un tnico método de desinfeccion que sea eficaz frente a
todos los tipos de potenciales patégenos, deben considerarse cruciales para la prevencion de los brotes
alimentarios producidos por frutos obtenidos de Fragaria spp. y Rubus spp. las medidas profilacticas
encaminadas a evitar la contaminacion de las mismas. Para ello juegan un papel importante factores
relacionados con el crecimiento de las plantas, su procesado, el transporte y la preparacién culinaria.
En concreto, son de especial relevancia los siguientes aspectos:

1.La calidad del agua. El agua utilizada en el riego como soporte para la aplicacién de tratamientos

a las plantas, o en el lavado de los productos tras su recoleccion, puede ser una importante fuente
de contaminacion tanto bacteriana como virica o protozoaria. Asimismo también es muy impor-
tante el sistema de riego empleado, ya que a diferencia del riego por aspersion, que moja toda la
planta, incluidas las frutas, el riego por goteo evita el contacto del agua regante con dicha fruta.

2. Aislamiento de la materia fecal. Es muy importante aislar las frutas y verduras tanto del estiércol,

como de las heces de animales domésticos, silvestres o de las heces humanas. Para ello es esencial
que especialmente en aquellos tipos de plantas cuyas frutas se encuentren cerca del suelo, se
establezcan barreras fisicas que impidan el contacto con el mismo, como por ejemplo plasticos.
En el caso de que exista riesgo de que las frutas hayan podido estar en contacto con materia
fecal, es muy importante no utilizarlas para trocear, pelar, cortar o utilizar como ingrediente en
cualquier alimento minimamente procesado, ya que el riesgo para los consumidores aumentaria
significativa.

w

. Correcto lavado y desinfectado. Tanto el lavado como la desinfeccién de las frutas y verduras
reduce la carga microbiana superficial de las mismas. No obstante, atin en el caso de los patdge-
nos bacterianos, estas medidas preventivas no son totalmente eficaces en la eliminacion de los
mismos, especialmente si se encuentran en el interior de los productos. Se debe tener presente
ademas que tal y como ya se ha mencionado, los protozoos y virus son generalmente resistentes
a los agentes desinfectantes empleados, por lo que el lavado de desinfeccion de estas frutas sélo
contribuye a reducir la contaminacion superficial. Es importante también tener en cuenta que la
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superficie de las fresas, frambuesas, zarzamoras, etc., no es lisa, que presentan en sus superficies
estructuras morfoldgicas hidréfobas que dificultan el acceso del agua de lavado y el desinfectante
empleado.

4. Almacenamiento a temperaturas correctas. Un almacenamiento a temperaturas suaves y ade-
cuadas a la especie vegetal concreta reduce la velocidad de deterioro de los vegetales y la de
proliferacion de las posibles bacterias contaminantes que se encuentren en él. Se deben adoptar
especiales precauciones en aquellos productos cortados o mondados en los cuales se haya mo-
dificado la cubierta vegetal externa, lo cual favorece la contaminacion bacteriana. Con caracter
general, en los productos cortados, mondados o pelados se debe considerar su transporte y alma-
cenamiento en refrigeracion.

Ul

. Buenas practicas higiénicas por parte de los manipuladores. Una correcta higiene, en especial
de las manos de los manipuladores es crucial para reducir la aparicion de brotes alimentarios.
Ademas hay que tener en cuenta que existen portadores asintomaticos de Salmonella, norovirus
o virus de la hepatitis A. De hecho en este Ultimo caso la excrecion del virus en las heces es maxi-
ma cuando todavia no se han manifestado los sintomas de la enfermedad evidenciando que las
medidas higiénicas deben ser permanentes y no sélo en etapas de infeccién reconocida.

6. Impedir el acceso de animales e insectos a los frutos mencionados, en especial a aquellos que ya

se han lavado y/o desinfectado. Para ello es muy importante el uso de envases aislantes durante

la comercializacion y tener especial cuidado durante la produccién, en aquellos casos como la
fresa que se cultivan al nivel del suelo.

Conclusiones del Comité Cientifico

Dadas las circunstancias epidemioldgicas y las particularidades de la produccion de frutos obtenidos
de Fragaria spp. y Rubus spp., muchos de los cuales se producen en paises que en algunos casos
presentan elevadas prevalencias de enfermedades viricas o parasitarias, es previsible que el nimero
de brotes provocados por estas frutas continlie aumentando en los proximos afos si no se adoptan
medidas especificas para su prevencion.

Dichas frutas, debido a su elevada actividad del agua y su superficie rugosa, son alimentos propen-
sos para que en ellos proliferen bacterias patdgenas, por lo que un lavado y desinfeccion adecuado es
recomendable. Teniendo en cuenta ademas la alta supervivencia de los virus entéricos y parasitos que
han dado lugar a brotes documentados provocados por el consumo de estas frutas, seria conveniente
complementar dicho lavado y desinfeccién con tratamientos que sean capaces de al menos reducir la
carga de virus y protozoos, como podria ser el lavado con agua ozonizada o con diéxido de cloro. Otras
opciones interesantes a considerar serian la irradiacion de aquellas frutas que procedan de zonas en
las cuales es mas frecuente la presencia de norovirus o virus de la hepatitis A, o la congelacion de
aquellas que procedan de paises en los cuales la presencia de Cyclospora cayetanensis es enzodtica.

Dada la dificultad para eliminar virus y protozoos de la superficie de los frutos obtenidos de Fragaria
spp. Y Rubus spp., parece adecuado hacer especial énfasis en potenciar las buenas practicas higiénicas
durante la produccién para evitar la contaminacion de los mismos. En este sentido, es especialmente
importante prevenir el contacto con heces o estiércol sin tratar, el uso de barreras fisicas que separen



el fruto del suelo, la utilizacién de agua potable para el riego y el lavado y la utilizacién de sistemas
como el riego por goteo que eviten el contacto entre el agua de riego y la fruta. En el caso de las super-
ficies e instrumental que entren en contacto con las frutas, es interesante la utilizacion de compuestos
fendlicos a altas concentraciones y el uso de pulsos de luz ultravioleta.

Es indispensable disefiar un sistema de trazabilidad protocolizado, a ser posible aceptado inter-
nacionalmente, para que en aquéllos casos en los que se produzca un brote alimentario se pueda
determinar rapidamente el agente causal y adoptar medidas correctoras adecuadas. Asimismo, es de
vital importancia el contar con métodos rapidos y fiables de identificacion de los principales agentes
implicados en la aparicion de brotes alimentarios como consecuencia del consumo de estas frutas, asi
como métodos de diagnéstico que permitan una respuesta rapida y adecuada en caso de producirse
un brote.
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Escherichia coli es la especie predominante de la microbiota normal aerobia y anaerobia facultativa del
tubo digestivo en muchas especies de animales y se elimina por las heces al exterior. Se puede encontrar
en el medio ambiente ya que es capaz de sobrevivir durante cierto tiempo en el agua y los alimentos, de
manera que su aislamiento en los mismos es un indicador de contaminacién fecal. Aunque la mayoria
de las cepas de E. coli son comensales e incluso beneficiosas, algunas son patégenas y pueden producir
importantes infecciones entéricas (diarrea, colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico) o extrain-
testinales (infecciones del tracto urinario, bacteriemias o septicemias, meningitis, peritonitis, mastitis, e
infecciones respiratorias y de heridas) en seres humanos y animales.

El grupo de los E. coli verotoxigénicos (VTEC), también denominados productores de toxinas Shiga
(STEC) y enterohemorragicos (EHEC), muy especialmente las cepas altamente virulentas del serotipo
0157:H7, son patdgenos importantes que causan patologias muy graves en seres humanos: colitis he-
morragica (CH) y el sindrome urémico hemolitico (SUH). Los rumiantes, especialmente el ganado vacuno,
constituyen el principal reservorio de este tipo de microorganismos, siendo la carne picada, las hambur-
guesas y los vegetales que se consumen crudos o ligeramente cocinados los principales vehiculos de
transmision.

En consecuencia, deben ponerse en marcha las medidas preventivas necesarias que cubran toda la
cadena alimentaria: buenas practicas agricolas, programas de bioseguridad en explotaciones animales,
buenas practicas de higiene y de inspeccién en mataderos, buenas practicas en el procesamiento de
vegetales para consumo en fresco, incorporacion por parte de los operadores de las industrias alimen-
tarias de procedimientos permanentes basados en los principios del Andlisis de Peligros y Puntos de
Control Critico (APPCC), formacion y educacion de los consumidores en buenas practicas de conser-
vacion y cocinado de los alimentos. Todas estas medidas deberian contribuir a minimizar la incidencia
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de esta toxiinfeccion alimentaria en la poblacion humana. Ademas, todo ello deberia ir acompanado
de protocolos de andlisis especificos que permitan la deteccion rapida e inequivoca de las cepas im-
plicadas, y muy especialmente de las altamente virulentas pertenecientes a los serotipos: 0104:H4,
0157:H7, 026:H11, 0103:H2, 0111:H8, 0121:H19 y 0145:H-.

Palabras clave

E. coli enterohemorragica, E. coli enteroagregativa, toxina Shiga, 0104:H4, 0157:H7.

Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (AESAN) on preventative measures and applicable recom-
mendations for avoiding possible food-borne infections caused by strains
of verotoxigenic/Shiga toxin-producing/enterohemorrhagic Escherichia coli
(VTEC/STEC/EHEC).

Escherichia coli is the predominant species of normal aerobic and facultative anaerobic microbiota
found in the digestive tract of many species of animals, and it is expelled from the body through faeces. It
can be found outside the body as it can survive for a certain period in water and in food. Its isolate in these
elements is indicative of faecal contamination. Although most strains of E. coli are commensals and even
beneficial, some are pathogens and can cause serious enteric infections (diarrhoea, hemorrhagic colitis,
haemolytic uraemic syndrome) or extraintestinal infections (urinary tract infections, bacteraemia or sep-
ticaemia, meningitis, peritonitis, mastitis, and respiratory and wound infections) in humans and animals.

The verotoxigenic E. coli (VTEC) group, also known as Shiga toxin-producing E. coli (STEC) and ente-
rohemorrhagic E. coli (EHEC), especially the highly virulent strains of the serotype 0157:H7, is a dan-
gerous group of pathogens which causes very serious diseases in human beings: hemorrhagic colitis
(HC) and the haemolytic uraemic syndrome (HUS). Ruminants, especially cattle, are the main reservoir
of this type of micro-organism, while the primary means of transmission are minced meat, hamburgers
and vegetables which are consumed raw or lightly cooked.

The necessary preventative measures, covering the whole food chain, should consequently be put in
place. These include: good farming practices, biosafety programmes in farms with livestock, good hygiene
and abattoir inspection practices, and good practices in vegetable processing for fresh consumption. Also,
workers in the food industry must adopt procedures based on the principles of Hazard Analysis & Critical
Control Points (HACCP), and consumers must be taught the good practices of preserving and cooking
food. All of these measures should help minimise the incidence of this food poisoning in human popu-
lations. These measures should, furthermore, be combined with specific analysis protocols which enable
quick and accurate detection of the strains involved, and more specifically, the highly virulent strains
belonging to the serotypes: 0104:H4, 0157:H7, 026:H11, 0103:H2, 0111:H8, 0121:H19 and 0145:H-

E. coli enteroahemorragic, E. coli enteroaggregative, Shiga toxin, 0104:H4, 0157:H7.



1. Fundamentos de la peticion
Escherichia coli es una enterobacteria ubicua que forma parte, como especie predominante, de la mi-
crobiota normal aerobia y anaerobia facultativa del tubo digestivo en la mayor parte de los mamiferos
y las aves. E. coli se excreta con las heces de manera abundante, en un alto porcentaje sobrevive en el
exterior, incluso durante largos periodos de tiempo. Por ese motivo, es posible su presencia en el medio
ambiente, siendo por ello su aislamiento un indicador de contaminacién fecal. Si bien la mayoria de las
cepas de E. coli son miembros no patdégenos de la microbiota intestinal, donde juega un papel inocuo
o incluso beneficioso para el hospedador, algunas cepas son patdgenas debido a la adquisicion de
factores de virulencia especificos que les confieren la capacidad de producir una amplia variedad de
infecciones en seres humanos y animales, tanto de tipo entérico (diarreas, disenteria, colitis hemorrégi-
ca, sindrome urémico hemolitico y enfermedad de los edemas) como extraintestinales (infecciones del
tracto urinario, bacteriemias o septicemias, meningitis, peritonitis, mastitis, e infecciones respiratorias
y de heridas).

En base a los mecanismos de patogénesis y los factores de virulencia que poseen los E. coli diarrea-
génicos se han englobado en seis grupos o categorias:

1. Escherichia coli enteropatogénicos (EPEC).

2. Escherichia coli enterotoxigénicos (ETEC).

3. Escherichia coli enteroinvasivos (EIEC).

4. Escherichia coli enterohemorragicos, verotoxigénicos o productores de toxinas Shiga (EHEC/VTEC/

STEC).
5. Escherichia coli enteroagregativos (EAEC).
6. Escherichia coli con adherencia difusa (DAEC).

El grupo de los EHEC/VTEC/STEC, es un grupo de cepas de E. coli capaces de producir toxinas, muy
similares a la toxina producida por Shigella dysenteriae tipo 1. En este grupo se han descrito dos tipos
de toxinas: la toxina Shiga 1 (Stx1) o verotoxina 1 (VT1), que difiere de la verdadera toxina Shiga en
uno a siete aminoacidos y la toxina Shiga 2 (Stx2) o verotoxina 2 (VT2), que comparte un 60% de
homologia con Stx1. A pesar de estas diferencias con la verdadera toxina Shiga (Stx) se consideran que
todas las toxinas Stx1y Stx2 pertenecen a la familia de las toxinas Shiga, de ahi la denominacion de
E. coli productoras de toxinas Shiga (STEC). Las toxinas Stx activas pueden detectarse utilizando el test
de toxicidad en células Vero, por lo que también se denomina a este grupo como E. coli verotoxigénicos
o productores de verotoxinas (VTEC). Las toxinas Shiga (verotoxinas) de E. coli pueden producir dife-
rentes cuadros sintomaticos en los seres humanos que varian desde diarrea leve a colitis hemorragica
(CH), puede progresar a sindrome urémico hemolitico (SUH) acompafado de anemia hemolitica mi-
croangiopatica, trombocitopenia y fallo renal agudo grave. Este cuadro clinico es el que ha hecho que
este grupo de E. coli se denominen a menudo E. coli enterohemorrégico (EHEC).

Los rumiantes han sido identificados como el principal reservorio de cepas de E. coli verotoxigénicas
o productoras de toxinas Shiga (de aqui en adelante STEC). No obstante, aunque el ganado vacuno es,
con toda probabilidad, la fuente mas importante de infecciones humanas (carne y productos lacteos
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de vacuno, vegetales y agua contaminados con heces de vacuno), los STEC se han aislado también del
ganado ovino y caprino y también de rumiantes silvestres (corzos, ciervos, gamos). La materia fecal de
los rumiantes esta reconocida como la fuente ultima de un gran porcentaje de infecciones humanas
por STEC. Esta puede contaminar la carne durante el sacrificio en matadero, puede ser arrastrada a rios,
lagos o fuentes de agua de bebida, o puede depositarse en frutas y verduras por el uso de abonos orga-
nicos o por uso de agua de riego contaminada con aguas residuales. Algunos animales como insectos,
aves, roedores y otros silvestres, pueden transportar esas bacterias desde las heces al agua de bebida
y los alimentos. Ademas, las cepas STEC pueden ser ingeridas inconscientemente por las personas que
interacttan o trabajan con animales.

Los seres humanos, por tanto, pueden infectarse a través del contacto directo con una persona in-
fectada o un animal portador, o indirectamente a través del medio ambiente, alimento, agua de bebida
0 agua superficial que contenga material fecal contaminada con STEC de origen humano o animal. Por
tanto, las medidas preventivas para evitar las infecciones por STEC deben ponerse en marcha a lo largo
de toda la cadena alimentaria, mediante la adopcién de buenas practicas agricolas, programas de bio-
seguridad en explotaciones animales, higiene en mataderos, formacion y educacion de manipuladores
y consumidores, utilizando medidas de autocontrol y gestion de la seguridad alimentaria encaminadas
al control de este agente de peligro. Ademas, todo ello deberia ir acompafiado de técnicas de analisis
especificas que permitan la deteccion rapida e inequivoca de las cepas implicadas.

Aunque la red de Vigilancia Epidemioldgica y de Control de Enfermedades Transmisibles en la
Comunidad fue creada por la Decision 2119/98/CE (UE, 1998), no es hasta la Decision 2009/312/CE
(UE, 2009), relativa a las redes especializadas de vigilancia de enfermedades transmisibles, cuando
aparecen las infecciones por E. coli enterohemorragico como enfermedad de transmision alimentaria.
A consecuencia de esta disposicion, los datos de casos de infeccion por STEC en humanos deben noti-
ficarse trimestralmente al sistema de vigilancia europeo (TESSy), aunque es necesario tener en cuenta
que la mayoria de los paises se basan Gnicamente en la vigilancia del serogrupo 0157. De acuerdo
con la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), la vigilancia deberia extenderse a otros
serogrupos, principalmente 026, 0103, 0104, 0111 y 0145, que se han identificado como los mas
frecuentes en los andlisis periddicos realizados en Europa.

El Reglamento (CE) N° 2073/2005 (UE, 2005) y su modificacion (Reglamento (CE) N° 1441/2007)
(UE, 2007), relativo a los criterios microbiolégicos aplicables a los productos alimenticios, ha estable-
cido hasta el momento un criterio de seguridad alimentaria para E. coli en moluscos bivalvos vivos y
equinodermos, tunicados y gasterépodos vivos, en su periodo de vida Util, E. coli es un microorganismo
que también se emplea como criterio de higiene, como indicador de contaminacion fecal y/o del nivel
de higiene de los establecimientos de elaboracion de diferentes categorias de productos alimenticios
(frutas y hortalizas troceadas listas para el consumo, queso elaborado a base de leche o suero some-
tido a tratamiento térmico, mantequilla y nata elaboradas a partir de leche cruda o leche sometida a
tratamiento térmico inferior a la pasteurizacion, carne picada, carne separada mecanicamente, prepa-
rados de carne, etc.); para ello se lleva a cabo un recuento en placa mediante método microbiolégico
validado (el Reglamento establece el método ISO de referencia para llevar a cabo los ensayos). Por otro
lado, el punto 14 del Reglamento (CE) N° 2073/2005 indica que es poco probable que la aplicacion de



normas microbiolégicas para STEC 0157 en el producto final produzca reducciones significativas del
riesgo asociado para los consumidores. No obstante, el establecimiento de directrices microbiolégicas
destinadas a reducir la contaminacion fecal a lo largo de la cadena alimentaria puede contribuir a
reducir los riesgos para la salud pablica, incluidos los producidos por la presencia de STEC.

2. Términos de referencia

Se requiere que el Comité Cientifico realice una valoracién al respecto de las posibles medidas de
prevencion y recomendaciones aplicables para evitar posibles infecciones alimentarias por E. coli y
mas concretamente por STEC.

1. Identificacion del peligro

E. coli son bacilos cortos Gram negativos con forma de baston, anaerobios facultativos, méviles por
poseer flagelos peritricos y no forman esporas. Se desarrolla bien en medios ordinarios a temperaturas
de 20 a 40 °Cy pH de 6 a 8. Es el habitante natural del intestino de mamiferos y aves, y se excreta dia-
riamente con las heces de manera abundante y un alto porcentaje de los microorganismos sobreviven
en el exterior, al menos inicialmente. Por ese motivo, es posible su presencia en el medio ambiente, ya
que es capaz de sobrevivir durante cierto tiempo en el agua y en los alimentos, siendo por ello su aisla-
miento un indicador de contaminacion fecal reciente.

Utilizando el sistema de clasificacion antigénica propuesto por Kauffman, en la actualidad se re-
conocen en E.coli del orden de 180 antigenos somaticos (01 a 0185) y 56 antigenos flagelares (H1
a H56) (EFSA, 2011) y, aunque las posibles combinaciones O:H son numerosas, tan sélo algunas son
frecuentes entre las cepas patdgenas (http://www.usc.es/ecoli/E.coli2.html). La determinacion de estos
antigenos se realiza por técnicas de aglutinacién usando antisueros absorbidos para evitar las reaccio-
nes cruzadas (Guinée et al., 1981) (Orskov y Orskov, 1984) (Ewing, 1986).

Las cepas patogenas de E. coli poseen diferentes tipos de factores de virulencia que contribuyen
conjuntamente a potenciar su patogenicidad; esto motiva que la virulencia de E. coli sea considerada
como un fenémeno multifactorial. Entre dichos factores de virulencia cabe destacar la capacidad de
producir toxinas, la expresion de adhesinas que facilitan la adherencia a las superficies corporales, la
facultad de invadir diferentes tejidos, o la resistencia al suero y a la fagocitosis.

Aunque las cepas de E. coli que causan infecciones en seres humanos y animales pueden compartir
determinados factores de virulencia, en general, presentan diferentes serotipos y poseen adhesinas
especificas que son responsables de su especificidad de huésped. Por lo tanto, las cepas de E. coli pa-
togenas para seres humanos no suelen producir infecciones en animales y viceversa. No obstante, se
ha comprobado que los animales pueden ser un reservorio de E. coli patégenos para las personas. Asi,
los E. coli verotoxigénicos (STEC) que causan colitis hemorragica (CH) y el sindrome urémico hemolitico
(SUH) en humanos, forman parte de la microbiota normal de los rumiantes donde se comportan, en la
mayor parte de los casos, como comensales.

En base a los mecanismos de patogénesis y sus factores de virulencia, las cepas de E. coli causantes
de diarrea se clasifican en seis patotipos:
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1. Escherichia coli enteropatogénicos (EPEC).

2. Escherichia coli enterotoxigénicos (ETEC).

3. Escherichia coli enteroinvasivos (EIEC).

4. Escherichia coli enterohemorragicos, verotoxigénicos o productores de toxinas Shiga (EHEC/VTEC/
STEC).

5. Escherichia coli enteroagregativos (EAEC).

6. Escherichia coli con adherencia difusa (DAEC).

De todas ellas, la EHEC/VTEC/STEC ha sido la que mas se ha relacionado con enfermedades transmiti-
das por alimentos (Nataro y Kaper 1998) (Lee, 2004) (FSAI, 2005) (EFSA, 2007a, 2007b).

Las cepas STEC que causan infecciones en los seres humanos pertenecen a un amplio niimero de
serotipos O:H (se han descrito mas de 400 serotipos) (http://www.usc.es/ecoli/SEROTIPOSHUM.htm).
La mayoria de los brotes y casos de SUH han sido atribuidos al serotipo 0157:H7, por lo que dada la
importancia clinica de este serotipo, es comun hablar de dos categorias dentro de los STEC: STEC 0157
y STEC no-0157.

En conjunto, los Estados miembros de la Union Europea (UE) notificaron 16.263 casos de infeccion
humana por STEC durante el periodo 2005-2009. En 2009 se declararon 3.573 casos, lo que supuso
un incremento del 13% con respecto al 2008. El ratio de notificacién para la UE en 2009 fue de 0,75
por cada 100.000 habitantes. En 2010, se declararon un total de 4.000 casos confirmados de VTEC
en humanos por 25 Estados miembros, lo que representa un aumento del 12,0% en comparacién con
2009 (3.573). La tasa de notificacion de la UE fue de 0,83 por 100.000 habitantes, lo cual es también
ligeramente superior a 2009 (0,75 por 100.000 habitantes) (EFSA/ECDC, 2012).

El serogupo 0157 ha sido el mas frecuentemente declarado en los afios 2008 y 2009, representando
el 52% de los casos confirmados con serotipos establecidos. Al analizar este dato hay que tener en
cuenta el hecho de que muchos laboratorios centran sus técnicas de diagnéstico en la deteccion de
STEC 0157 Ginicamente (ECDC/EFSA, 2011). En 2010, como en afios anteriores, el serogrupo VTEC mas
comUnmente identificado fue 0157 (N=1.501), con una disminucién del 18,8% en comparacién con
2009 (N=1.848).

La materia fecal de rumiantes esta reconocida como la fuente original de un gran porcentaje de
infecciones humanas por STEC. La materia fecal puede contaminar la carne durante el sacrificio en
matadero, puede ser arrastrada por corrientes de agua a lagos o fuentes de agua de bebida, o puede
depositarse en frutas y verduras por el uso de abonos organicos o por uso de agua de riego contami-
nada con aguas residuales. Algunos animales como insectos, aves, roedores y otros silvestres, pueden
transportar esas bacterias desde las heces al agua de bebida y los alimentos. Los seres humanos, por
tanto, pueden infectarse a través del contacto directo con una persona infectada o un animal portador,
o indirectamente a través del medio ambiente, alimento, agua de bebida o agua superficial que conten-
ga material fecal contaminada con STEC de origen humano o animal (Mora et al., 2011).

Los alimentos que se asocian mas frecuentemente con brotes o casos de enfermedades en el hom-
bre por E. coli 0157:H7 incluyen: frutas y hortalizas consumidas en fresco (lechuga, rdbanos, alfalfa,
etc.); zumos de naranja y manzana no pasteurizados en los cuales, a pesar de poseer un pH de 3,4 el



microorganismo puede sobrevivir durante varios dias; carne parcialmente cocinada como hamburgue-
sas poco hechas; agua contaminada; leche recién ordefada y productos derivados como mayonesa,
yogur y quesos (Riley et al., 1983) (Lee, 2004) (OMS 2005) (EFSA, 2007b) (OMS, 2008).

2. Caracterizacion del peligro

Las caracteristicas de virulencia del grupo STEC varia de unas cepas a otras, pero todas por definicion
producen uno o los dos tipos de verotoxinas VT1/Stx1 y/o VT2/Stx2 que estan codificadas en el genoma
de profagos. Ademas, se describen varias variantes en cada una de las ramas Stx en base a sus dife-
rencias fenotipicas, actividad bioldgica y propiedades de hibridacion. Existen diferentes sistemas de
nomenclatura para las variantes Stx y sus genes codificadores, pero en el 7th International Symposium
on Shiga Toxin (Verocytotoxin)-producing Escherichia coli infection, que tuvo lugar en 2009 en Buenos
Aires, se acordd un consenso de nomenclatura en el que se establecen dos tipos de Stx (Stx1, Stx2), tres
subtipos Stx1 (Stx1a, Stx1¢, Stx1d) y siete subtipos Stx2 (Stx2a, Stx2b, Stx2¢, Stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2g).
La capacidad de los STEC para causar enfermedad en los seres humanos esta claramente relacionada
con el tipo y subtipo de toxinas. Stx2 es la toxina mas potente, siendo los subtipos Stx2a y, en menor
medida, Stx2d y Stx2c los cominmente asociados a SUH (Friedrich et al., 2002) (Feng et al., 2011).

Las cepas STEC pueden presentar factores de virulencia adicionales. El mas importante es la inti-
mina, proteina de la membrana externa responsable de la adhesion intima de las bacterias al epitelio
intestinal. La intimina se encuentra codificada en el gen eae que forma parte de la isla de patogenici-
dad cromosémica denominada Locus for Enterocyte Effacement (LEE). El gen eae esta presente en las
cepas de algunos de los serotipos mas virulentos: 0157:H7, 026:H11, 0103:H2, 0111:H8 y 0145:H-.
Otro factor de virulencia importante es la enterohemolisina (ehxA) codificada en el plasmido EHEC.
La presencia del LEE y el plasmido EHEC son marcadores de las cepas clasicas enterohemorragicas de
los principales serotipos implicados en el 80% de los casos de CH y SUH en Europa y Estados Unidos
(Garmendia et al., 2005) (Garrido et al., 2006) (EFSA, 2007b) (Mora et al., 2009). De hecho, analisis
estadisticos indican que la presencia concomitante de alguna de las toxinas Stx2a, Stx2c, Stx2d, junto
con la isla LEE (eae) y el plasmido EHEC (ehxA) son predictores de signos clinicos graves en pacientes.
Ademas del LEE, se han descrito genes efectores (nle) no codificados en el LEE y localizados en islas
cromosomicas (Ol) asociados significativamente con SUH y CH. Diferentes estudios indican que un sis-
tema de colonizacién intestinal eficiente es un pre-requisito necesario para causar enfermedad grave
en humanos (Beutin y Martin, 2012).

Karmali et al. (2003) propusieron clasificar las cepas STEC en cinco seropatotipos (seropatotipos A a
E), atendiendo a su incidencia y asociacion con casos de SUH y brotes. El seropatotipo A incluye cepas
altamente virulentas de los serotipos 0157:H7 (no fermentadoras del sorbitol) y 0157:H- (H- no movi-
les; fermentadoras del sorbitol) causantes de numerosos brotes y frecuentemente asociadas con SUH;
Para las cepas de este serotipo las dosis infectivas se sitGian entre 10 y 100 células. El seropatotipo B
incluye cepas de serotipos que han causado brotes ocasionales y son relativamente comunes en casos
de SUH y CH (026:H11, 0103:H2, 0111:H8,H-, 0121:H19, 0145:H-). El seropatotipo C retine cepas de
serotipos no implicados en brotes pero que se han aislado de pacientes con SUH y CH (05:H-, 091:H21,
0104:H21, 0113:H21, 0121:H-, 0165:H25 y otros). El seropatotipo D incluye cepas de serotipos que
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nunca se han asociado con SUH, pero que si se han aislado de pacientes con diarrea y CH (07:H4,
069:H11, 0103:H25, 0113:H4, 0117:H7, 0119:H25, 0132:H-,0146:H21, 0171:H2, 0172:H-,0174:H8
y otros). Por Ultimo, el seropatotipo E incluye muchos serotipos aislados de animales, alimentos y me-
dio ambiente no implicados en casos clinicos en el hombre. Estas razones hacen que sea importante
determinar el serotipo de la cepa STEC para poder saber el riesgo patogénico potencial de la misma
(Blanco, 2012).

El serotipo de STEC 0157:H7 fue identificado por primera vez en 1975, en un paciente de California
con diarrea sanguinolenta, y fue asociado a un brote de infeccién alimentaria (carne picada) en
Estados Unidos, en 1982 (Kaspar et al., 2009). Posteriormente, se detectaron casos en Japén (OMS,
2005) (CDC, 2006), Inglaterra (CE, 2002a) y América del Norte por el consumo de zumos (USFDA, 2001)
y de espinacas contaminadas (Grant et al., 2008). De acuerdo con los datos publicados, las cepas de
STEC no-0157 se describen por primera vez como posible causa de casos esporadicos de SUH en 1975
en Francia, en los que los historicos hospitalarios refieren que cepas STEC del serotipo 0103 estaban
presentes en algunos pacientes y el primer brote detectado por no-0157, causado por el serotipo
0145:HNM, ocurrié en 1984, en el que no se pudo determinar el vehiculo de la infeccién.

En 2009 (EFSA, 2011) el nimero total de casos de STEC confirmados en la UE y reportados por el TESSy
fue de 3.573; aunque esta cifra supuso un incremento del 13,1% sobre los casos confirmados en 2008, el
informe de EFSA indica que no se detectd un incremento significativo del nimero de casos en la UE desde
2005 a 2009. De los casos confirmados en la UE en 2009, el 51,7% de los aislamientos se correspondieron
con 0157 mientras que en 2010 fue del 41,1%; el segundo serogrupo més frecuentemente detectado fue
el 026 (7% de los aislados); y en total se identificaron hasta 18 serogrupos distintos, con un 33,7% de
cepas aisladas no tipables. En los datos recogidos en la UE por el ECDC/EFSA (2011) se ha comprobado
un notable incremento del ndmero de casos que cursaron con SUH; en el afio 2009 el nimero de casos
fue de 242 (un 66% superior a los 146 casos de 2008). En 2010, se declararon un total de 4.000 casos
confirmados de VTEC en humanos por 25 Estados miembros, lo que representa un aumento del 12,0%
en comparacion con 2009 (3.573), (EFSA/ECDC, 2012). En los datos recogidos en la UE por EFSA/ECDC
(2012) se ha comprobado que el nimero de casos que cursaron con SUH en el afio 2010 fue de 222,
ligeramente inferior al de 2009 (242) pero notablemente superior a los 146 casos de 2008.

El nimero de casos esporadicos de STEC no-0157 sobrepasa con creces los de brotes, al igual que
en el caso de E. coli 0157:H7.Y comparando los datos de brotes producidos por 0157:H7 y no-0157,
los STEC no-0157 aparecen mucho menos frecuentemente asociados con carne, agua y vegetales
como vehiculos de transmision, y mas frecuentemente asociados con contacto persona-persona o con
vehiculos desconocidos. Estas diferencias son probablemente en parte debidas a que una mejor dispo-
nibilidad de métodos analiticos para 0157:H7. Ademas, E. coli 0157:H7 tiene un comportamiento mas
patdgeno que algunas de las cepas no-0157, con lo que los brotes son reconocidos e investigados en
profundidad mucho mas rapidamente (Kaspar et al., 2009).

Los grupos vulnerables a STEC 0157:H7 lo conforman nifios menores de 15 afios y personas con mas
de 70 afios (EFSA, 2007a, 2007b). El periodo promedio de incubacién del patégeno estd comprendido
entre uno y ocho dias (Lee, 2004) (EFSA, 2007b). Se considera que la dosis minima infecciosa para STEC
0157:H7 es menor de 100 células (Lee, 2004).



En mayo de 2011 tuvo lugar en Alemania un gran brote con 3.842 casos de infeccién en seres huma-
nos, de los que 855 desarrollaron SUH y 53 fallecieron. Casi simultineamente se produjo otro brote mu-
cho mas pequefio en Francia, cerca de Burdeos (15 casos de diarrea sanguinolenta, de los cuales nueve
progresaron a SUH) (Frank et al., 2011). Las caracteristicas de la cepa implicada en ambos brotes (STEC
y EAEC 0104:H4), una E. coli productora de la toxina Shiga, perteneciente al serotipo 0104:H4, y con
factores de virulencia comunes con los E coli enteroagregativos, ha cambiado la percepcion que se tenia
de los STEC como patdgenos humanos (Beutin y Martin, 2012). Las cepas EAEC del serotipo 0104:H4,
productoras o no de toxinas Stx, se han aislado sdlo ocasionalmente y, por tanto, hasta este momento,
éste no era considerado un serotipo importante (ECDC/EFSA, 2011) (Beutin y Martin, 2012). Uno de los
datos mas sorprendentes del brote por STEC 0104:H4 en Alemania y Francia fue la edad de los afectados,
en su mayoria adultos, mientras que el grupo de edad de 0 a 9 afios se vio menos afectado, en contraste
con lo observado en brotes y casos esporadicos por los STEC clasicos. Tampoco se ha podido explicar to-
davia la elevada prevalencia de mujeres que desarrollaron SUH (68%) tras la infeccion (Frank et al., 2011).

El hecho de que el nimero de mujeres afectadas sea mucho mayor de lo normal con respecto a otros
brotes por STEC, donde los nifios eran los principalmente afectados, se puede relacionar fundamental-
mente con los habitos culinarios, ya que las mujeres consumen mucho mas ensaladas con brotes que
los nifios. Todos estos datos confiman que la cepa hipervirulenta, causante de los brotes de Alemania
y Francia, es una cepa atipica en muchos aspectos (Blanco, 2012) tales como:

a) Se trata de una cepa hibrida de dos patotipos ya que es a la vez enteroagregativa y productora de
la toxina Shiga del subtipo Stx2a. La combinacion de genes de virulencia de estos patotipos no es
frecuente y previamente se habia observado Ginicamente en una cepa de otro serotipo (0111:H2)
responsable de un pequefo brote en nifios con SUH ocurrido en Francia.

b) Pertenece a un serotipo (0104:H4) y una secuencia tipo (ST678) muy raramente observados hasta
la fecha en pacientes humanos y nunca observado en cepas aisladas de animales ni de alimen-
tos. Tenemos referencias de este serotipo en cepas STEC aisladas en Alemania (2001), Francia
(2004), Corea (2005), Republica de Georgia (2009), Italia (2009) y Finlandia (2010). Las cepas de
Alemania, Republica de Georgia, Italia y Finlandia sabemos que también eran enteroagregativas
y productoras de Stx2a. La cepa de Corea no es enteroagregativa y produce Stx1 y Stx2. Por el
momento se desconoce si la cepa de Francia es enteroagregativa. También se han aislado cepas
enteroagregativas del serotipo 0104:H4, pero no productoras de toxinas Shiga, en la Republica
Centroafricana (1995/1996), Dinamarca (2000) y recientemente en la Republica de Mali (2009) y
Espafa (1996) (datos no publicados).

¢) Carece de la isla de patogenicidad cromosdémica conocida Locus Entorocyte Effacement (LEE) que
lleva el gen eae (attaching and effacing) que esta presente en las cepas STEC mas virulentas de
los seropatotipos Ay B.

d) También se diferencia de la mayoria de las cepas de STEC, en que es multirresistente, siendo
productora de la beta-lactamasa de espectro extendido CTX-M-15 también presente en el clon
intercontinental de E. coli 025b:H4-ST131.

e) Ademas de genes de virulencia de STEC y EAEC, la cepa posee algunos factores de virulencia de
E. coli patégenos extraintestinales (EXPEC).
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Es evidente que no sorprende el grado de virulencia del STEC 0104:H4 si tenemos en cuenta el gran
arsenal de genes de virulencia que tiene la cepa responsable de los brotes de Alemania y Francia. Pero se
desconoce el porqué la cepa 0104:H4 es tan virulenta. Se ha especulado con que su capacidad enteroa-
gregativa le permita colonizar mejor el epitelio intestinal y con que tenga mecanismos que le permitan
producir ¢ liberar mas cantidad de toxina Stx2a. Tiene por lo menos tres adhesinas (AAF/I, LPF-IpfA026
e Iha), dos siderdforos (aerobactina y yersiniabactina) y tres tipos de proteasas SPATE (Pic, Sig A y SepA).
La combinacién de estos tres tipos de proteasas se da en un muy pocas cepas (Blanco, 2012).

Se cree que es una cepa nueva probablemente de origen humano que ha emergido recientemente a
partir de una cepa enteroagregativa (EAEC) del serotipo 0104:H4 que ha adquirido un fago portador
del gen stx2a a partir de una cepa STEC. A partir de otra cepa adquiriria el plasmido que codifica para
el enzima CTX-M-15. Esto se ha deducido después de comparar el genoma completo de varios aislados
de la cepa del brote aleman con el genoma de cepas enteroagregativas del serotipo 0104:H4 y de
otros serotipos, y con el genoma de cepas de otros patotipos de E. coli diarreagénicos (ETEC, EPEC,
EIEC) (Blanco, 2012).

Las cepas de EAEC causan diarreas de larga duracion principalmente en nifios y viajeros de paises
del tercer mundo, pero también son una causa significativa de diarrea en Europa, incluida Espafia
(Blanco et al., 2006). Su reservorio son Unicamente los seres humanos. Presentan un plasmido (pAA)
que codifica para una adhesina fimbrial que es responsable del patron de adherencia enteroagregativa
a células HEp-Il'y al epitelio intestinal. La cepa responsable de los brotes de Alemania y Francia posee
la fimbria AAF/I, mientras que la cepa enteroagregativa y productora de Stx2a aislada en Alemania
en el afo 2001 poseia la fimbria AAF/IIl y era sensible a los antibiéticos (Bielaszewska et al., 2011).

En este contexto es importante considerar cual es la situacion en Espafia respecto a estos microor-
ganismos, a través de estudios llevados a cabo en algunas regiones donde el ganado vacuno es una
actividad econémica importante. En Espafia, entre 1992 y 2011, se procesaron un total de 14.653
coprocultivos para la presencia de STEC 0157:H7 y no-0157. Las cepas STEC se detectaron en 415
(2,8%) de los coprocultivos examinados. En total se detectaron 65 (0,4%) casos de infeccion por el
STEC 0157:H7 y 271 (1,8%) casos de infeccion por no-0157 (Tabla 1). El serotipo 026:H11 fue el mas
frecuente observado dentro de los no-0157 (Tabla 2). Ninguna de las cepas verotoxigénicas aislada en
Galicia de pacientes humanos entre los afios 1992 y 2011 perteneci6 al serotipo 0104:H4 implicado en
los brotes de Alemania y Francia. Los STEC son el tercer enteropatdgeno mas frecuentemente identi-
ficado en los coprocultivos realizados en el hospital de Lugo después de Salmonellay Campylobacter,
provocando un nivel significativo de infecciones en este drea sanitaria. A partir de los datos de Lugo, se
puede extrapolar que los STEC 0157:H7 producen mas de 500 casos de infecciones en seres humanos y
que los no-0157 mas de 2.000 cada afio en Espafa (Blanco et al., 2004a) (Mora et al., 2011).



Tabla 1. Prevalencia de ECVT en coprocultivos de pacientes del Hospital Lucus Augusti

N° de coprocultivos de nifios y adultos con diarrea

Ano Total coprocultivos STEC

analizados 0157:H7 aislados | No-0157 aislados | Total detectados
1992-1999 5.054 24 0,5% 87 1.7% 126 2,5%
2003-2005 3.970 12 0,3% 75 1,9% 144 3,6%
2006-2010 4.692 27 0,6% 85 1,8% 119 2,5%
2011 937 2 0,2% 24 2,6% 26 2,8%
Total 14.653 65 0,4% 271 1,8% 415 2,8%

Fuente: (Mora et al., 2011) y datos actualizados no publicados.

Tabla 2. Serotipos mas frecuentes en cepas STEC humanas en Espana

Serotipo Grupo filogenético Secuencia tipo Seropatotipo Intimina
05:H- A ST342 C B1
026:H11 B1 ST21 B B1
0103:H2 B1 ST17 B €l
0111:H8 B1 ST16 B 0
0113:H21 B1 ST56 C

0118:H16 B1 ST21 - B1
0145:H- D ST32 B Y1
0146:H21 B1 ST442 D

0157:H7 D ST A 1

Fuente: (Mora et al., 2011).

3. Evaluacion de la exposicion

Rutas de contaminacion de los alimentos

Las cepas STEC toleran temperaturas minimas de 7 a 10 °C y maxima, de 50 °C, siendo 37 °C la tempe-
ratura dptima de crecimiento. Ademas, son el grupo mas acido-resistente a diferencia de las otras cepas
de E. coli, ya que sobreviven a un pH menor a 4,4, y son capaces de crecer en alimentos con actividad de
agua de 0,95 (Lee, 2004) (EFSA, 2007b) (OMS, 2008). En lo que respecta a las condiciones de crecimien-
to determinadas para E. coli 0157:H7, éstas abarcan temperaturas minimas de 2,5 a 6,5 °C y maximas
de 44-45 °C, pH de 4 a 9; y, tolera concentraciones de sal hasta un 8% (FSAI, 2005) (OMS, 2008).

El ganado bovino es la fuente mas importante de infecciones humanas (carne de vacuno, produc-
tos lacteos, contaminacion fecal bovina, etc.). Los datos sobre la prevalencia de STEC 0157 y STEC
no-0157 son muy variables entre paises, tanto en el ganado lechero (0,4-74%) como en el ganado
destinado a consumo de carne (2,1 a 70,1%). La Tabla 3 muestra la prevalencia de STEC en ganado
de abasto (EFSA/ECDC, 2011, 2012). El ganado suele ser portador de varios serotipos, algunos de los
cuales no parecen ser de alto riesgo para el hombre porque no expresen alguno de los factores de
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virulencia mds importantes. Los STEC no se consideran patdgenos para los rumiantes, salvo cuando
las infecciones se producen en los animales jovenes antes del destete (relacionado con diarrea
neonatal) (Gyles, 2007) (ECDC/EFSA, 2011) (Mora et al., 2011). Un estudio realizado en Alemania
encontrd una asociacion positiva entre las infecciones causadas por diferentes serotipos de STEC
y la densidad de ganado en un area. A partir de datos de mas de 3.000 casos de STEC, los andlisis
indicaron que el riesgo de infeccion aumentd en un 68% por cada 100 cabezas adicionales por km?
(Friesema et al., 2010).

Tabla 3. Datos de prevalencia de STEC en carnes y ganado bovino y vacuno en la UE (2007-2010)

2007 2008 2009 2010
Animal/  N°de N STEC STEC N STEC STEC N STEC STEC N STEC STEC
categoria Estados 0157 0157 0157 0157
de alimen. miembros*
Carne 12-14 14.115 0,3% 0,1% 14.598 0,3% 0,1% 9.285 2,3% 0,7% 8.566 0,5% 0,1%
de vaca

Carne 3-5 285 1,8% 0% 1263 07% 0% 248 32% 0% 394 74% 0%
de oveja
Vacuno 9-12 5.154 3,6% 2,9% 5368 2,2% 0,5% 5.555 6,8% 2,7% 6.800 13,5% 0,2%
(animales)
Ovejas 4-8 533 09% 04% 671 3,1% 1,6% 324 20% 03% 773 30% 0%
(animales)

*Los valores totales corresponden a los datos suministrados por el nimero correspondiente de Estados miembros
de la Union Europea. Fuente: (EFSA/ECDC, 2011, 2012).

Un estudio llevado a cabo en la ciudad de Lugo se ha observado en los dltimos afios un descenso
importante en la prevalencia de STEC en carne picada de vacuno puesta a la venta. Entre las 1.539
muestras analizadas entre los afios 1995-2012, se detecté STEC 0157:H7 en nueve casos (0,6%) y no-
0157 en 150 (9,7%). Especialmente importante desde el punto de vista de salud publica es el hecho
de no haber detectado ninguna muestra positiva para el serotipo 0157:H7 altamente virulentos en
el periodo 2005-2009. Ninguna de las cepas verotoxigénicas aisladas en Lugo pertenecié al serotipo
0104:H4 implicado en los brotes de Alemania y Francia (Tabla 4).




Tabla 4. Prevalencia de cepas STEC 0157:H7 y de otros serotipos en carne picada de vacuno en Lugo

Ano Muestras STEC 0157:H7 STEC no-0157 Total
1995 58 3 5,0% 8 14% 10 17%
1996 91 0 0,0% 8 9% 8 9%
1997 173 1 0,6% 20 12% 21 12%
1998 133 1 0,8% 18 14% 18 14%
2001 80 1 1,3% 6 8% 7 9%
2002 20 0 0,0% 1 5% 1 5%
2003 230 2 0,9% 29 13% 30 13%
2005 250 0 0,0% 29 12% 29 12%
2006-2007 160 0 0,0% 14 9% 14 9%
2008 170 0 0,0% 1 6% 1 6%
2009 100 0 0,0% 4 4% 4 4%
2011 40 1 2,5% 0 0% 1 3%
2012 34 0 0,0% 2 6% 2 6%
Total 1.539 9 0,6% 150 9,7% 156 10,1%

Fuente: (Mora et al., 2007) (Mora et al., 2011).

La Tabla 5 muestra datos de prevalencia de STEC en carne envasada en atmosfera modificada en un
nuevo estudio realizado entre 2009 y 2011. En una de las muestras se detect6 una cepa del serotipo
0104:H7 con el gen stx2. Este tipo de cepa habria dado positiva en los ensayos comerciales de PCR
en tiempo real disefiados para detectar la cepa STEC 0104:H4 causante de los brotes de Alemania y
Francia, ya que se basan en la deteccion de los genes que codifican para el antigeno 0104 y la toxina
Stx2, y habria saltado la alarma, a pesar que la cepa presente en la carne era del seropatotipo D y por lo
tanto de baja virulencia. Lo que confirma la importancia del serotipado y caracterizacion con respecto a
sus genes de virulencia, perfil de PFGE permitiendo una comparacion con las causantes de infecciones

en seres humanos para establecer su grado de virulencia.
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Tabla 5. Deteccion de STEC en carne de vacuno, porcino y pollo en Lugo

*Vacuno (n=140/octubre 2011-abril 2012) *Porcino (n=170/enero 2011-mayo 2012)
Vacuno-carne picada fresca Porcino-carne picada fresca
STEC STEC
NMP  Totales %  0157:H7 no-0157 NMP  Totales % 0157  no-0157
<10 59 79,7% 1 0 <10 92 68,7% 0 3
10-99 10 13,5% 0 1 10-99 24 17,9% 0 2
100-999 3 4,1% 0 0 100-999 14 10,4% 0 3
>999 2 2,7% 0 1 >999 4 3,0% 1 3
Total 74 - 1 2 Total 134 - 1 1
(1,4%) (2,7%) (0,7%)  (8,2%)
Vacuno-carne envasada atm. protectora Porcino-carne envasada atm. protectora
STEC STEC
NMP  Totales %  0157:H7 no-0157 NMP  Totales % 0157 no-0157
<10 45 68,2% 0 4 <10 33 91,7% 0 1
10-99 16 24,2% 1 3 10-99 3 8,3% 0 1
100-999 4 6,1% 1 4 100-999 0 0,0% 0 0
>999 1 1,5% 0 1 >999 0 0,0% 0 0
Total 66 - 2 12 Total 36 - 0 2
(3,0%) (18,2%) (0,0%) (5,6%)

*Pollo (n=200/septiembre 2009-diciembre 2010)

Pollo-carne fresca

STEC
NMP  Totales % 0157  no-0157
<10 84 49,4% 0 1
10-99 66 38,8% 0 1
100-999 20 11,8% 0 0
>999 0 0,0% 0 0
Total 170 - 0 2
(0,0%) (1,2%)
Pollo-carne envasada atm. protectora
STEC
NMP  Totales % 0157 no-0157
<10 5 16,7% 0 0
10-99 18 60,0% 0 0
100-999 6 20,0% 0 0
>999 1 3,3% 0 1
Total 30 - 0 0
(0,0%) (0,0%)

*Fuente: Laboratorio de Referencia de E. coli en Lugo.




Son varios los estudios realizados en Espafa acerca del papel del ganado vacuno como reservorio de
STEC. Asi cuando en Galicia (1993-1995) se pudo comprobar que una tercera parte de los terneros y va-
cas eran portadores, estando presentes las cepas STEC altamente virulentas del serotipo 0157:H7 en el
12% de los terneros y en el 22% de las granjas muestreadas. En 1998, un estudio realizado en Navarra
detecto la presencia de STEC 0157:H7 en varios mataderos y cebaderos de vacuno en proporciones
que oscilaron entre el 10 y el 19% para los mataderos y el 0y 23% para cebaderos. Los datos obteni-
dos en Espafa estan de acuerdo con los encontrados en otros paises, y confirman que en torno al 10%
de las cabezas de ganado bovino estan colonizadas por cepas STEC 0157:H7 (Blanco et al., 2004b).

Tras determinarse los serotipos y los genes de virulencia de 514 cepas de STEC bovinas aisladas en
Espafia, se comprob6 que pertenecian a 66 serogrupos y 113 serotipos; sin embargo el 52% de las ce-
pas pertenecian a Unicamente 10 serotipos (04:H4, 020:H19, 022:H8, 026:H11, 077:H41, 0105:H18,
0113:H21, 0157:H7, 0171:H2 y ONT:H19). Muchas de las cepas bovinas pertenecian a seropatotipos
previamente encontrados entre los STEC causantes de infecciones en seres humanos. Ninguna de las
cepas bovinas aisladas en Espafia de STEC perteneci6 al serotipo 0104:H4. No obstante, se detectaron
dos cepas 0104:H21 vt1 vt2 de la secuencia tipo ST672 (Blanco et al., 2004b) (Mora et al., 2011).

Blanco et al. (2003) llevaron a cabo un estudio en colaboracion con la Facultad de Veterinaria de
Céceres en el aio 1997. Tras estudiar 1.300 muestras procedentes de 93 explotaciones de Extremadura,
se encontré que el 0,4% de los corderos estaban colonizados por ECVT 0157:H7 y el 36% por STEC
no-0157. Tras serotipar 384 cepas ovinas, se observaron 35 serogrupos y 64 serotipos, sin embargo,
el 72% de las cepas pertenecia a alguno de los siguientes 12 serotipos: 05:HNM, 06:H10, 091:HNM,
0117:HNM, 0128:HNM, 0136:H20, 0146:H8, 0146:H21, 0156:HNM, 0166:H28 y ONT:H21. Los se-
ropatotipos de los STEC ovinos resultaron ser diferentes a los STEC de origen bovino, sin embargo
muchos de ellos también se han encontrado en cepas verotoxigénicas de origen humano. Ninguna de
las cepas ovinas de ECVT perteneci6 al serotipo 0104:H4. No obstante, detectamos 10 cepas 0104:H7
vt1 (la mayoria de la secuencia tipo ST1817).

En un estudio llevado a cabo en colaboracion con las Facultades de Veterinaria de Madrid y Murcia
en el afio 2003 (Cortés et al., 2005) (Orden et al., 2008). Se procesaron 222 muestras fecales de ca-
britos y cabras de 12 granjas de Murcia, encontramos que el 0% de los animales estaban colonizados
por cepas STEC 0157:H7 y el 48% por no-0157. Tras serotipar 106 cepas caprinas, se observaron 25
serotipos, siendo los mas frecuentes los serotipos: 05:HNM, 076:H19, 0126:H8, 0146:H21, ONT:HNM
y ONT:H21. Ninguna de las cepas caprinas de ECVT perteneci6 al serotipo 0104:H4. Tampoco ninguna
de las 106 cepas presentd el gen eae. No obstante, el 16% de las cepas de ECVT caprinas pertenecieron
a serotipos implicados en el SUH.

Es importante destacar que el gen eae no se detectd en ninguna de las cepas STEC caprinas y Gnica-
mente estaba presente en el 6% de las cepas ovinas, frente al 29% de las bovinas y el 56% de las cau-
santes de infecciones en seres humanos. Teniendo en cuenta que el gen eae se asocia normalmente con
las cepas de mayor potencial de virulencia esta claro que los grandes rumiantes representan un reservorio
mas problematico por lo que merece una especial atencion en lo que respecta a medidas de prevencion.

Aunque los rumiantes de abasto, especialmente el ganado vacuno, son el principal reservorio de
cepas STEC, la fauna silvestre, incluidos los animales de caza, juegan también un importante papel
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como reservorio de estos patdgenos. En un estudio reciente del LREC-USC, Mora et al. (2012) aislaron
cepas STEC no-0157 del 53% de los corzos muestreados y STEC 0157 del 0,56%, en concordancia
con lo descrito por otros autores, en éste, y otros rumiantes silvestres (Sanchez et al., 2009) (Sanchez
et al., 2010). En el estudio de Mora et al. (2012) se aislaron ademas cepas STEC de jabalies (8,4%) y
zorros (1,9%); y se demostrd que cepas STEC aisladas de esos animales silvestres (corzo, jabali, zorro)
de los serotipos 05:H-, 026:H11, 076:H19, 0145:H28, 0146:H21 y 0157:H7 presentaban una similitud
superior al 85% cuando se compararon sus perfiles de macrorrestriccion con los de cepas STEC de las
mismas caracteristicas aisladas de pacientes humanos. En este estudio se demostro, por tanto, que
determinados animales silvestres juegan un papel epidemioldgico importante en el mantenimiento y
transmision de cepas STEC potencialmente patdgenas para el ser humano. No obstante, (inicamente
14 (10%) de las 135 cepas STEC presentaron el gen eae: 7 de corzos, 4 de jabalies y 3 de zorros. Se
han realizado también estudios que sefalan la carne de caza como fuente potencial de transmision de
STEC al ser humano (Miko et al., 2009) (Martin y Beutin, 2011).

Una fuente importante de infeccién para el ganado son los piensos y agua contaminados con heces
de animales infectados. Los estudios realizados indican que STEC 026 pueden sobrevivir durante lar-
gos periodos de tiempo en el estiércol: hasta tres meses en las fosas de estiércol y el estiércol liquido,
y un afio en los campos fertilizados con estiércol, dependiendo de la temperatura y el tipo de suelo.
La persistencia de estos patdgenos en ambientes contaminados con estiércol presenta implicaciones
importantes para la salud debido a su transmisién, no solo en la produccion agricola, sino también en
otros ambitos, como las ferias de ganado y granjas escuela, en las que los nifios estan expuestos a la
presencia de estos microorganismos (Gyles, 2007) (Kaspar et al., 2009) (ECDC/EFSA, 2011) (Mora et
al., 2011).

El material fecal puede contaminar la carne durante el faenado en el matadero, en el desollado de
los animales, o por una deficiente evisceracion; se puede dispersar en corrientes de agua, rios o fuentes
de agua potable; o se puede depositar en frutas y verduras cuando el estiércol se utiliza para ferti-
lizacion, o a través de aguas residuales contaminadas utilizadas para el riego. Las personas, pueden
infectarse tanto directamente, a través del contacto con una persona infectada o un portador animal,
como indirectamente a través del medio ambiente, alimentos, agua potable contaminada o agua de
consumo no potable, o la superficie de agua contaminada con materia fecal que contenga STEC de
origen humano o animal (Kaspar et al., 2009) (Mora et al., 2011).

En 2010, EFSA sefiala que en un total de 8.566 muestras de carne de vacuno analizada en un total
de 12 Estados miembros, se aislé STEC en un 0,5% de las muestras, siendo el serotipo 0157:H7 aislado
en el 0,1% de las muestras analizadas. Los porcentajes de aislamiento oscilaron entre el 0y 1,6% en
muestras de mataderos, entre el 0 y el 3,9% en plantas de procesado y entre el 0y el 5,1% (Espafa)
en muestras en establecimientos de venta (EFSA/ECDC, 2012).

Las frutas y hortalizas crudas son un componente importante de la dieta humana y el consumidor
esta muy concienciado del beneficio que supone para la salud su consumo. Sin embargo, en la litera-
tura cientifica se pueden encontrar cada vez mas trabajos que describen brotes de infeccién de STEC
asociados con las frutas y hortalizas particularmente con los brotes de semillas (Michino et al., 1999)
(Breuer et al., 2001) (Mohle-Boetani et al., 2001) (Ferguson et al., 2005) y ensaladas de vegetales



crudos (Ackers et al., 1998) (Hilborn et al., 1999) (Soderstrom et al., 2005) (CDC, 2006) (Friesema et al.,
2008) (Wendel et al., 2009). En la Tabla 6 se puede apreciar la prevalencia de STEC/VTEC en muestras
de vegetales (Mora et al., 2011). El Standing Committee on Veterinary Measures Relating to Public
Health (SCVPH) emitié un informe sobre E. coli verotoxigenica e identificé, entre otros, a los vegetales
frescos, en particular los brotes de semillas, zumos de fruta y bebidas de hortalizas sin pasteurizar
como una fuente de preocupacion en salud publica (SCVPH, 2003). Estas categorias de alimentos
también se han considerado como una ruta importante de transmision procedente de los alimentos en
un informe de EFSA sobre STEC (EFSA, 2007b).

El vehiculo mas frecuente en los brotes causados por STEC es la carne de vacuno poco cocinada,
pero en los Ultimos afios cada vez son mas los brotes causados por productos vegetales, especialmente
de ensaladas y brotes de diferentes semillas. Curiosamente el brote mas grande en niimero de casos de
diarrea y CH fue producido por un STEC 0157:H7 en el afio 1996 en la ciudad de Sakai (Osaka, Japdn)
y se asoci6 con el consumo de brotes de rabano. Las cepas EAEC también han causado varios brotes
asociados con el consume de brotes, incluyendo un brote por el serotipo ONT:H10 sucedido en el Japdn
en 1993 que afecté a mas de 2.000 personas. Las investigaciones epidemioldgicas apoyan la hipotesis
de que los brotes de Alemania y Francia estan relacionados, ya que han sido causados por la misma
cepa enteroagregativa STEC 0104:H4 y por el mismo alimento: brotes obtenidos a partir de semillas
de fenogreco importadas de Egipto. En estudios futuros se debera examinar si las cepas enteroagre-
gativas tienen mecanismos especiales que le permitan adherirse a la superficie de los vegetales. Lo
que es evidente que las condiciones de produccion de los brotes (humedad y temperatura), favorecen
el crecimiento de los microorganismos contaminantes. Se desconoce cémo han podido contaminarse
las semillas, pero se supone que puede haberse debido al empleo de agua de riego contaminada con
aguas residuales de origen humano (Mora et al., 2011) (Blanco et al., 2012).

Tabla 6. Prevalencia de cepas STEC/VTEC en vegetales frescos y en cuarta gama

Producto N° <10 % 1099 % >99 % ECVT % 0157:H7 0104:H4
Pepinos 32 32 100% O 0% 0 0% 0 0% 0 0
Tomates 36 36 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0
Lechugas 54 50 93% 4 7% 0 0% 1 19% 0 0
Brotes de soja 6 6 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0
Endivias 2 2 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0
Brecol 7 7 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0
Puerro 2 2 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0
Pimientos 6 6 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0
Zanahoria 1 1 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0
Cebolleta 1 1 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0
Bolsa-ensaladas 53 52 98% 1 2% 0 0% 0 0% 0 0
Total muestras 200 195  98% 5 25% 0 0% 1 05% 0 0

Fuente: (Mora et al., 2011).
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La contaminacion de verduras y hortalizas puede ocurrir a nivel superficial o en los tejidos internos.
Aunque la contaminacion de STEC intratisular se ha visto fundamentalmente en las hojas de las ver-
duras también se han descrito casos de internalizacion de E. coli 0157 en tomates (Ibarra-Sanchez
et al., 2004). La presencia de E. coli 0157:H7 enterohemorragica viable se ha encontrado en tejidos
internos de brotes de rdbano y estomas procedentes de semillas experimentalmente contaminadas con
la bacteria (Itoh et al., 1998).

La contaminacion de frutas y hortalizas puede acontecer en los diferentes eslabones de la cadena
alimentaria (Beuchat y Ryu, 1997) (FAO/OMS, 2008):

1. Durante la produccion primaria incluida la recoleccion.

2. Durante la post-recoleccion incluido el manejo, transporte y procesado.

3. En la comercializacion en tiendas y supermercados.

4. En los establecimientos de elaboracion de comidas preparadas y después de la venta durante

el transporte y en el ambiente doméstico por una mala manipulacién por parte del consumidor.

Las posibles rutas de la contaminacion son: el agua de irrigacion contaminada con residuos procedentes
de granjas de animales asi como de aguas del alcantarillado, la aplicacion de fertilizantes organicos
de origen animal o humano y el contacto directo de animales (salvajes o domésticos) con el producto
vegetal fresco cuando esta creciendo en el campo. La irrigacion por inundacion también puede ser una
ruta de contaminacién potencial si las granjas ganaderas estan cerca de los campos de produccion de
hortalizas. En el proceso de comercializacion y preparacion culinaria, las rutas de contaminacion se rela-
cionan con el uso de agua de lavado contaminada, Utiles no desinfectados y deficientes practicas de ma-
nejo higiénico de frutas y hortalizas (Soderstrém et al., 2005) (Tyrrel et al., 2006) (Gelting et al., 2011).

Estrategias de control

Las investigaciones sobre la prevencion de la contaminacion de los alimentos y el agua por STEC y las
estrategias para eliminar o limitar radicalmente el crecimiento de cualquier STEC que pueda estar pre-
sentes en los alimentos se han concentrado principalmente en E. coli 0157:H7. No obstante también
se han llevado a cabo estudios para las cepas STEC que no son 0157-. La susceptibilidad de los STEC
OH157:H7 y no-0157 a diversas técnicas de intervencion es probablemente similar a la de otras E. coli,
aunque hay diferencias entre las cepas en cuanto a su tolerancia al acido y sensibilidad a otros agentes
como la temperatura (Kaspar et al., 2009).

Actualmente se encuentran en desarrollo varios tipos de intervenciones para aplicarlas antes del
sacrificio de los animales, mientras que ya se han validado e incorporado numerosas intervenciones
post-sacrificio dirigidas a E. coli 0157:H7 con objeto de descontaminar la canal después de la carniza-
cion de los animales.

La granja y el tipo de alimentacion de los animales parecen estar en el origen de la contaminacién
de las carnes en los mataderos. Las Buenas Practicas Agricolas (BPA) y de Produccion (BPM) son las
primeras medidas a tener en cuenta en el control de STEC y otros microorganismos patégenos tanto en
alimentos de origen animal como vegetal. La aplicacion del APPCC es una herramienta util para pre-
venir la contaminacion por dichos microorganismos lo que puede contribuir a su disminucién a nivel



de granja o campo de cultivo. No obstante, en la aplicacién del APPCC para la produccién primaria es
bastante dificil objetivar algunos puntos de control critico. Por otro lado, se ha estudiado el efecto del
tipo de alimentacion en la excrecion de E. coli por parte del ganado, en un intento de disminuir la pre-
sencia de este microorganismo antes de que los animales vayan al matadero. Algunos estudios indican
que el ganado alimentado con dietas basadas en cebada (Berg et al., 2004) o con los granos mojados
de los destiladores (Wells et al., 2009) aumentan la excrecion fecal de E. coli 0157:H7 en comparacion
con la alimentacién normal basada en dietas con maiz.

Se esta desarrollando también una investigacion importante sobre la alimentacion del ganado con
probidticos para excluir los patégenos por el mecanismo de exclusion competitiva. Con algunos orga-
nismos se han obtenido resultados prometedores a la hora de reducir la incidencia de E. coli 0157:H7
en los terneros (Zhao et al., 1998).

Los bebederos de agua también parecen ser otra fuente de contaminacion. Se ha comprobado que la
cloracién del agua parece ser el tratamiento mas adecuado para controlar los patégenos que puedan
estar presentes en el agua de los bebederos. No obstante, la presencia de abundante materia organica
en el agua puede dar lugar a que disminuya la cantidad de cloro residual lo que limita la eficacia de la
cloracién. La higienizacion del agua de beber usando écido lactico y sulfato de calcio en combinacién
con benzoato, acido caprilico, acido butirico o diéxido de cloro han demostrado conseguir mas de tres
reducciones logaritmicas en E. coli 0157:H7, 026:H11y 0111:NM (Zhao et al., 2006).

Se estan evaluando las intervenciones que implican el uso de agentes como las vacunas y bac-
teridfagos durante las etapas previas al sacrificio en el matadero aunque adn es pronto para tener
resultados que certifiquen su utilidad en el control de STEC (Loneragan y Brashears, 2005) (LeJeune y
Wetzel, 2007) (Johnson et al., 2008).

Las canales de los animales sacrificados son dificiles de descontaminar debido a su forma y estructu-
ra. Muchos tratamientos requieren un contacto fisico con la superficie de la misma. Aunque la descon-
taminacion de las canales no esta permitida mediante el uso de antimicrobianos y otros tratamientos
y ni tan siquiera el uso de acido lactico en canales de vacuno esta autorizado a nivel comunitario, se
ha comprobado que el uso de vapor a presion o el lavado con agua caliente o con &cido lactico de las
superficies de las canales, reduce de forma efectiva la contaminacién con E. coli 0157:H7 (Koohmaraie
et al., 2005) (Bosilevac et al., 2006). Estas técnicas de intervencion para eliminar E. coli 0157:H7 a
partir de la superficie de las canales también han demostrado su eficacia contra 026:H11 y 0111:H8
(Cutter y Rivera-Betancourt, 2000). No obstante es preciso indicar que hasta la fecha existe un regla-
mento, el Reglamento (CE) N° 853/2004 (UE, 2004), que establece normas especificas de higiene de
los alimentos de origen animal dirigidas a los operadores de empresas alimentarias. Dispone que estos
no podran emplear ninguna sustancia distinta del agua para eliminar la contaminacién de superficie
de los productos de origen animal, a menos que el uso de dicha sustancia haya sido autorizado con
arreglo a dicho Reglamento. EFSA (2011c¢) adopt6 un dictamen cientifico sobre la evaluacion de la se-
guridad y la eficacia del cido lactico para la eliminacion de la contaminacién microbiana de la super-
ficie de las canales de vacuno y piezas de carne. En su dictamen, EFSA concluye que los tratamientos
con &cido lactico para la descontaminacion de la superficie de canales de la especie bovina y piezas
de carne no debe preocupar bajo el punto de vista de la seguridad alimentaria, a condicién de que la
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sustancia utilizada cumple con las especificaciones de la Unién para los aditivos alimentarios. Ademas,
EFSA concluye que los tratamientos con acido lactico proporcionan una reduccion significativa de la
contaminacion microbioldgica en comparacion con la ausencia de tratamiento o al tratamiento con
agua potable y que es poco probable que tales tratamientos puedan contribuir al desarrollo de resis-
tencias microbianas.

Recientemente, Aymerich et al. (2008) han revisado los efectos de las tecnologias de procesado
sobre la supervivencia de E. coli y otras bacterias presentes en carne o productos carnicos. Entre los
procedimientos discutidos se encontraba la irradiacion, altas presiones hidrostaticas, antimicrobianos
naturales, envases activos y tratamientos térmicos. En estos estudios no se han llevado a cabo com-
paraciones entre E. coli 0157:H7 y STEC no-0157, pero si se describen cuales son las condiciones de
eficacia general frente a E. coli. Hay que decir que la decision del Consejo Europeo de 18 de diciembre
de 2008 indica lo siguiente respecto al uso de antimicrobianos: se rechaza la propuesta de la Comision
de un Reglamento del Consejo que desarrolla el Reglamento (CE) N° 853/2004 en lo relativo a la
utilizacion de sustancias antimicrobianas para eliminar la contaminacion microbiana de las canales
de aves de corral. También se ha investigado la combinacion de varias tecnologias de conservacion
no térmica y térmica bajo el concepto de tecnologias de barrera con el fin de aumentar su eficiencia.
Las tecnologias térmicas de calentamiento rapido, tales como microondas y radiofrecuencia o tuneles
de pasteurizacion por vapor ofrecen nuevas posibilidades para la pasteurizacion de los productos
carnicos, especialmente en los alimentos listos para su consumo que contienen carne. La aplicacién
de algunas de estas tecnologias después del envasado final puede evitar la contaminacion cruzada
durante la manipulacién de post-procesamiento (Aymerich et al., 2008).

Las altas presiones hidrostaticas y la luz ultravioleta parecen ser las tecnologias mas promisorias
porque tienen pocos inconvenientes para su aprobacion por la autoridades sanitarias, no necesitan un
etiquetado especial ya que no llevan aditivos quimicos y si se usan adecuadamente no se producen
cambios en las textura o sabor y aroma del producto (Hayakawa et al., 1994) (Alpas et al., 1999) (Chun
et al., 2010). En algunos estudios recientes se ha examinado la inactivacion de STEC mediante irradia-
cion ionizante (Beuchat et al., 1998) (EFSA 2011b). Los autores concluyeron que una dosis de 1,8 kGy
proporcionaria cinco reducciones logaritmicas.

La OMS (2008) ha revisado minuciosamente, en un informe, los riesgos microbiolégicos que tienen
lugar en frutas, hortalizas, especias y hierbas medicinales, incluyendo en dicho informe guias sobre las
opciones de mitigacién. También la Comisién del Codex Alimentarius publicé un Codigo de Practicas
de Higiene para las frutas y hortalizas frescas (CAC, 2003).

El uso de las Buenas Practicas Agricolas (BPA), Buenas Practicas de Manipulacién (BPM) y Analisis
de Peligros y Puntos de Control Critico (APPCC) en el cultivo e industrializacién de fruta fresca y hor-
talizas constituyen el marco basico en la produccion de alimentos inocuos para el consumidor (EFSA/
ECDC, 2011). Las Buenas Practicas Agricolas (BPA) describen las medidas preventivas aplicadas en las
operaciones agricolas para reducir la contaminacion del producto y proporcionar orientacion acerca de
las operaciones para incrementar la inocuidad alimentaria comenzando en el campo. La incorporacion
de las Buenas Practicas Agricolas proporciona un nivel importante de seguridad al vendedor al por
menor de que el producto es tan inocuo como sea razonablemente posible.



En general se recomienda la aplicacion de estrategias de mitigacion descritas en las Buenas Practicas
Agricolas (BPA) en linea con las recomendaciones de las organizaciones internacionales (CAC, 2003)
(OMS, 2008). En consecuencia, en la etapa de cultivo puede ser de particular Interés aplicar las siguien-
tes medidas:

e Evitar el acceso de animales de granja (rumiantes en particular) en el entorno inmediato de los

campos de cultivo.

o El uso de agua para riego y para la agricultura en general de una calidad microbiolégica adecuada.

o El control de la contratacion, manejo y tratamiento de estiércol y purines que se van a utilizar para

fertilizar los campos destinados al cultivo de frutas y hortalizas para al consumo humano.

Tras algunas investigaciones de los brotes de origen alimentario asociados con las verduras de hoja
y especias y hierbas medicinales se ha llegado a la conclusion de que las malas practicas de higiene
durante la manipulacién son una fuente de contaminacion importante (OMS, 2008). Es esencial la
formacion y sensibilizacién sobre las practicas de higiene en toda la cadena alimentaria. Ademas, y
puesto que hay pruebas de portadores asintomaticos de STEC en humanos, la deteccion de las perso-
nas portadoras involucradas en el manejo de los alimentos es de la mayor importancia (Stephan et al.,
2000) (Silvestro et al., 2004). En consecuencia, el seguimiento y la exclusion de los portadores de STEC
involucrados en la manipulacion de alimentos se deben considerar como una opcién de mitigacion o
de control.

Segln la OMS (2008), las tecnologias actuales o practicas aplicadas durante el procesado post-
cosecha no eliminan eficazmente los microorganismos que contaminan a las frutas y hortalizas. Por
tanto, los esfuerzos se deben dirigir fundamentalmente a la prevencién de la contaminacién tanto en
pre-cosecha como en post-cosecha.

A pesar de que se pueden utilizar varios desinfectantes para reducir la carga microbiana en frutas y
hortalizas, su eficacia es variable y no son capaces de garantizar la eliminacién total de los patégenos
(OMS, 1998). En general, los tejidos internos de las frutas y hortalizas se consideran estériles. Sin em-
bargo, las bacterias pueden estar presentes en pequefias cantidades como resultado de la absorcion
de agua de riego 0 como consecuencia de ciertos procedimientos de lavado y si estas aguas estan con-
taminadas con patégenos como STEC también pueden internalizarse (CE, 2002b). La adhesion de los
patégenos a las superficies y al interior de los tejidos, limita la utilidad de los procesos convencionales
y métodos quimicos desinfectantes para prevenir la transmisién de contaminacion en frutas y horta-
lizas frescas. La conclusion es que el Ginico método eficaz de eliminacion de STEC de los alimentos es
la introduccién de tratamientos bactericidas, tales como el tratamiento térmico (por ejemplo, coccién
0 pasteurizacion) o irradiacion (EFSA 2011b). Por otro lado, conviene considerar que el lavado puede
ayudar a la propagacion de la contaminacion y la internalizacion de las bacterias (OMS, 1998), por
tanto es necesario buscar posibles alternativas a la desinfeccion quimica.

Las operaciones de corte o picado eliminan las barreras protectoras naturales de la planta intacta
y por lo tanto puede aumentar el riesgo de presencia de STEC debido a creacion de condiciones mas
favorables para su supervivencia y crecimiento. Por lo tanto, la aplicacion de los programas APPCC en
la elaboracién y envasado es un requisito imprescindible para disminuir el riesgo de STEC en frutas y
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hortalizas (James, 2006). Sin embargo, tiene que tenerse en cuenta que el APPCC puede ser una herra-
mienta de gestion de riesgos dificil de aplicar ya que para los productos frescos es muy dificil identificar
verdaderos Puntos de Control Critico, a menos que se utilicen métodos que permite una reduccion
importante de patdgenos, por ejemplo la irradiacion (EFSA, 2011b).
De nuevo se recomienda la aplicacion de estrategias de mitigacion o de control reflejadas en las BPF
y BPH en linea con las recomendaciones disponibles en organizaciones internacionales (CAC, 2003)
(FAO/OMS, 2008). Para controlar la presencia de STEC en la etapa de manipulacion y procesado es de
gran importancia tener en cuenta las siguientes recomendaciones:
e Usar agua de calidad microbioldgica adecuada para el lavado.
e Garantizar una formacion basica para los manipuladores de alimentos sobre las practicas de
higiene.
e Asegurar el disefio adecuado y gestion de la higiene de los locales destinados al almacenamiento
y procesado de alimentos, incluyendo los planes de control de plagas.

Durante la venta de las frutas y hortalizas en supermercados y pequefios comercios es conveniente se-
guir las directrices de la FAO/OMS y la Comisién del Codex Alimentarius (CAC, 2003) (FAO/OMS, 2008).
Es de vital importancia gestionar adecuadamente la cadena de frio, mas alla de las buenas practicas de
fabricacion en general y buenas practicas higiénicas, incluidas las practicas de higiene del personal en
el manejo de los productos alimenticios. Esto es de particular interés para los productos transformados
listos para el consumo (por ejemplo, verduras cortadas listas para su consumo, zumos procedentes de
vegetales o frutas que no estén pasteurizados).

La utilizacion de las buenas practicas higiénicas y de manipulacion de frutas y hortalizas frescas,
incluyendo la educacion y la capacitacién de los manipuladores de alimentos son importantes en las
actividades de los centros de catering para el control de cepas STEC. A los consumidores se les reco-
mienda seguir las Buenas Practicas de Higiene en la preparacion de alimentos, por ejemplo lavarse las
manos antes y después de preparar alimentos, lavar todas las frutas y verduras con agua potable, evi-
tar la contaminacion cruzada, mantener la temperatura de refrigeracion durante el almacenamiento.
Pelar o cocinar las frutas y verduras también puede eliminar el riesgo de presencia de STEC. Algunos
alimentos mas resistentes, tales como vegetales de raiz se deberian lavar con un cepillo para la elimi-
nacion fisica de la tierra y los microorganismos. Esto se puede hacer en combinacion con un detergente
seguido de un enjuague con agua potable. No obstante, conviene decir que aunque estas medidas han
demostrado su utilidad no es posible eliminar completamente el riesgo de presencia de STEC en frutas
y hortalizas frescas.

Conclusiones del Comité Cientifico

Vias de contaminacion de alimentos por STEC
1. Se han identificado muchos tipos diferentes de alimentos como una fuente potencial de STEC.
Estos suelen ser alimentos crudos o mal cocinados y contaminados con heces de rumiantes, ya sea
durante la produccion primaria (por ejemplo, el ordefo, frutas, verduras y hortalizas frescas fertili-
zadas) o su posterior procesado y manipulacion (por ejemplo, el sacrificio). Los brotes de infeccion



por STEC se asocian cada vez mas a las frutas y hortalizas, sobre todo a las semillas germinadas
y las verduras de hoja para ensaladas.

2. Puede existir mas de una via de exposicion en los brotes. Por ejemplo, la infeccion humana
primaria pueden tener su origen por el consumo de alimentos contaminados o contacto directo
con un animal portador de STEC, mientras que una infeccién secundaria puede ocurrir por la
via fecal-oral, después de la contaminacion de los alimentos debido a su manipulacién por una
persona infectada que excreta la bacteria con las heces. Como resultado es probable que existan
multiples vias de exposicion, sobre todo durante las ultimas etapas de un brote, incluyendo los
portadores asintomaticos.

3. La contaminacion de las carnes con STEC puede ocurrir en diferentes etapas de la cadena alimen-
taria: en la granja, en los mataderos, durante la manipulacion y procesado, en la comercializacion y
venta al por menor, durante la preparacién culinaria para suministro a terceros, asi como después
de la venta durante el transporte y en el ambito doméstico por una mala manipulacién por parte de
los consumidores.

4. La contaminacion de las frutas y hortalizas con STEC puede ocurrir en diferentes etapas de la
cadena alimentaria: durante la produccién primaria, durante la cosecha y post-cosecha, incluyen-
do el manejo y procesamiento, en la comercializacion y venta al por menor y catering asi como
después de la venta durante el transporte y en el ambito doméstico por una mala manipulacion
por parte de los consumidores. Puesto que las tecnologias actuales o practicas aplicadas durante
el procesado post-cosecha no eliminan eficazmente los microorganismos que contaminan a las
frutas y hortalizas, los esfuerzos se deben dirigir fundamentalmente a la prevencion de la conta-
minacion tanto en pre-cosecha como en post-cosecha.

Medidas de control para evitar la contaminacion y brotes por STEC

1. Las Buenas Practicas Agricolas (BPA) y de Fabricacién (BPF) son las primeras medidas a tener en
cuenta en el control de STEC y otros microorganismos patdégenos tanto en alimentos de origen
animal como vegetal. Las Buenas Practicas Agricolas (BPA) describen las medidas preventivas que
se deben aplicar en las operaciones agricolas con objeto de reducir la contaminacion del producto
y proporcionar orientacion sobre las practicas agricolas necesarias encaminadas a conseguir au-
mentar la inocuidad alimentaria desde el propio campo. La aplicacion del sistema APPCC es una
herramienta Gtil para prevenir la contaminacion por STEC lo que puede contribuir a su disminucién
a nivel de granja o campo de cultivo. No obstante en produccion primaria donde las circunstancias
son tan imprevistas, estas pueden hacerlo en muchos casos poco apropiado. La incorporacion
de programas APPCC en las plantas de procesado y embalaje es un requisito indispensable para
conseguir la maxima inocuidad alimentaria.

2. Puesto que hay evidencias de portadores asintomaticos de STEC, es importante la deteccion de
las personas portadoras de STEC involucradas en el manejo de los alimentos. El seguimiento y/o
la exclusion de los portadores de STEC relacionados con la manipulacion de los alimentos se debe
considerar como una opcion de control.

3. El tipo de alimentacion de los animales de granja parece estar en el origen de la contaminacién de
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los animales destinados al matadero, por lo que es esencial considerar el desarrollo de alimentos
que disminuyan las excrecion de E. coli por parte de dichos animales.

. Es imprescindible usar agua de buena calidad microbioldgica para la bebida de los animales y

tomar las medidas necesarias para su higienizacién, como la cloracién y evitar la presencia de
materia organica. Asimismo, se debe usar agua para riego y para la agricultura en general de una
calidad microbiolégica adecuada. A nivel de planta de procesado y envasado posterior de vegeta-
les frescos, se debe usar agua de calidad microbioldgica adecuada para su lavado.

. Es necesario evitar el acceso de animales de granja (rumiantes en particular) en el entorno inme-

diato de los campos de cultivo. Asimismo, se debe controlar la contratacién, manejo y tratamiento
de estiércol y purines que se van a utilizar para fertilizar los campos destinados al cultivo de frutas
y hortalizas para al consumo humano.

. El Gnico método eficaz de eliminacion de STEC de los alimentos es la introduccion de un trata-

miento bactericida, como el calentamiento (por ejemplo: coccién o pasteurizacion) o irradiacion.
No obstante, la combinacion de varias tecnologias de conservacion no térmica y térmica bajo el
concepto de tecnologias de barrera, asi como las tecnologias térmicas de calentamiento rapido,
tales como microondas y radiofrecuencia o tuneles de pasteurizacion por vapor ofrecen nuevas
posibilidades para la pasteurizacion de los productos carnicos, especialmente en los alimentos
listos para su consumo.

. El uso de agua caliente y lavado con acido lactico y de vapor a presion para descontaminar las

canales reduce de forma eficaz la contaminacion con E. coli 0157:H7. Estas técnicas de interven-
cion para eliminar E. coli 0157:H7 a partir de la superficie de la carne también han demostrado
su eficacia contra 026:H11 y 0111:H8. No obstante, y a pesar de los beneficios que su pone la
utilizacion de &cido lactico para reducir la contaminacién de la superficie microbioldgica de las
canales de vacuno o las medias canales o cuartos su uso no esta permitido por los reglamentos en
vigor, por consiguiente, la industria debe cumplir con los requisitos de la legislacion de la Unién
en materia de higiene alimentaria, segun lo establecido en los Reglamentos (CE) N° 852/2004, N°
853/2004 y N° 2073/2005. En cualquier caso, su uso siempre deberia integrarse con las Buenas
Practicas de Higiene y sistemas basados en el APPCC y de ninguna manera debe considerarse
como una sustitucion de higiene para las practicas de matanza y procedimientos de operacién o
como una alternativa para cumplir con los requisitos de dicho Reglamento.

. Se debe garantizar una formacion basica para los manipuladores de alimentos sobre las practicas

de higiene y de forma especial para matarifes y otros manipuladores en matadero y salas de
despiece. Entre otros aspectos debe asegurarse y controlarse con especial incidencia el uso de
cuchillos en el proceso de evisceracion y su desinfeccion en agua caliente a las combinaciones
de temperatura y tiempo que aseguren la misma. Del mismo modo en el proceso de evisceracion
deben controlarse de forma eficaz todas las maniobras que aseguren la no contaminacion con
material fecal de canales y visceras. Los manipuladores de alimentos deben lavarse bien las ma-
nos después de cualquier contacto con las carnes crudas. Asimismo, hay que garantizar el disefio
adecuado y gestion de la higiene de los locales destinados al almacenamiento y procesado de
alimentos, incluyendo los planes de control de plagas. La gestion correcta de la cadena de frio



es de particular importancia para los productos frescos y elaborados listos para su consumo (por
ejemplo, hortalizas cortadas, los zumos sin pasteurizar, frutas, verduras, derivados carnicos).

9. Es necesario informar a la poblacion de los riesgos asociados con el manejo inadecuado de los
alimentos y la preparacion. La carne y especialmente la carne picada, se deben cocinar durante
un tiempo suficiente para inactivar a STEC. Es importante evitar la contaminacion cruzada de los
alimentos que se comen crudos (frutas y verduras) con carne cruda previamente a su cocinado. Se
debe llevar a cabo una distribucién adecuada de los alimentos en el refrigerador doméstico a fin
de evitar que los liquidos de los alimentos (carne y pescado) destinados a consumirse cocinados
goteen sobre alimentos que se consumen crudos o sin calentar (frutas y hortalizas). Se deben lavar
cuidadosamente, en el entorno doméstico, las verduras que se comen crudas en ensaladas.

10. Debido a la posible presencia de STEC en leche cruda, sélo la leche sometida a un tratamiento
térmico de pasteurizacion se puede considerar apta para el consumo en cuanto a la posibilidad de
contener STEC.

11. Es de interés contar con datos sobre el nmp de E. coli por gramo para evaluar el nivel de contami-
nacion fecal en los alimentos. No obstante, hay que indicar que los recuentos bajos del nmp de E.
coli no garantizan la no presencia de STEC, en este sentido la PCR en tiempo real 6 convencional
y la tipificacion por PFGE comparandolas con otras cepas y muy especialmente con las causantes
de infecciones en seres humanos pueden ser de gran utilidad.
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La técnica de cribado con Cinco Placas es una técnica microbiolégica de difusion en agar para la de-
teccion de residuos de antibiéticos en alimentos de origen animal y otras matrices. En ella las muestras
analiticas se aplican sobre placas de ensayo que contienen diferentes bacterias inoculadas en medios
de cultivo de diferente pH. Las sustancias antibacterianas presentes en las muestras difunden alrede-
dor de ellas provocando la aparicion de zonas de inhibicion del crecimiento del microorganismo.

Palabras clave
Residuos de antibioticos, inhibicion bacteriana, técnica de cribado.

Five plate screening test for the detection of antibiotic residues.

The five plate screening test is a microbiological agar diffusion test for the detection of antibiotic resi-
dues in foods of animal origin and other matrices. Samples are assayed on test plates containing dif-
ferent microorganisms inoculated into culture media with different pH values. Antibacterial substances
present in the samples diffuse around them leading to bacterial growth inhibition zones.

Antibiotic residues, bacterial inhibition, screening test.
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El objetivo principal de esta técnica es la deteccion de residuos de antibacterianos en alimentos de origen
animal. Se trata de una técnica cualitativa de cribado con la que Ginicamente se pretende detectar la pre-
sencia de inhibidores del crecimiento bacteriano. Un resultado positivo indica la presencia en la muestra
de un inhibidor del crecimiento bacteriano cuya naturaleza y concentracion debe establecerse mediante
técnicas mas especificas.

La técnica se aplica, principalmente, a muestras de musculo y rifidn pero es posible aplicarla a otras
matrices tales como leche, huevos, pienso, etc. En cada caso deberd valorarse la utilidad de la técnica en
funcion del uso previsto, por ejemplo, esta técnica no es adecuada para alcanzar los limites de deteccion
requeridos para los residuos de sulfamidas en matrices como musculo o rifidn pero puede ser de utilidad
para su deteccion en pienso.

Introduccion

Los antibidticos se utilizan en el tratamiento de multiples enfermedades infecciosas de los animales pro-
ductores de alimentos. Se trata de un uso legal muy extendido que requiere cesar el tratamiento antes
del sacrificio del animal o de la recogida de su produccion para evitar que aparezcan residuos peligrosos
para el consumidor. Estos residuos pueden provocar efectos tdxicos, fundamentalmente alergias, y pue-
den interferir en la fabricacion de alimentos como el queso, el yogur o los embutidos en cuya produccién
intervengan cultivos bacterianos.

Con el fin de proteger al consumidor y facilitar el libre intercambio de alimentos en la Unién Europea,
existe una legislacion que establece, por un lado limites maximos de residuos a través del Reglamento
(CE) N° 470/2009 (UE, 2009) y el Reglamento (UE) N° 37/2010 (UE, 2010) y, por otro, medidas de control
sanitario a través de la Directiva 96/23 (UE, 1996) y de su transposicion en el Real Decreto 1749/98 que
establece las bases del Plan Nacional de Investigacion de Residuos (PNIR).

El objetivo del Plan de Investigacion de Residuos es detectar cualquier tratamiento ilegal y comprobar
si los residuos de medicamentos veterinarios cumplen con los limites maximos de residuos establecidos.

Una de las caracteristicas especificas del control sanitario de los residuos de antibiéticos es la necesi-
dad de verificar si el contenido de residuo en el alimento supera el limite maximo establecido y, por ello,
es potencialmente peligroso para el consumidor. No basta, por tanto, con saber que en un alimento esta
presente un inhibidor del crecimiento bacteriano sino que hay que identificarlo y cuantificarlo. Dado que
hay que realizar el control de un gran niimero de compuestos en muchas muestras y alimentos distintos,
es necesario disefiar una estrategia analitica para el andlisis de cada residuo o grupo de residuos que
puede incluir las fases de cribado, post-cribado y confirmacion. La relativa inespecificidad de las técnicas
microbioldgicas hace que su utilidad esté en las fases de cribado y post-cribado antes de pasar a la con-
firmacion definitiva.

En general, las técnicas microbioldgicas de cribado por inhibicién del crecimiento bacteriano utilizadas
en el control sanitario de residuos de antibiéticos se basan en enfrentar un cultivo bacteriano de una
cepa estandarizada sensible a determinados antibiéticos, con una porcién o un extracto de la muestra a
analizar. Si la muestra contiene un antibiético, éste producira una inhibicién del crecimiento del microor-
ganismo que puede observarse a través de la aparicion de halos de inhibicion del crecimiento bacteriano



o de la alteracion de procesos metabdlicos que evitan, por ejemplo, la acidificacion del medio de cultivo
o la reduccion de un colorante. Esta deteccion puede verse incrementada por la presencia de productos
como la trimetoprima en el caso de las sulfamidas, por el uso de microorganismos sensibles o por la adap-
tacion del pH del medio de cultivo al dptimo de cada antibiético. Cuando se utilizan placas de ensayo, la
presencia de residuos de antibidtico se manifiesta por la aparicion de halos de inhibicién alrededor de la
muestra cuyo tamafio se puede medir.

La Técnica de las Cinco Placas es la técnica microbiolégica de cribado més ampliamente utilizada en
Espafia para la deteccion de residuos de antibidticos en alimentos de origen animal. Esta basada en el
método publicado por R. Bogaerts y F. Wolf en 1980, que sdlo utilizaba cuatro placas y al que se le ha
afadido una quinta placa inoculada con Escherichia coli.

Se trata de una técnica de cribado econdmica, sencilla y multirresiduo que permite analizar un gran
numero de muestras.

Materiales y método

1. Preparacion de medios de cultivo
e Agar de ensayo para sustancias inhibidoras de pH 6 (Merck N° 10663 o equivalente): pH 6 + 0,1
Agua destilada: 1 L
Peptona de caseina: 3,45 g
Peptona de carne: 3,45 g
NaCl:5,1 g
Agar:13 g
Esterilizacion en autoclave: 15 minutos, (121 + 2) °C

e Diagnostic Sensitivity Test (Oxoid N° CM261 o equivalente): pH 7,4 + 0,1 (DST)
Agua destilada: 1 L
Proteosa peptona: 10 g
Solidos de infusion de ternera: 10 g
Glucosa: 2 g
Sulfato de adenina: 0,01 g
Clorhidrato de guanina: 0,01 g
Uracilo: 0,01 g
Cloruro sodico: 3 g
Xantina: 0,01 g
Fosfato disédico: 2 g
Acetato sddico: 1 g
Aneurina: 0,00002 g
Agar:12 g
Esterilizacion en autoclave: 15 minutos, (121 + 2) °C
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e Agar de ensayo para sustancias inhibidoras de pH 8 (Merck N° 10664 o equivalente): pH 8 + 0,1
Agua destilada: 1 L
Peptona de caseina: 3,45 g
Peptona de carne: 3,45 g
NaCl:5,1 g
Fosfato trisodico: 2,4 g
Agar:13 g
Esterilizacion en autoclave: 15 minutos, (121 + 2) °C

2. Microorganismos
e Bacillus subtilis BGA (suspension de 107 esporas/ml, Merck N° 10649, equivalente a CECT 482).
e Kocuria rhizophila CECT 241 (equivalente a ATCC 9341).
e Escherichia coli CECT 4201 (equivalente a ATCC 11303).

Las suspensiones de esporas son muy estables en refrigeracion, pero no ocurre lo mismo con las for-
mas vegetativas por lo que se puede recurrir a su congelacién para prolongar la vida atil y facilitar la
preparacion de placas de ensayo (Diez et al., 1994).

3. Preparacion de reactivos
* Acido acético 5%: 5 ml de é4cido acético (Merck N° 62 o equivalente) diluidos hasta 100 ml con
agua destilada.
* Tampén fosfato 0,1 M pH 7: 0,5 g de KH,PO, (Merck 4873 o equivalente) + 1,1 g de K,HPO
(Merck 5104 o equivalente) en 100 ml de agua destilada. Esterilizacion en autoclave: 15 minutos
a 121 °C.
o Trimetoprima 30 pg/ml: Disolver el patrén de trimetoprima en acido acético 5% hasta conseguir

4

una solucion de 1.000 pg/ml y diluir con agua destilada hasta 30 pg/ml. La solucién de 30 pg/ml
se puede conservar en congelacion durante seis meses.

4. Patrones y materiales de referencia

e Discos control de antibidtico de 6 mm de didmetro:
Bencilpenicilina 0,01 Ul/disco (Mast PG0.01C o equivalente).
Sulfadimidina 0,5 pg/disco (Mast SD0.5 C o equivalente).
Estreptomicina 0,5 pg/disco (Mast S0.5 C o equivalente).
Ciprofloxacino 0,003 pg/disco (Mast CIP0.003 o equivalente).

e Patrones de antibiético:
Bencilpenicilina (Sigma PEN-NA o equivalente).
Sulfadimidina (Sigma S 6256 o equivalente).
Estreptomicina (Sigma S 6501 o equivalente).
Ciprofloxacino (Fluka 17850 o equivalente).



5. Preparacion de placas

Preparacion de placas con B. subtilis BGA

Para preparar las placas con B.subtilis BGA (CECT 482), se inocula el microorganismo (suspensién de
esporas de B. subtilis BGA, 107 esporas/ml) en los medios de cultivo de pH 6, DST y pH 8 de manera
que se obtenga una concentracion final de, aproximadamente, 10* esporas por mililitro de medio.

Normalmente eso supone afadir 100 pl de suspension por cada 100 ml de medio aunque puede ser
necesario hacer ajustes para obtener el tamafio adecuado del halo del disco control.

En la placa con medio DST debe afiadirse, ademas, una solucion de trimetoprima con el fin de alcan-
zar una concentracion final de 0,03 pg por ml de medio de cultivo (100 pl de una solucion 30 pg/ml de
trimetoprima por cada 100 ml de medio de cultivo).

Para preparar las placas con K.rhizophila CECT 241 (ATCC 9341) se debe inocular el microorganismo
en el medio de cultivo de pH 8 de manera que se obtenga una concentracion final de 10* unidades
formadoras de colonias (ufc) por mililitro de medio.

Para preparar las placas con E.coli CECT 4201 (ATCC 11303) se debe inocular el microorganismo
en el medio de cultivo de pH 8 de manera que se obtenga una concentracion final de 10° unidades
formadoras de colonias (ufc) por mililitro de medio.

La cantidad de suspension de microorganismo a afadir depende de su concentracion y ademas,
como se ha mencionado anteriormente, puede ser necesario hacer ajustes para obtener el tamafio
adecuado del halo del disco control. Se pueden utilizar suspensiones congeladas o cultivos recientes
del microorganismo.

El medio de cultivo se puede licuar en microondas y atemperar en un bafio de agua cuya temperatura
no debe superar los 55 °C. La inoculacién puede hacerse en un matraz estéril o en la propia placa. Se
debe agitar bien para asegurar una adecuada homogeneizacion del microorganismo en el medio.

El medio de cultivo inoculado se dispensa en las placas de manera que se obtenga una capa de,
aproximadamente, 2 mm de espesor, lo que supone afiadir 10 ml en placas de 90 mm de didmetro, 25
ml en placas de 140 mm de diametro y 80 ml en placas de 243 mm x 243 mm.

Por Ultimo, se deja solidificar sobre una superficie plana perfectamente horizontal. Las placas de
K.rhizophila y E.coli se pueden conservar en refrigerador durante, aproximadamente, tres dias, y las de
B.subtilis unos cuatro dias.

Control de calidad

Como control de calidad en la preparacion de series sucesivas de placas se utilizan discos de anti-
bidtico o sulfamida de 6 mm de didmetro. Asi, en el centro de la placa de B.subtilis BGA con agar de
pH 6 se situara un disco con 0,01 Ul de bencilpenicilina, en la de B.subtilis BGA con medio DST un
disco con 0,5 pg de sulfadimidina y en las placas con agar de pH 8, tanto de B.subtilis BGA como de
K.rhizophila, un disco con 0,5 pg de estreptomicina. Por Gltimo en las placas de E.coli se utilizan discos
de ciprofloxacino de 0,003 pg/disco.

Estos discos pueden obtenerse comercialmente o pueden prepararse en el laboratorio. En este
Ultimo caso se deben impregnar discos de papel de 6 mm de diametro con 10 pl de las siguientes
soluciones:
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e PEN: Disco Bencilpenicilina 0,01 Ul/disco: 10 pl de una solucién de 1 Ul/ml.
® SDM: Disco Sulfadimidina 0,5 pg/disco: 10 pl de una solucion de 50 pg/ml.
e STR: Disco Estreptomicina 0,5 pg/disco: 10 pl de una solucion de 50 pg/ml.
e CIP: Disco de Ciprofloxacino 0,003 pg/disco: 10 pl de una solucién de 0,3 pg/ml.

Una vez aplicado el antibacteriano se procede al uso del disco en la placa correspondiente o a su dese-
cacion para conservarlos durante alguin tiempo. Los discos con antibacterianos se conservan, una vez
desecados, en refrigerador. Para desecarlos se mantienen extendidos sobre una placa Petri marcada
con su sigla en una estufa de cultivo o de desecacion a 37 °C durante 30 minutos. Para conservarlos se
introduciran en un tubo de plastico cerrado con un tapén que evite la entrada de humedad.

El periodo méaximo de conservacion varia en funcion del antibacteriano y la forma de conservacion.
Por ejemplo, para los discos de los siguientes antibacterianos los periodos de caducidad aproximada
en refrigerador son:

e PEN: Bencilpenicilina 0,01 Ul/disco: dos semanas.

e SDM: Sulfadimidina 0,5 pg/disco: un mes.

e STR: Estreptomicina 0,5 pg/disco: un mes.

e CIP: Ciprofloxacino 0,003 pg/disco: un mes.

Para realizar la toma de muestras de tejidos (musculo, rifién) y productos de acuicultura se utiliza un saca-
bocados estéril de 8 mm de didmetro interno. Con él se extraen cilindros de, al menos, dos lugares distintos
de la muestra previamente congelada.

Los cilindros de tejido se cortan en discos de 2 mm de anchura con un bisturi estéril. Es necesario
cambiar de sacabocados y de bisturi con cada muestra.

Si se trata de muestras de pienso, éstas se tienen que mezclar con agua destilada estéril hasta
obtener una masa. La cantidad de agua a afiadir depende de las caracteristicas del pienso, por lo que
conviene empezar con la proporcion 1:1 y aumentar hasta que el pienso adquiera una consistencia
pastosa.

Las muestras de huevo se homogeneizan en un homogeneizador de palas y después se calientan en
un bafio de agua a 70 + 2 °C durante 20 minutos para inactivar los inhibidores naturales.

Los productos zoosanitarios en polvo requieren una mezcla con liquido para facilitar su aplicacién
en las placas. Para ello, se adiciona agua destilada en una proporcion tal que permita obtener un fluido
con el que rellenar los pocillos excavados en las placas.

Operaciones de analisis

Una vez realizada la toma de muestras se procede a su colocacion en las placas de ensayo. Los discos
de 2 mm de ancho de las muestras de tejidos y productos de acuicultura se sitian por duplicado en
cada una de las cinco placas.

Si la muestra es de rifion de cerdo hay que colocar una porcién de membrana de celulosa entre
el medio de cultivo y la muestra con el fin de evitar la accién de los inhibidores naturales del tejido



(Calderon et al., 1992). La mitad de la muestra quedara situada sobre el medio y la otra mitad sobre
la membrana.

Para muestras de pienso, leche, huevo tratado con calor y productos zoosanitarios (liquidos o sus
homogeneizados) se excavan pocillos de 8 mm de didmetro con un sacabocados y se rellenan con las
muestras. El pocillo se perforara hasta el fondo del medio de cultivo una vez que éste se ha solidificado
en la placa. En el caso de la leche es necesario utilizar, ademas, técnicas de cribado por inhibicion de
B.stearothermophilus.

Una vez que las muestras ya estan colocadas en las placas se procede a su incubacion. Las placas
de B.subtilis y E.coli se incuban a 30 + 2 °Cyy las de K.rhizophila a 37 + 2 °C durante 18 a 24 horas.

Tratamiento de resultados

Tras la incubacion se comprueba la aparicion de zonas de inhibicién del crecimiento del microorganismo
alrededor de las muestras y alrededor de los discos control. Cuando los discos control den lugar a un halo
de inhibicion de al menos 4 mm de anchura en las placas de K.rhizophilay 6 mm en las demas se conside-
rara que el funcionamiento de las placas ha sido correcto. La lectura de los halos de inhibicion se realizara
mas facilmente con un calibrador digital y un negatoscopio como fuente de luz, aunque también se puede
utilizar un lector de halos o incluso una regla milimetrada. En cualquier caso, es importante que el sistema
de medida esté lo mas estandarizado posible de modo que siempre se mida en las mismas condiciones
(Calderdn et al., 1995).

El resultado del ensayo sera positivo si se producen zonas de inhibicion de, al menos, (=) 2 mm de
anchura (desde el borde de la muestra al borde de la zona de inhibicidn) en una o mas placas. Si no es asi,
el resultado es negativo.

En el caso del rifion de cerdo congelado, la lectura del halo de inhibicion se realizara tanto por la zona
en la que la muestra esta en contacto con el medio de cultivo como por la zona en la que esté en contacto
con la membrana, que sera la que determine el resultado final.

La expresion del resultado es: positivo o negativo a la presencia de inhibidores del crecimiento bacte-
riano.

Aunque con esta técnica no es posible identificar el antibacteriano presente en la muestra analizada, si
se puede comparar el tamafio de los halos de inhibicion obtenidos con el perfil de actividad de distintos
antibidticos estudiados (Calderdn, 2000). Los distintos grupos de antimicrobianos presentan diferencias
en cuanto a sus perfiles de actividad en las cinco placas utilizadas. Asi, las tetraciclinas causan las mayores
zonas de inhibicion en la placa de pH 6; los betalactamicos en las placas de K.rhizophila y, en algunos
casos, en la placa de pH 6; los aminoglucésidos en la placa de pH 8; y los macrélidos en la placa con K.
rhizophila. Las fluoroquinolonas bésicas se detectan de forma similar en las tres placas de B.subtilis y su
deteccion mejora en la placa con E.coli. Por el contrario, el resto de las quinolonas causan los mayores
halos en las placas de pH 6.
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La técnica de cribado de las Cinco Placas es una técnica microbioldgica sencilla y de bajo coste que se
utiliza ampliamente en Espafia para la deteccion de residuos de antibiéticos en alimentos de origen
animal.

En este trabajo se describen los criterios utilizados para validar esta técnica y los resultados obte-
nidos en distintas matrices: masculo de porcino, bovino, ovino y ave, rifién de bovino, leche, huevo y
pescado, siguiendo los criterios establecidos por la Decision 2002/657/CE.

Los resultados obtenidos suponen sélo una estimacion respecto a los limites de deteccion de esta
técnica dado que sélo la utilizacién de muestras de tejido integro, tal como se emplean en esta técnica,
que contuvieran antibi6ticos permitiria una estimacion precisa de los limites de deteccién. Ademas, la
estimacion se ha realizado con un margen de seguridad muy elevado ya que sélo se han considerado
halos de inhibicion perfectamente visibles.

La validacion de la técnica de cribado de residuos de antibicticos realizada conforme a las directri-
ces de la Decision 2002/657/CE ha demostrado que, aunque para algunos residuos de antibiéticos la
deteccion se realiza a niveles superiores, esta técnica permite detectar un cierto ndmero de antibiéticos
en diversos alimentos al nivel o por debajo de su limite maximo de residuos y, por tanto, es vélida para
el uso previsto.

Palabras clave

Validacion, residuos de antibioticos, cribado, limite de deteccion.
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Validation of a five plate test for the screening of antibiotic residues in
food. Estimation of the limit of detection.

_Abstract |
The five plate test is a simple and low cost microbiological screening technique widely used in Spain
for the detection of antibiotic residues in foods of animal origin.

This work describes the criteria used to validate this technique and the results obtained in different
matrices: porcine, bovine, ovine and poultry muscle, bovine kidney, milk, egg and fish, according to
criteria established by Commission Decision 2002/657/EC.

The results obtained are just an estimate of the detection limits of this technique, given that a
precise estimation of the detection limits would be only allowed by the use of whole tissue samples
containing antibiotics, as is the case of the tissue samples analyzed with this technique. In addition,
the estimate was made using a very high safety margin since only perfectly visible inhibition zones
were considered.

Validation of the antibiotic residue screening technique in accordance with Decision 200/657/EC,
despite some antibiotics being detected at higher levels, has demonstrated that the technique allows
for detection of a certain number of antibiotics in various foods at or below the maximum residue level.
It is therefore valid for the intended purpose.

Validation, antibiotic residues, screening, limit of detection.



Introduccion

El uso de medicamentos veterinarios para el tratamiento de enfermedades de los animales destinados
a consumo humano es una practica legal ampliamente extendida. Estos animales no deben sacrificarse
y su produccién de alimentos no se debe utilizar hasta que se cumpla un periodo desde que finaliza la
administracion del medicamento, con el fin de que se eliminen sus residuos. Por ello, si no se respetan
los llamados tiempos de espera o periodos de supresion, es posible que aparezcan residuos de estos
medicamentos en los alimentos.

El principal problema sanitario causado por la presencia de los residuos de antibiéticos en los ali-
mentos es el de su toxicidad, especialmente reacciones alérgicas como las causadas, por ejemplo, por
las penicilinas. Ademas, estos residuos tienen consecuencias tecnoldgicas ya que pueden interferir en
los procesos de produccion de alimentos en los que intervienen cultivos bacterianos (queso, yogur,
embutidos). Por otra parte, al igual que sucede en la poblacién humana, una mala utilizacién de los
antibidticos favorece la aparicién de resistencias bacterianas.

Como consecuencia de los efectos adversos que pueden producir los residuos de medicamentos
veterinarios en alimentos, se han establecido en la Unién Europea Limites Maximos de Residuos (LMR)
en los alimentos de origen animal. Asi, el Reglamento (CE) N° 470/2009 (UE, 2009), establece un
procedimiento comunitario para la fijacion de los limites maximos de residuos de sustancias farmaco-
I6gicamente activas en los alimentos de origen animal.

En la Unién Europea el control sanitario de los residuos de medicamentos veterinarios en alimentos
se realiza en el marco establecido por la Directiva 96/23/CE (UE, 1996), transpuesta al ordenamiento
juridico espafiol a través del Real Decreto 1749/1998 por el que se establecen las bases del Plan Nacio-
nal de Investigacion de Residuos (PNIR). Este plan dispone las medidas de control aplicables respecto
a determinadas sustancias y sus residuos en animales vivos y sus productos destinados a consumo
humano. Su objetivo principal es la deteccién de cualquier tratamiento ilegal y la comprobacion de
que los residuos de medicamentos veterinarios se encuentran por debajo del LMR correspondiente.

Las técnicas de cribado juegan un importante papel en la deteccion de residuos de antibiéticos ya
que el nimero de muestras, de antibiticos y de matrices diferentes a controlar es elevado. Una técnica
de cribado permite seleccionar de una forma sencilla y econémica aquellas muestras que podrian
contener residuos de antibiéticos.

En caso de obtenerse resultados positivos a la técnica de cribado, se deben utilizar técnicas fisico-
quimicas mas especificas para confirmar y cuantificar el residuo.

En Espafiia muchos laboratorios utilizan la técnica de cribado de residuos de antibiéticos de las Cinco
Placas, que es un método de analisis microbioldgico sencillo y de bajo coste. Se basa en la inhibicién
del crecimiento de cultivos bacterianos en placa para detectar la actividad antibacteriana de los resi-
duos de antibidticos presentes en los alimentos.

El método de cribado de las Cinco Placas fue desarrollado inicialmente como un método de detec-
cion de residuos de antibidticos con cuatro placas (Bogaerts y Wolf, 1980) y su utilizacién ha sido muy
amplia en Europa. Posteriormente se afiadié una quinta placa que mejora la deteccién del grupo de
las quinolonas gracias a la mayor sensibilidad de una cepa de Escherichia coli (Ellerbroek, 1991). Este
método permite, con distintas modificaciones, la deteccion de residuos de antibiéticos en diversos
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alimentos de origen animal tales como musculo, rifidn, leche y huevos y en piensos. Se han publicado
estudios de evaluacion del limite de deteccion de métodos similares (Currie et al., 1998) o alternativos
(Gaudin et al., 2010).

Los métodos analiticos utilizados para el andlisis de muestras de control oficial de residuos deben
ser validados de acuerdo a la Decision 2002/657/CE (UE, 2002) sobre el funcionamiento de los méto-
dos analiticos y la interpretacion de resultados para métodos de cribado y confirmacion. La Decision
2002/657/CE unifica en el dmbito europeo los requisitos para las medidas de control aplicables res-
pecto a determinadas sustancias y sus residuos en los animales vivos y sus productos. Es necesario
garantizar la calidad y la comparabilidad de los resultados analiticos de los laboratorios autorizados
para el control oficial de residuos y, para ello, deben aplicarse sistemas de garantia de calidad y, especi-
ficamente, métodos validados de acuerdo con procedimientos y criterios de funcionamiento comunes.

En este trabajo se muestra el procedimiento seguido en nuestro laboratorio para la validacién de
esta técnica, los criterios utilizados y los resultados obtenidos.

Diseio de la validacion

En la validacién se debe realizar un estudio de los pardmetros que pueden influir en el resultado. El
objetivo final es conocer el funcionamiento del método y fijar los criterios que debe cumplir con el fin
de alcanzar resultados validos con respecto al fin que se persigue con su aplicacion.

En la validacion de la técnica de cribado de residuos de antibiéticos de las Cinco Placas se han

seguido los siguientes pasos:

1. Definicion del proposito del método. En este caso, el proposito del método es la deteccion del
mayor nimero posible de residuos de antibiéticos al nivel o por debajo de su limite maximo de
residuos (LMR). Unicamente se trata de detectar antibiéticos que cuenten con un LMR ya que la
deteccion de los antibiticos cuyo uso esta prohibido (por ejemplo, cloranfenicol o nitrofuranos)
requiere una sensibilidad y especificidad mayor de la que presentan las técnicas microbiolégicas.

2. Determinacion de las caracteristicas de método. De acuerdo con la Decision 2002/657/CE (UE,
2002) los parametros a estudiar en una técnica de cribado cualitativa son el limite de deteccion
(CCR), la especificidad/selectividad y la robustez/aplicabilidad/estabilidad.

3. Establecimiento de los requisitos exigibles para cada uno de los parametros:

e Limite de deteccion. De acuerdo con la Decisién 2002/657/CE las técnicas de cribado cualita-
tivas deben tener un porcentaje de falsos resultados negativos inferior al 5% (error B) al nivel
de interés. Esto implica que el limite de deteccion deberia ser igual o inferior a los LMR esta-
blecidos para cada antibiético, con un porcentaje de falsos resultados negativos inferior al 5%.

o Especificidad/selectividad. Segun la Decision 2002/657/CE, la especificidad es la capacidad de
un método de distinguir entre el analito que se esta midiendo y otras sustancias. En este caso,
la técnica tiene un rango de deteccion muy amplio por lo que el requisito exigible es que no
existan interferencias sistematicas debidas a la propia matriz y que, si existen, haya sistemas
que eviten estas interferencias.

o Aplicabilidad/robustez/estabilidad. Se requieren técnicas sencillas, economicas y de facil aplica-
cién, que tengan buena reproducibilidad. Asimismo, la técnica debe ser suficientemente robusta



de manera que no sea alterada por variaciones previsibles en el tiempo o temperatura de incu-
bacion, los analistas que la aplican, etc.
4. Aportacion de evidencias que demuestren que el método cumple los requisitos exigibles:

e Limite de deteccion. Hay varias fuentes posibles de informacién como la participacion en ejer-
cicios de intercomparacion que hayan empleado muestras procedentes de animales tratados
con antibidticos, la confirmacién y cuantificacion de muestras que hayan resultado positivas a
la técnica de cribado y la realizacion de ensayos especificos. En este caso, se ha optado por este
Ultimo sistema dado que el niimero de ejercicios de intercomparacion que utilizan tejidos inte-
gros es muy limitado y las muestras positivas que han sido confirmadas son pocas y no cubren
el espectro de antibidticos y concentraciones necesarias.

e Especificidad/selectividad. Se debe estudiar si cada una de las matrices cuyo andlisis puede
realizarse con esta técnica causa inhibiciones sistematicas del crecimiento bacteriano en las
placas utilizadas. Esta técnica no es capaz de identificar los antibiéticos dentro de una misma
familia; inicamente pretende detectar la presencia de residuos de antibioticos. La especificidad
de la técnica se incrementa eliminando las inhibiciones naturales que pudieran estar presentes
de forma natural en los alimentos.

¢ Aplicabilidad/robustez/estabilidad. Se debe realizar una valoracién critica de las caracteristicas
de la técnica, estudiando la posible variabilidad de los resultados en funcién de parametros
tales como el volumen de medio por placa, el tiempo de incubacion, etc.

5. Evaluacion y elaboracion del informe. Una vez estudiados los distintos parametros, debe llevarse

a cabo una evaluacion de los resultados de la validacion realizada para concluir si el método

analitico es valido o no para el uso previsto.

En este trabajo se evaltan los resultados obtenidos en la validacion de la técnica de cribado de resi-
duos de antibiéticos de las Cinco Placas respecto a su limite de deteccion y especificidad.

Materiales y métodos

1. Patrones de antibiéticos

Acido Oxolinico Sigma 00877, Amoxicilina Sigma A8523, Ampicilina Sigma A9518, Apramicina Sigma
A2024, Bacitracina B0125, Bencilpenicilina Sigma PENNA, Cefalexina Sigma C4895, Cefalonio Fluka
32904, Cefapirina Fluka 43989, Cefazolina Fluka 22127, Cefoperazona Sigma C4292, Cefquinoma
Fluka 32472, Ceftiofur Vetranal 34001, Clortetraciclina Sigma C4881, Cloxacilina Sigma C9393, Co-
listina Sigma C4461, Danofloxacino Vetranal 33700, Dicloxacilina Sigma D9016, Difloxacino Vetranal
33984, Dihidroestreptomicina Sigma D7253, Doxiciclina Sigma D9891, Enrofloxacino Fluka 17849,
Eritromicina Sigma E6376, Espectinomicina Sigma $9007, Espiramicina Vetranal 46745, Estreptomici-
na Sigma S6501, Fenoximetilpenicilina Vetranal 46616, Flumequina Sigma F7016, Fluorfenicol Sigma
F1427, Gentamicina Sigma G3632, Kanamicina Sigma K4000, Lincomicina Sigma L6004, Marbofloxa-
cino Vetranal 34039, Monensina Sigma M5273, Nafcilina Sigma N3269, Neomicina Sigma N1876, No-
vobiocina Sigma N1628, Oxacilina Sigma 01002, Oxitetraciclina Sigma 05875, Paromomicina Sigma
P9297, Sarafloxacino Vetranal 33497, Sulfacloropiridazina Sigma S9882, Sulfadiazina Sigma $8626,
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Sulfadiemtoxina Sigma S7007, Sulfadimidina Sigma $6256, Sulfametoxazol Sigma S7507, Sulfametoxi-
piridazina Sigma S7257, Sulfapiridina Sigma $6252, Sulfaquinoxalina Sigma $7382, Sulfatiazol Sigma
S0127, Tetraciclina Sigma T3383, Tiamulina Vetranal 46959, Tianfenicol Sigma T0261, Tilmicosina Fluka
33864, Tilosina Sigma T6134, Trimetoprima Sigma T7883 y Valnemulina Fluka 32971.

2. Reactivos
Agua destilada estéril, NaOH 0,1 N a partir de hidréxido de sodio Merck 1.06498, 4cido acético 5% a
partir de acido acético 96% Merck 1.00062 y metanol Merck 1.06007.

3. Preparacion placas de ensayo

La técnica de cribado de residuos de antibidticos de las Cinco Placas se basa en la utilizacién de cinco
placas de ensayo preparadas de acuerdo al procedimiento normalizado de trabajo del laboratorio del
Centro Nacional de Alimentacion (AESAN, 2012) (Tabla 1).

Tabla 1. Placas de ensayo de la técnica de cribado de las Cinco Placas: resumen de su preparacion e incubacion

Placa pH 6 DST pH 8 EC KR
Microorganismo  Bacillus subtilis ~ Bacillus subtilis  Bacillus subtilis  Escherichia coli  Kocuria rhizophila
BGA BGA BGA CECT 4201 CECT 241

Merck 1.10649  Merck 1.10649  Merck 1.10649
Medio de cultivo ~ Testagar pH 6 Diagnostic Sensitivity Testagar pH 8 Testagar pH 8 Testagar pH 8
Merck 1.10663 Test Oxoid CM 261 Merck 1.10664  Merck 1.10664  Merck 1.10664

ufc/ml medio 104 104 104 10° 104
Otros ug/ml medio NO  Trimetoprima 0,03 pg/ml ~ NO NO NO
ml de medio 90 mm-10 ml 90 mm-10ml 90 mm-10 ml 90 mm-10 ml 90 mm-10 ml

porplacade 90 150 mm-25ml 150 mm-25ml 150 mm-25ml 150 mm-25ml 150 mm-25ml
o de 150 nm
Disco control Penicilina Sulfadimidina  Estreptomicina  Ciprofloxacino Estreptomicina
0,01U/disco 0,5 pg/disco 0,5 pg/disco 0,003 pg/disco 0,5 pg/disco
Resultado disco > 6 mm anchura > 6 mm anchura >6 mm anchura > 6 mm anchura >4 mm anchura
control (halo de

inhibicion)
Temperatura 30°C 30°C 30°C 30°C 37°C
de incubacion
Tiempo de 18-24 horas 18-24 horas 18-24 horas 18-24 horas 18-24 horas

incubacion




4. Procedimiento de analisis
Una vez preparadas las placas se procede a la preparacion de las muestras.

Para muestras de tejido se aplican dos discos de tejido sobre cada una de las placas de ensayo.
Estos discos se obtienen con un sacabocados de 8 mm de didmetro interno y miden 2 mm de altura.
En el caso de muestras fluidas como leche o huevo, éstas se colocan sobre la placa rellenando pocillos
excavados de 8 mm de didmetro.

Las placas se incuban segln el procedimiento de ensayo (véase la Tabla 1) y se mide la anchura
del halo de inhibicion del crecimiento obtenido para determinar si el resultado es positivo o no. El
resultado es positivo si la anchura del halo de inhibicion es igual o mayor de 2 mm. En el centro de las
placas se sitda un disco control que permite verificar en cada ensayo que la sensibilidad de la placa
es adecuada.

5. Valoracion de la especificidad

Aunque la técnica es necesariamente inespecifica, ya que Unicamente trata de detectar inhibidores del
crecimiento bacteriano, algunos tipos de muestras pueden contener inhibidores naturales y obligar a
confirmar la presencia de residuos de antibiéticos en muestras que, en realidad, no los contienen. Esto
no supone un problema desde el punto de vista legal en Espafia, ya que cualquier resultado positivo
debe confirmarse por técnicas mas especificas. Sin embargo, no es deseable, desde el punto de vista
operativo, que se produzcan interferencias sistematicas debidas a inhibidores naturales u otras sustan-
cias presentes de forma habitual en las muestras.

Por ejemplo, se conoce que el rifidn de cerdo contiene inhibidores naturales cuya actividad se puede
evitar mediante la utilizacion de una membrana de celulosa interpuesta entre el tejido y el medio de
cultivo (Calderdn et al., 1992). El huevo también contiene inhibidores naturales y para reducir su acti-
vidad las muestras se tratan térmicamente a 70 °C durante 20 minutos.

6. Estimacion del limite de deteccion
Al existir limites maximos de residuos (LMR) legislados para los residuos de antibiéticos (Reglamento (CE)
N° 470/2009) se debe estudiar la adecuacion de los limites de deteccion de la técnica a estos limites maxi-
mos Y, para ello, se realizan ensayos con muestras negativas adicionadas de una solucion de antibiético.
Para afadir el antibidtico a muestras fluidas como es el caso de la leche o el huevo, se adiciona di-
rectamente una solucién del antibiético en la muestra y se homogeneiza. Sin embargo, en las muestras
de tejidos, en las que no se realizan homogeneizaciones o extracciones sino que se utiliza la muestra
integra, se presenta un problema para afadir el antibiético de una manera que sea representativa de
la presencia del antibidtico en un tejido de un animal tratado.
A este respecto la Guia publicada por el Laboratorio de Referencia de la Unién Europea para resi-
duos de antibidticos (ANSES, 2010) ofrece dos posibilidades:
o El tejido se homogeneiza, se pesa, se afiade el antibiético y se mezcla. A continuacion se congela.
Las piezas de tejido con el antibidtico afiadido y congeladas se aplican directamente en la placa.
e Se impregnan discos de papel con el antibiético a ensayar, se sittian en la placa sobre el medio de cultivo
y, a continuacion, se colocan sobre estos discos de papel los discos de tejido integro, sin homogeneizar.

«
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En este trabajo se han estudiado las dos posibilidades propuestas por el Laboratorio de Referencia de
la Union Europea. Para ello, los pasos que se siguen para la elaboracion de muestras adicionadas en
cada caso son:

* Homogeneizar el tejido libre de antibidtico, afiadir una dilucién de antibiético (0,1 mlen 5 g de
muestra) y mezclarlo. Una vez mezclado, se introduce dentro de un cilindro de acero inoxidable,
de 8 mm de didmetro interno, y se congela a -20 °C. Después se procede al andlisis tal y como se
realiza con las muestras de tejido integro.

e Utilizar un disco de papel impregnado con la solucién de antibidtico sobre el que se sitda un

o

disco de tejido integro. Para ello, en nuestro caso, se aplican 20 pl de una solucién de antibiético
en un disco de papel para antibiograma de 6 mm de didmetro; el disco se coloca sobre la placa
de ensayo y sobre él se aplica un disco de tejido integro libre de antibiéticos de 2 mm de altura
obtenido con un sacabocados de 8 mm de didmetro interno. El disco de tejido tiene un peso medio
aproximado de 0,1 gy, por ello, se extrapola la cantidad de antibidtico presente al peso del disco
de tejido (0,1 g) para establecer la concentracion adicionada a la matriz (ug/kg).
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Resultados

En este trabajo se han estimado los limites de deteccion de la técnica de cribado con Cinco Placas.
En primer lugar, se utilizaron soluciones patrén para determinar en qué placa es mas activo cada
antibiético y, por tanto, produce un mayor halo de inhibicion. A continuacién se determind el limite
de deteccion de un grupo de 23 antibidticos con cada uno de los dos sistemas de estimacion (tejido
homogeneizado con una solucién de antibidtico o tejido intacto situado sobre un disco de papel con
antibidtico). Finalmente, se realizaron 20 ensayos para determinar el limite de deteccion de 57 anti-
bacterianos con muestras de musculo de distintas especies, rifidn de bovino, leche, huevo y pescado.
Los ensayos se realizaron combinando distintas condiciones que incluyeron factores tales como dia del
ensayo, analistas, muestras o lotes de preparacion de medios de cultivo y de reactivos.

1. Determinacion de la placa mas sensible a cada antibiético
Se contaba con un estudio previo de la sensibilidad de cada una de las cinco placas de las que consta
la técnica a diferentes soluciones de antibidticos (Calderdn, 2000).

Teniendo en cuenta los resultados de dicho estudio, la validacion de cada antibidtico se llevd a cabo
nicamente en la placa donde el halo de inhibicién fue mayor a una concentracion determinada de
cada antibiético.

De forma general y teniendo en cuenta que existen excepciones, las tetraciclinas se detectan en la
placa con B.subtilis a pH 6, los betalactamicos, en la placa con K.rhizophila a pH 8 o en la de B. subtilis
a pH 6, las cefalosporinas, en la placa con K.rhizophila a pH 8, los aminoglucésidos en la de B. subtilis
a pH 8, los macrélidos, en la placa con K. rhizophila y las quinolonas en la placa con E. coli a pH 8.

2. Comparacion de los sistemas de estimacion del limite de deteccion
En las Tablas 2 y 3 se comparan los limites de deteccion obtenidos con ambos sistemas de estimacion
para un grupo de 23 antibiéticos en musculo de porcino y riiién de bovino. Se observé que, en general,



el limite de deteccion estimado es mayor cuando se utiliza tejido homogeneizado con una solucién
de antibictico frente al sistema que combina un cilindro de tejido intacto y un disco de papel con
antibiético.

Okerman et al. (2004) observaron que al homogeneizar muestras de misculo de pollo que contenian
tetraciclinas (doxiciclina) se reducian los halos de inhibicion respecto a los obtenidos con las mismas
muestras sin homogeneizar. Esta reduccién puede deberse a la union del antibiético al tejido homoge-
neizado, que conduce a una subestimacion de los limites de deteccion de esta técnica, al menos para
ciertos grupos de antibidticos. Los resultados de la confirmacion por métodos fisicoquimicos de mues-
tras positivas a tetraciclinas en el Centro Nacional de Alimentacion indican que los limites de deteccion
reales de la técnica de cribado con Cinco Placas para este grupo de antibiéticos estan mas cerca de los
obtenidos con la combinacién de discos de antibidtico y discos de tejido integro que de los obtenidos
con tejido homogeneizado con antibiético.

En consecuencia, se eligié el sistema que combina discos de antibiético y discos de tejido integro
para realizar la estimacion del limite de deteccion en el proceso de validacion de la técnica.

Tabla 2. Comparacion de los limites de deteccion (LD) obtenidos con musculo de porcino con los dos sistemas
de estimacion
Antibidtico LMR (pg/kg) LD disco papel + tejido (pg/kg) LD tejido homogenizado (pg/kg)

Clortetraciclina 100 80 200
Amoxicilina 50 50 100
Ampicilina 50 50 80
Bencilpenicilina 50 24 80
Oxacilina 300 300 400
Danofloxacino 100 80 200
Difloxacino 400 240 300
Enrofloxacino 100 30 50

Marbofloxacino 150 30 60

~
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Tabla 3. Comparacion de los limites de deteccion obtenidos con rifién de bovino con los dos sistemas de estimacion

Antibiotico LMR (pg/kg) LD disco papel + tejido (pg/kg) LD tejido homogenizado (pg/kg)
Clortetraciclina 600 80 280
Doxiciclina 600 160 320
Oxitetraciclina 600 600 800
Tetraciclina 600 400 600
Bencilpenicilina 50 24 80
Nafcilina 300 100 120
Oxacilina 300 300 400
Cefalexina 1.000 1.000 1.600
Cefquinoma 200 160 180
Apramicina 20.000 10.000 20.000
Gentamicina 750 600 1.600
Kanamicina 2.500 2.000 8.000
Neomicina 5.000 4.000 10.000
Eritromicina 200 140 200
Lincomicina 1.500 800 800
Tilmicosina 1.000 240 480
Difloxacino 800 120 200
Enrofloxacino 200 10 16
Flumequina 1.500 600 1.400
Marbofloxacino 150 14 12

3. Determinacion del limite de deteccion

El limite de deteccién se establecio en aquella concentracién que causé halos de inhibicion iguales o
mayores a 2 mm de anchura. Sin embargo, en ocasiones, los halos de inhibicién de algunos antibiéticos
no tienen un borde definido por lo que la anchura de la zona de inhibicion utilizada para fijar el limite
de deteccion puede ser superior a los 2 mm de anchura en funcion de la definicion del borde del halo
en cada caso. Asi, la media de las anchuras de halo utilizadas para establecer el limite de deteccion fue
de 5,09 mm considerando todos los antibidticos y todas las matrices y de 4,62 mm si se excluyen las
sulfamidas, cuyos halos de inhibicion son muy difusos.

Para fijar el limite de deteccién se tuvo en cuenta el criterio establecido por la Decisién 2002/657/CE
de manera que el porcentaje de falsos resultados negativos debe ser inferior al 5% al nivel del limite
de deteccion.

En las Tablas 4 a 19 se muestran los resultados de la estimacion del limite de deteccion de la técnica
de cribado con Cinco Placas en muestras de misculo de porcino, bovino, ovino y ave y de rifién de bovi-
no, leche, huevo y pescado. Los resultados proceden de 20 muestras adicionadas para cada antibidtico
en cada una de las matrices.



Tabla 4. Limites de deteccion de tetraciclinas en musculo

Tretraciclinas LMR Musculo LMR Musulo LMR  Musculo LMR Mdusculo
ng/kg porcino ng’kg bovino  pg/kg ovino pglkg  ave
porcino LD pg/kg®  bovino LD pglkg ovino LD pg/kg ave LD pg/kg
Placa de deteccion HI' (mm)=+SD? HI (mm)=SD HI (mm)=*SD HI (mm)=*SD
Clortetraciclina 100 80 100 100 100 80 100 100
pH 6 3,63+0,47 5,28+0,59 4,82+0,36 6,22+0,82
Doxiciclina 100 140 100 100 Sin 100 100
pH 6 3,97+0,57 3,79+1,10  limite 3,39+0,51
Oxitetraciclina 100 500 100 400 100 400 100 400
pH 6 3,81+0,46 3,60+0,47 4,59+0,92 3,69+0,56
Tetraciclina 100 300 100 300 100 400 300
pH 6 3,45+0,50 4,86x1,72 3,79+0,45 3,36+0,70
"HI: halos de inhibicion, anchura media (mm).
2SD: desviacion tipica.
*ug /kg (ppb).
Tabla 5. Limites de deteccion de betalactamicos en misculo
Betalactamicos LMR Musculo LMR Musulo LMR  Musculo LMR Mdusculo
na’kg porcino ng’kg bovino  pg/kg ovino pgkg  ave
porcino LD pg/kg  bovino LD pg/kg ovino LD pglkg ave LD pg/kg
Placa de deteccion HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD
Amoxicilina 50 50 50 50 50 50 50 50
KR 2,71+0,27 3,87+1,32 3,60+0,55 3,41+0,58
Ampicilina 50 50 50 50 50 50 50 50
KR 2,90+0,22 4,07+0,55 4,76+0,40 3,89+0,51
Bencilpenicilina 50 24 50 20 50 40 50 50
pH 6 3,79+0,45 4,49+0,72 5,76+0,82 6,14+0,98
Cloxacilina 300 800 300 600 300 600 300 1400
pH 6 3,83+0,66 4,29+0,45 4,18+0,59 4,71+0,86
Dicloxacilina 300 500 300 300 300 300 300 600
pH 6 4,33+0,94 3,22+0,59 3,80+1,60 4,47+1,21
Fenoximetilpenicilina 25 30 Sin Sin %5 25
pH 6 3,76+0,73 limite - limite - 3,70+0,56
Nafcilina Sin 300 100 300 100 Sin
KR limite 5,15+0,66 5,47+0,38 limite
Oxacilina 300 300 300 300 300 300 300 300
KR 3,60+0,50 3,82+0,46 4,76+0,54 3,68+0,74

©
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Tabla 6. Limites de deteccion de cefalosporinas en musculo

Cefalosporinas LMR Musculo LMR Musulo LMR Musculo LMR  Mausculo
ug/kg porcino ng/kg bovino  pg/kg ovino ug/kg ave

porcino LD pglkg  bovino LD pglkg ovino LDpglkg ave LD pg/kg

Placa de deteccion HI (mm)+SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=+=SD

Cefalexina Sin - 200 400 Sin - Sin

KR limite - 3,06+£0,46 limite - limite

Cefapirina Sin - 50 1.000 Sin - Sin

KR limite - 4,76+£0,59 limite - limite

Cefquinoma 50 160 50 200 Sin - Sin

KR 4,90+0,78 3,28+0,48 limite - limite

Ceftiofur 2.000 1.000 1.000 Sin

KR 1.000 4,77+1,06 1.000 5,51£1,31 1.000 3,29+0,72  limite

Tabla 7. Limites de deteccion de aminoglucdsidos en misculo
Aminoglucésidos LMR Musculo LMR Musulo LMR Musculo LMR  Musculo
pgl/kg porcino pg/kg bovino  pg/kg ovino pgl/kg ave

porcino LD pg/kg  bovino LD pg/kg ovino LD pg/kg ave LD pg/kg

Placa de deteccion Hl (mm)=+=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD

Apramicina Sin 1.000 10.000 Sin - Sin

pH 8 limite - 3,41+£0,49 limite - limite

Dihidroestreptomicina500 10.000 500 20.000 500 30.000 Sin

pH 8 4,13+0,37 5,57+0,47 7,07+0,86 limite

Espectinomicina 300 200.000 300 140.000 300 140.000 300 140.000

KR 4,81+1,13 5,55+0,56 5,28+0,80 4,92+0,96

Estreptomicina 500 10.000 500 10.000 500 10.000 Sin

pH 8 5,05+0,55 3,71+1,16 4,95+0,92  limite

Gentamicina 50 1.800 50 2.000 Sin - Sin

pH 8 4,28+1,18 4,22+0,42  limite - limite

Kanamicina 100 5.000 100 6.000 100 10.000 100 8.000

pH 8 4,43+0,44 4,30+0,52 4,74+0,36 4,61+0,55

Neomicina 500 10.000 500 10.000 500 10.000 500 10.000

pH 8 4,43+0,77 4,53+0,75 4,53+0,38 4,50+1,01

Paromomicina 500 8.000 500 10.000 500 10.000 500 6.000

pH8 4,19+0,52 4,02+0,87 4,09+0,44 3,09+0,39




Tabla 8. Limites de deteccion de macrdlidos en musculo

Macrdlidos LMR Musculo LMR Musulo LMR Musculo LMR  Musculo
ng/kg porcino ng/kg bovino  pg/kg ovino ng/kg ave
porcino LD ug’lkg  bovino LD pg/kg ovino LD pg/kg ave LD pg/kg
Placa de deteccion HI (mm)=+=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD
Eritromicina 200 200 200 200 200 200 200 200
KR 4,68+0,21 2,92+1,31 3,32+1,16 3,51+1,03
Espiramicina 250 7.000 200 2.000 Sin 200 2.000
KR 7,05+1,85 581+1,23  limite 4,45+0,97
Lincomicina 100 2.000 100 2.000 100 2.000 100 2.000
KR 5,31x1,30 5,89+1,56 4,79+0,64 5,12+0,74
Tilmicosina 50 1.800 50 1.000 50 1.000 75 1.000
KR 5,81+1,29 6,10+2,81 6,23+0,97 8,80+1,54
Tilosina 100 1.400 100 800 100 800 100 800
KR 3,83+0,87 4,41+£1,19 4,47+0,72 5,19+0,73
Tabla 9. Limites de deteccién de quinolonas en musculo
Quinolonas LMR Musculo LMR Musulo LMR Mdusculo LMR  Musculo
pg/kg porcino pg’kg bovino  pgl/kg ovino pg/kg ave
porcino LD pg/kg  bovino LD pg/kg ovino LD pg/kg ave LD pg/kg
Placa de deteccion HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD
Ac. Oxolinico 100 300 100 2.000 100 1.000 100 1.000
EC 4,55+1,25 6,74+0,52 5,43+0,53 4,78+0,68
Danofloxacino 100 80 200 100 200 160 200 160
EC 5,79+1,14 5,98+0,87 6,01+0,54 6,18+0,80
Difloxacino 400 240 400 400 400 400 300 400
EC 3,95+0,33 3,15+0,35 3,40+0,36 3,14+0,34
Enrofloxacino 100 30 100 60 100 80 100 60
EC 4,34+0,28 4,74+1,40 5,91+0,48 4,23+0,62
Flumequina 200 600 200 400 200 800 400 400
pH 6 4,61+0,84 4,16+0,84 5,96+0,64 3,86+0,75
Marbofloxacino 150 30 150 150 Sin Sin
EC 3,68+0,7 6,22+0,65 limite limite
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Tabla 10. Limites de deteccion del resto de antibioticos en musculo

Otros LMR Musculo LMR Musulo LMR Musculo LMR  Mausculo
antibidticos ng/kg porcino ng/kg bovino  pg/kg ovino ng/kg ave
porcino LD pg/lkg  bovino LD pg/kg ovino LDpgkg ave LD pglkg
Placa de deteccion HI (mm)=+=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD
Colistina 150 160.000 150 100.000 150 100.000 150 100.000
EC 4,30+0,48 4,26+0,40 4,56+0,30 4,51+0,33
Fluorfenicol 300 7.000 200 8.000 200 8.000 100 8.000
pH 6 4,97+0,59 5,71+0,46 5,09+0,49 5,14+0,38
Fluorfenicol 300 7.000 200 8.000 200 8.000 100 8.000
pH 8 4,62+0,53 5,10+0,63 4,86+0,53 5,68+0,41
Monensina Sin 2 14.000 Sin - Sin -
pH 6 limite - 3,15+0,31 limite - limite -
Tiamulina 100 2.800 Sin Sin - 100 1.600
KR 5,54+1,27 limite limite - 5,14+0,96
Tianfenicol 50 30.000 50 20.000 50 20.000 50 20.000
KR 3,96+0,75 3,75+0,73 3,64+0,76 3,70+0,74
Trimetoprima 100 800 50 2.000 50 2.000 50 2.000
DST 7,88+0,80 10,45+1,44 9,60+0,54 11,21+1,35
Valnemulina 50 800 Sin Sin - 50 800
KR 7,00+0,42 limite limite - 4,96+1,10
Tabla 11. Limites de deteccion de sulfamidas en musculo
Sulfamidas LMR Musculo Musulo Musculo Mdsculo
ng’kg porcino bovino ovino ave
LD pg/kg LD pg/kg LD pg/kg LD pg/kg
Placa de deteccion HI(mm)*=SD  HI (mm)*=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD
Sulfacloropiridazina 100 8.000 4.000 3.000 4.000
DST 8,80+1,36 8,49+0,99 6,43+1,07 8,26+1,41
Sulfadiazina 100 4.000 2.000 2.000 2.000
DST 10,02+1,47 9,28+1,33 9,98+0,66 9,41+0,90
Sulfadimetoxina 100 2.000 2.000 2.000 1.000
DST 6,62+0,95 10,95+0,81 10,45+1,19 8,17+0,96
Sulfadimidina 100 10.000 4.000 4.000 4.000
DST 9,23+1,73 8,14+3,00 5,53+0,56 8,47+2,27
Sulfametoxazol 100 2.000 1.000 1.000 1.000
DST 10,03+1,28 8,92+2,30 5,41+0,92 8,54+1,82
Sulfametoxipiridazina 100 6.000 2.000 2.000 2.000
DST 10,18+1,17 8,91+1,31 7,29+0,80 6,73+0,61
Sulfapiridina 100 8.000 4.000 4.000 4.000
DST 10,49+1,58 9,74+1,04 6,29+0,56 10,04+0,36
Sulfaquinoxalina 100 4.000 1.000 1.000 1.000
DST 11,05+1,28 9,31+0,64 7,98+0,71 10,23+1,03
Sulfatiazol 100 3.000 1.000 2.000 3.000
DST 8,89+2,24 5,00+0,41 8,76+1,44 9,53+1,88




Tabla 12. Limites de deteccion de tetraciclinas en rifion de bovino, leche, huevo y pescado

Tetraciclinas LMR Rifon LMR Leche LMR Huevo LMR Pescado
ng/kg bovino pg’kg LD pglkg pglkg LD pg/kg  pglkg LD pglkg
rifion LD pg/kg leche huevo pescado

Placa de deteccion HI (mm)=SD HI (mm)=+=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD

Clortetraciclina 600 80 100 100 200 1.500 100 100

pH 6 2,86+0,52 3,44+1,03 5,14+0,56 4,61+0,99

Doxiciclina 600 160 Sin - Sin Sin

pH 6 3,70+0,49 limite - limite limite

Oxitetraciclina 600 600 600 200 3.000 100 600

pH 6 3,46+0,43 3,56+0,48 4,31+0,66 4,56+1,15

Tetraciclina 600 400 100 800 200 3.000 100 400

pH 6 3,55+0,58 4,67+0,96 4,22+0,38 3,70+0,44

Tabla 13. Limites de deteccion de betalactamicos en riidn de bovino, leche, huevo y pescado

Betalactamicos LMR Rifdn LMR Leche LMR Huevo LMR Pescado
pg/kg bovino pg/kg LD pg/kg pgkg LD pglkg pg/kg LD pglkg
rinon LD pg/kg leche huevo pescado

Placa de deteccion HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD

Amoxicilina 50 80 4 100 Sin 50 100

KR 3,87+0,46 6,11£0,51  limite 5,30+0,68

Ampicilina 50 80 4 100 Sin 50 40

KR 4,99+1,18 7,86+1,05 limite 3,50+0,48

Bencilpenicilina 50 24 4 50 Sin 50 24

pH 6 3,44+0,61 5,69+0,37 limite 3,69+0,78

Cloxacilina 300 1.200 30 1.000 Sin 300 1.600

pH 6 4,15+1,00 3,92+0,83 limite 5,03+1,11

Dicloxacilina 300 600 30 500 Sin 300 500

pH 6 4,83+0,54 4,62+1,65 limite 3,78+0,70

Nafcilina 300 100 30 100 Sin Sin

KR 3,90+0,51 4,62+0,65 limite limite

Oxacilina 300 300 30 300 Sin 300 300

KR 4,16+0,54 4,82+0,55 limite 4,81+0,52

~
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Tabla 14. Limites de deteccion cefalosporinas en riién de bovino, leche, huevo y pescado

Cefalosporinas LMR RifAdn LMR Leche LMR Huevo LMR  Pescado
ng/kg bovino pg’kg LD pglkg pglkg LD pglkg  pg/kg LD pglkg
rifion LD pg/kg leche huevo pescado

Placa de deteccion HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD

Cefalexina 1.000 1.000 100 1.000 Sin - Sin

KR 4,60+0,99 6,26+1,72  limite - limite

Cefalonio Sin - 20 500 Sin - Sin

KR limite - 8,37+0,61 limite - limite

Cefapirina 100 - 60 60 Sin - Sin

KR - 4,31+0,52  limite - limite

Cefazolina Sin - 50 4.000 Sin - Sin

KR limite - 5,45+1,17  limite - limite

Cefoperazona Sin - 50 1.000 Sin - Sin

KR limite - 5,33+0,99 limite - limite

Cefquinoma 200 160 20 200 Sin - Sin

KR 5,20+0,53 3,36+£0,91 limite - limite

Ceftiofur 6.000 6.000 100 200 Sin - Sin

KR 6,23+1,43 5,50+1,73  limite - limite

Tabla 15. Limites de deteccidn de aminoglucésidos en rifién de bovino, leche, huevo y pescado

Aminoglucésidos  LMR RifAdn LMR Leche LMR Huevo LMR  Pescado
pg’kg bovino pg’kg LD pg/kg pgkg LD pglkg pg/kg LD pglkg
rifnon LD pg/kg leche huevo pescado

Placa de deteccion HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=*=SD

Apramicina 20.000 10.000 Sin - Sin - Sin

pH 8 3,64+0,39 limite - limite - limite

Dihidroestreptomicina1 000 3.000 200 3.000 Sin - Sin

pH 8 3,31+0,41 4,00+0,69 limite - limite -

Espectinomicina 5000 120.000 200 30.000 Sin - 300 200.000

KR 4,22+0,92 4,30+0,73  limite - 6,72+1,20

Estreptomicina 1.000 3.000 200 5.000 Sin - Sin

pH 8 3,73+0,63 5,35+0,94 limite - limite

Gentamicina 750 600 100 200 Sin - Sin

pH 8 4,17+0,58 2,80+0,37 limite - limite

Kanamicina 2500 2.000 150 2.000 Sin - Sin

pH 8 3,44+0,58 4,49+0,66 limite - limite -

Neomicina 5.000 4.000 1500 3.000 500 7.000 500 14.000

pH 8 4,33+0,76 4,21+0,37 3,91+0,57 4,29+0,52

Paromomicina 1.500 2.600 Sin - Sin 500 10.000
pH 8 4,05+0,56 limite - limite - 3,94+0,62




Tabla 16. Limites de deteccion de macrélidos en rifion de bovino, leche, huevo y pescado

Macrdlidos LMR RifAon LMR Leche LMR Huevo LMR  Pescado
ng/kg bovino pg’kg LD pglkg pglkg LD pg/kg  pglkg LD pglkg
rifion LD pg/kg leche huevo pescado

Placa de deteccion HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD

Eritromicina 200 140 40 40 150 100 200 320

KR 4,08+0,93 5,25+0,94 4,55+0,81 4,59+1,29

Espiramicina 300 1.400 200 200 Sin Sin

KR 3,42+0,60 3,79+0,78  limite limite

Lincomicina 1,500 800 150 800 50 500 100 1.400

KR 4,43+0,49 5,00+0,81 3,66+0,42 5,44+0,81

Tilmicosina 1.000 240 50 50 Sin 50 1.000

KR 3,74+1,04 5,38+1,01 limite 5,73+1,35

Tilosina 100 800 50 300 200 800 100 1.200

KR 3,94+0,29 4,25+1,18 3,52+0,33 4,52+0,44

Tabla 17. Limites de deteccion de quinolonas en riidn de bovino, leche, huevo y pescado

Quinolonas LMR Rifion LMR Leche LMR Huevo LMR Pescado
ng/kg bovino pngkg LD pg/kg pgkg LD pglkg  pg/kg LD pglkg
rinon LD pg/kg leche huevo pescado

Placa de deteccion HI (mm)=SD HI (mm)=*SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD

Ac. Oxolinico 150 300 Sin Sin 100 280

EC 4,39+1,08 limite limite 3,64+0,75

Danofloxacino 400 200 30 30 Sin 100 80

EC 8,51+0,93 4,01£0,61  limite 5,80+0,58

Difloxacino 800 120 Sin Sin 300 90

EC 3,97+0,48 limite limite 5,02+0,67

Enrofloxacino 200 10 100 80 Sin 100 6

EC 5,03+0,97 7,27+0,85  limite 4,44+0,42

Flumequina 1,500 600 50 600 Sin 600 660

pH 6 3,82+0,66 4,97+0,59  limite 4,41+0,39

Marbofloxacino 150 14 75 100 Sin Sin

EC 5,19+1,02 6,75+0,73  limite limite

Sarafloxacino Sin Sin Sin 30 200

EC limite limite limite 4,69+0,60

~
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Tabla 18. Limites de deteccion del resto antibicticos en rifion de bovino, leche, huevo y pescado

Otros antibidticos LMR Rifion LMR Leche LMR Huevo LMR  Pescado
ng’kg bovino png’kg LD pg/kg pgkg LD pglkg  pg/kg LD pglkg
rifién LD pg/kg leche huevo pescado

Placa de deteccion Hl (mm)=+=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD

Bacitracina Sin - 100 2.000 Sin - Sin

KR limite - 4,56+1,00 limite - limite -

Colistina 200 60.000 50 10.000 300 50.000 150 60.000

EC 5,14+0,89 2,94+0,61 3,70+0,83 4,27+0,56

Fluorfenicol 300 6.000 Sin - Sin - 1.000 7.000

pH 6 4,10+1,08 limite - limite - 4,94+0,62

Fluorfenicol 300 6.000 Sin - Sin - 1.000 7.000

pH 8 3,92+0,97 limite - limite - 4,41+0,49

Novobiocina Sin - 50 10.000 Sin - Sin

KR limite - 4,85+0,57 limite - limite

Tiamulina Sin - Sin - 1.000 3.500 Sin

KR limite - limite - 4,53+0,51  limite

Tianfenicol 50 30.000 50 40.000 Sin - 50 30.000

KR 4,45+0,63 7,03+1,52  limite - 3,94+0,41

Trimetoprima 50 600 50 500 Sin - 50 400

DST 9,08+1,01 6,43+0,63  limite - 4,97+1,29

Tabla 19. Limites de deteccion de sulfamidas en rifdn de bovino, leche, huevo y pescado

Sulfamidas LMR Rif6n LMR Leche LMR Huevo LMR Pescado
ng/kg bovino pwg’kg LD pglkg pglkg LD pglkg  pg/kg LD pglkg
rinén LD pg/kg leche huevo pescado

Placa de deteccion HI(mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD HI (mm)=SD

Sulfacloropiridazina 100 10.000 100 5.000 Sin - 100 4.000

DST 10,17+0,80 9,75+0,98  limite - 7,85+1,77

Sulfadiazina 100 4.000 100 500 Sin - 100 2.000

DST 10,26x1,03 5,78+2,02 limite - 7,92+1,53

Sulfadimetoxina 100 4.000 100 500 Sin - 100 800

DST 9,88+1,33 6,34+1,68 limite - 5,74+2,41

Sulfadimidina 100 10.000 100 5.000 Sin - 100 4.000

DST 10,07+1,27 9,38+2,17 limite - 6,35+1,16

Sulfametoxazol 100 2.000 100 500 Sin - 100 800

DST 8,92+1,13 6,35+1,38 limite - 6,93+1,54

Sulfametoxipiridazina 100 4.000 100 2.000 Sin - 100 2.000

DST 8,99+1,43 9,51+0,68 limite - 7,20+1,41

Sulfapiridina 100 8.000 100 2.000 Sin - 100 4.000

DST 10,18+1,26 8,32+0,80 limite - 7,39+1,75

Sulfaquinoxalina 100 4.000 100 500 Sin - 100 800

DST 10,52+0,79 4,87+1,22  limite - 6,24+1,89

Sulfatiazol 100 2.000 100 800 Sin - 100 1.000

DST 7,97+1,75 6,13+1,45 limite - 5,67+1,13




Tabla 20. Comparacion del limite de deteccion (LD) frente al limite maximo de residuos (LMR) de los antibidticos
ensayados (nimero de antibidticos)
LD <LMR 1LMR<LD<2LMR LD>2LMR Total antibiéticos ensayados
Musculo de porcino 10 4 33 47
Musculo de bovino 14 3 32 49
Musculo de ovino 12 1 27 40
Musculo de ave 11 2 28 41
Rifion de bovino 22 5 20 47
Leche 7 4 35 46
Huevo 1 0 8 9
Pescado 7 4 25 36
Tabla 21. Antibicticos cuyo limite de deteccion es inferior o igual al limite maximo de residuos
Musculo de  Musculo de Musculo de  Musculo de Rifion de Leche Huevo Pescado
porcino bovino ovino ave bovino

Clortetraciclina Clortetraciclina Clortetraciclina

Clortetraciclina Clortetraciclina Clortetraciclina Eritromicina Clortetraciclina

Amoxicilina  Doxiciclina Amoxicilina Doxiciclina Doxiciclina Cefapirina Ampicilina
Ampicilina Amoxicilina Ampicilina Amoxicilina  Oxitetraciclina  Eritromicina Bencilpenicilina
Bencilpenicilina Ampicilina Bencilpenicilina  Ampicilina Tetraciclina Espiramicina Oxacilina
Oxacilina Bencilpenicilina Dicloxacilina  Bencilpenicilina Bencilpenicilina Tilmicosina Danofloxacino
Erittomicina  Dicloxacilina  Nafcilina Fenoximetil-  Nafcilina Danofloxacino Difloxacino
Danofloxacino  Nafcilina Oxacilina penicilina Oxacilina Enrofloxacino Enrofloxacino
Difloxacino Oxacilina Ceftiofur Oxacilina Cefalexina
Enrofloxacino  Ceftiofur Eritromicina Eritromicina ~ Cefquinoma
Marbofloxacino Eritromicina ~ Danofloxacino  Danofloxacino ~ Ceftiofur
Danofloxacino  Difloxacino Enrofloxacino  Apramicina
Difloxacino Enrofloxacino  Flumequina Gentamicina
Enrofloxacino Kanamicina
Marbofloxacino Neomicina
Eritromicina
Lincomicina
Tilmicosina

Danofloxacino

Difloxacino

Enrofloxacino

Flumequina

Marbofloxacino

~
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El riién de bovino es la matriz en la que mas antibiéticos se detectan al nivel o por debajo de su
limite maximo y la Unica en la que se detectan antibidticos aminoglucésidos. La clortetraciclina y el
danofloxacino se detectan por debajo de su limite maximo de residuos en todas las matrices ensayadas
excepto en huevo. Por su parte, la eritromicina se detecta al nivel del limite maximo de residuos en
todas las matrices excepto en el pescado.

Dentro de las tetraciclinas, la clortetraciclina y la doxiciclina se detectan a niveles inferiores a los de
la tetraciclina y la oxitetraciclina. Entre los betalactamicos, la amoxicilina, ampicilina y bencilpenicilina
presentan limites de deteccién menores que los del resto.

La deteccion de betalactamicos con esta técnica en leche no es aceptable dada la frecuencia de
estos residuos en esta matriz, para su control deben utilizarse otros métodos de deteccion como los
de Inhibicion del crecimiento del Bacillus stearothermophilus, que son mas sensibles a este grupo de
antibioticos. Esta técnica de cribado con cinco placas sélo tendria utilidad en esta matriz para detectar
aquellos antibidticos que, como las quinolonas, no son bien detectados por B. stearothermophilus.

Las quinolonas son el grupo que mejor se detecta con esta técnica en todas las matrices que
presentan LMR. Esta deteccion se produce incluso a niveles muy por debajo del LMR por lo que es
importante realizar la identificacion y cuantificacion posterior por técnicas de confirmacion mas
especificas.

La deteccion de aminoglucosidos y macrolidos es claramente mejor en rifion que en musculo y las
sulfamidas no se detectan en ninglin caso a niveles aceptables. Este Gltimo grupo se analiza mediante
otras técnicas en el Plan Nacional de Investigacion de Residuos por lo que sélo cabe esperar su detec-
cion mediante esta técnica en casos de contaminacién muy elevada o de matrices que, como el pienso,
puedan contener la sustancia activa con fines terapéuticos.

Los resultados obtenidos suponen sélo una estimacion respecto a los limites de deteccion de esta
técnica de cribado de residuos de antibidticos con Cinco Placas en tejidos dado que solo la utilizacion
de muestras de tejido integro permitiria una estimacion precisa de sus limites de deteccion. Ademas, la
estimacion se ha realizado con un margen de seguridad elevado puesto que sélo se han considerado
halos de inhibicion perfectamente visibles, superando ampliamente el umbral de 2 mm de anchura del
halo de inhibicién fijado en la técnica para concluir un resultado positivo.

La validacién de la técnica de cribado de residuos de antibiéticos realizada conforme a las directri-
ces de la Decision 2002/657/CE ha demostrado que, aunque para algunos residuos de antibiéticos la
deteccion se realiza a niveles superiores, esta técnica permite detectar un cierto niimero de antibiéticos
en diversos alimentos al nivel o por debajo de su limite maximo de residuos. Para estos antibiéticos,
una vez analizadas 20 muestras de musculo de porcino, bovino, ovino y ave, riién de bovino, leche,
huevo y pescado, en todos los casos las muestras resultan positivas al nivel del limite maximo de re-
siduos, causando un halo mayor de 2 mm de anchura. Por tanto se cumple con el criterio fijado en la
Decision 2002/657/CE, ya que el porcentaje de falsos negativos no supera el 5% a esta concentracion
y se concluye que la técnica es valida para el uso previsto.

Para aquellos residuos de antibiéticos cuyos limites de deteccion sean insuficientes y una evaluacién



del riesgo establezca que son de interés desde el punto de vista de su control, se debe estudiar una
estrategia analitica alternativa.

Esta técnica es aplicable para la deteccion de un amplio espectro de residuos de antibiéticos en
distintas matrices de origen animal con buena especificidad al nivel de interés, una alta aplicabilidad,
ya que es una técnica sencilla y de bajo coste y con un limite de deteccion a nivel del limite maximo de
residuos o menor para distintos residuos de antibiéticos.
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