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1. INTRODUCCION



Las toxiinfecciones alimentarias provocadas por los microorganismos
patdgenos del género Salmonella y Listeria tienen una gran importancia en
los paises desarrollados por el gran niumero de personas infectadas y por la
industrializacion en la produccion de alimentos que favorece la diseminacion

de estos patégenos.

Hemos de tener en cuenta que la listeriosis humana afecta principalmente a
las personas adultas de mas de sesenta afios, a las mujeres embarazadas, a
los nifios recién nacidos y también a todas aquellas personas que tienen
comprometido su sistema inmunitario. Por todo ello, en las personas
susceptibles de padecer esta enfermedad la mortalidad es elevada; asi,
estudios recientes han demostrado que esta enfermedad tiene una

incidencia de aproximadamente 5 casos por millébn de personas.

Por lo que se refiere a la incidencia de las bacterias del género Listeria en
las aves de corral y, mas concretamente en los pavos, estudios recientes
han demostrado que entre un 23 a un 60% de las canales de las aves de
corral en Estados Unidos y en Inglaterra son positivas a la bacteria
patégena L. monocytogenes (Carpenter y Harrison 1989; Cox y col., 1989;
Genigeorgis y col., 1990; Franco y col., 1995; Rijpens y col., 1997;
Uyttendaele y col., 1997).

La salmonelosis es una enfermedad de origen alimentario que afecta a un
gran numero de personas y sus vehiculos de transmisién son tan amplios
que se la considera una de las mas importantes toxiinfecciones alimentarias

mundiales.

La importancia de esta enfermedad radica tanto en la elevada morbilidad
entre las personas como por los elevados costes que provoca en la sanidad
publica, ademas de los generados por las perdidas de produccién animal y

el aumento de los costes de produccion en los corrales infectados.

En el afio 1994 un estudio realizado en Estados Unidos por Bryan y Doyle
(1994) revel6 que los casos de salmonelosis en humanos habian pasado de

740.000 a 4 millones y se estimaba que en la actualidad se llegaria a 4,8



millones de casos, todos ellos relacionados directamente con aves de corral

infectadas con las bacterias del género Salmonella.

La prevalencia de salmonela en los productos derivados de aves de corral es
muy variable, desde un 2 a un 100%. La media de la prevalencia en los
animales es de un 30% Yy los productos derivados del pavo son
responsables de un 14 a un 56% de los brotes epidémicos de salmonelosis

en humanos (Bryan, 1988).

En los paises anglosajones de la Unién Europea el consumo de pechugas de
pavo curadas en lonchas tiene unos indices elevados, generando grandes
sumas de dinero e implicando una importante industria de los productos

derivados de pavo.

En la legislacion de la Uniébn Europea, que regula el mercado interior
comunitario, no hay ninguna especificacion del limite microbiol6gico sobre
los productos curados derivados de las carnes de las aves de corral,
provocando que los paises consumidores de estos productos apliquen la
legislacion y las exigencias sanitarias y comerciales de la comercializacion
de las carnes frescas de aves de corral, con diferentes interpretaciones que
repercuten en las exigencias para la comercializacion de estos productos
curados. Algunas pueden parecer excesivas con respecto a lo que el
producto necesita, y exigen refrigeracion del producto en todo su proceso
comercial, es decir, desde el transporte hasta la exposicion del producto al
publico en los centros comerciales, e incluso que en el etiquetado de estos
productos figure la obligacion de ser conservados en refrigeracion hasta el

momento de ser consumidos.

Este trabajo se planted para estudiar el efecto que tiene todo el proceso de
elaboracion industrial de pechugas de pavo curadas sobre los
microorganismos patdgenos responsables de las toxiinfecciones alimentarias
mas graves que estan asociadas a este tipo de producto. También para
conocer cual es la mejor combinacion de temperatura y proceso de
conservacion (vacio o altas presiones) que garantice la conservacion del

producto en las mejores condiciones de calidad higiénica y organoléptica.



Para ello nos marcamos los siguientes objetivos:

=

. Estudio de la incidencia de microorganismos del género Salmonella y del

género Listeria en las pechugas de pavo frescas.

. Estudio del comportamiento y supervivencia de Salmonella y Listeria

durante el proceso de elaboracion de pechugas de pavo curadas.

. Estudio del comportamiento y supervivencia de Salmonella y Listeria

durante toda la vida comercial del producto.

. Estudio del efecto de las distintas temperaturas y del tratamiento con

altas presiones sobre el comportamiento y supervivencia de Salmonella y

Listeria.

Estudio de la influencia de la flora acompafante sobre el

comportamiento y supervivencia de Salmonella y Listeria.



11. REVISION BIBLIOGRAFICA



1. ANTECEDENTES HISTORICOS

1.1 Listeria

El género Listeria spp recibe su nombre en honor del cirujano britanico Lord
Joseph Lister (ICMSF, 1996) y la especie L. monocytogenes por el sindrome

de monocitosis presente en determinados enfermos de listeriosis.

En 1891, el investigador francés Hayen, describié por primera vez unos
organismos pequefios Gram positivos con forma de vara aislados de tejidos
humanos. Dos afios mas tarde, en Alemania, Henle aislé unos organismos
muy similares a los descritos por Hayen (Gray y Killinger, 1966). En 1911,
Hulphers describié de nuevo la existencia de estos mismos organismos
aislandolos de focos necroéticos de higado de conejo y los denomind Bacillus

hepatis.

La caracterizacion completa de estos organismos fue realizada por Murray y
col. (1926). El microorganismo fue aislado a partir de conejos y cobayas de
laboratorio infectados que desarrollaron lesiones hepaticas y monocitosis
pronunciadas. A partir de este momento el microorganismo fue denominado
Bacterium monocytogenes. Poco tiempo mas tarde, Pirie (1940) logré aislar

este microorganismo Gram positivo al que llamo Listerella hepatolitica.

La primera descripcion de listeriosis en los humanos fue realizada por
Nyfeldt en 1929 (Gray y col., 1966), el cual aislo esta bacteria a partir de
sangre de pacientes que sufrian una enfermedad parecida a la
mononucleosis infecciosa. En 1936, Burn, aislé el microorganismo de
cadaveres de neonatos e implico a la bacteria como causa de meningitis en
adultos (Burn, 1936). En 1936 se reconocié por primera vez a L.
monocytogenes como causa de infeccibn humana durante el periodo

perinatal y como responsable de meningitis en adultos.

En 1940, y por razones taxondémicas, se adoptd la propuesta del nombre

que actualmente conocemos: Listeria monocytogenes (Pirie, 1940).



El mayor brote epidémico de listeriosis en humanos descrito en Alemania
entre los aflos 1949 y 1951 se relacion6 directamente con el consumo de
leche cruda (Seelinger, 1961; Gray y Killinger 1966). Hasta 1960 so6lo se
habian comunicado 500 casos de listeriosis en todo el mundo, alcanzando
en 1981 la cifra de 10.100 (Ralovich, 1984). Al menos desde 1980 los cinco
mayores brotes epidémicos de listeriosis humana asociados a los alimentos
se han concentrado principalmente en las areas geograficas de Europa y
Ameérica del Norte, de los cuales los mas destacados fueron en 1981, en
Canada; en 1983 en Massachusetts (E.E.U.U.); en 1985 en Los Angeles y
California (E.E.U.U.) ; entre 1985 y 1987 en Suiza; y en 1992 en Francia.

1.2 Salmonella

En el afio 1874, Budd fue el primero en relacionar que las fiebres tifoideas
habian sido transmitidas por el agua y los alimentos. Salmonella typhi,
agente etiolégico de la enfermedad, fue descubierta en el afio 1880 por
Eberth y el microorganismo fue aislado en 1884 por Gaffky. Salmonella
choleraesuis fue aislada de un cerdo en el que se diagnostico la colera del
cerdo (ICMSF, 1996).

El nombre del género fue acufiado por Lignieres en el afio 1900 en honor a
los trabajos realizados por el doctor D. E. Salmon, bacteriélogo americano

que caracterizo los bacilos causantes del colera del cerdo.

La primera vez que un laboratorio confirmé un brote de toxiinfeccion
alimentaria provocado por salmonelosis, se vieron implicados 57 personas
que comieron carne de un animal enfermo. Salmonella enteritidis fue
aislada de los 6rganos de una de las personas fallecidas y de la carne y la
sangre del animal (ICMSF, 1996). Desde entonces la salmonela ha sido

reconocida como la mayor causante de fiebres entéricas y gastroenteritis.



2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS MICROORGANISMOS

2.1 Listeria

Segun lo descrito en el Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 92
edicion (1994), las listerias son bacilos de forma regular y con forma de
vara corta de aproximadamente 0,4-0,5 mm de diametro y 0,5-2 nm de
longitud con las puntas redondeadas. Algunas veces pueden tener forma

cocoide, apareciendo como células individuales o bien en cadenas cortas.

Pueden ser moviles cuando se cultivan a temperaturas de 20 a 25°C y ésta
movilidad esta provocada por la presencia de tres o cuatro flagelos de
implantacion periférica. Estos flagelos pueden tener longitudes de 6 a 20 nm

0 mas.

La morfologia de las colonias que han crecido en medios nutritivos sdlidos
(agar) a las 24-48 horas son de un tamafo de 0,5-1,5 mm de diametro,
redondas, translicidas con apariencia de gota de rocio, ligeramente
convexas con la superficie fina y el margen entero. Las colonias tienen un
color gris azulado con la luz normal y un color azul verde brillante con la luz
oblicua (ICMSF, 1996). Cuando los cultivos en medios soélidos de agar son
viejos, de 3 a 7 dias, las colonias son mas grandes, de 3 a 5 mm de
diametro, con una zona central mas opaca y con un aspecto mas aspero y

rugoso.

Las bacterias del género Listeria son microorganismos Gram positivos que
tienen un metabolismo aerdbico y anaerobio facultativo. Son oxidasa
negativas, rojo de metilo positivo, Voges-Proskauer positivo, no utilizan el
citrato exdgeno, no producen indol y no hidrolizan ni la urea ni la gelatina ni
la caseina. No producen H,S y no reducen los nitratos a nitritos. Todas sus

cepas producen fosfatasa alcalina.

Se admiten cinco especies claramente diferenciables: Listeria
monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri y L. ivanovii;

mientras que L. denitrificans, L. grayi y L. murrayi se clasifican como



especies incertae sedis, de clasificacion incierta. Trabajos recientes han
determinado que L. denitrificans no pertenece al género, y ha sido
clasificada de nuevo como Jonesia denitrificans. Sin embargo, L. grayi y L.
murrayi permanecen dentro del género, aunque se ha considerado que no
son lo suficientemente diferentes como para garantizar el que sean especies
separadas, por lo tanto, han sido clasificadas de nuevo como una Unica
especie para la que se ha propuesto el nombre de L. grayi. Finalmente, L.
ivanovii consta de dos subespecies: L. ivanovii subespecie ivanovii y L.

ivanovii subespecie londoniensis (Bell y Kyriakides, 1998).

Por lo tanto, segun la informacién mas reciente, el género Listeria esta

constituido por las especies que aparecen en la Tabla 1.

Tabla 1. Especies del género Listeria spp (Bell y Kyriakides, 1998)

Especies de Listeria spp Nombre anterior de la especie

Listeria monocytogenes Bacterium monocytogenes

Listeria innocua

Listeria welshimeri

Listeria seeligeri

Listeria grayi Listeria grayi, Listeria murrayi
Listeria ivanovii Listeria ivanovii
subespecie ivanovii Listeria monocytogenes serovariedad 5

subespecie londoniensis

Las diferentes especies de Listeria se pueden diferenciar entre ellas por su

capacidad de fermentar los carbohidratos y por su capacidad b-hemolitica,

tal y como se especifica en la Tabla 2.




Tabla 2. Diferencias entre las especies del género Listeria spp (adaptacion
de ICMSF, 1996)

ESPECIES LISTERIA FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS CAMP "TEST HEMOLISIS
M R X SA RE

L. monocytogenes - + + - +

L. innocua - v - - - -

L. welshimeri - v + - - -

L. seeligeri - - + + -

L. ivanovii - - + - +

L. grayi + v - - - -

[M, manitol; R, L-rhamnosa; X, D-xilosa. “+” fermenta el azlcar en cuestién y produce gas,
“v” puede o no fermentar el azlUcar en cuestion y “-“ no fermenta el azlcar en cuestion ni
produce gas. CAMP-test (CHRISTIE, ATKINS, MUNCH-PETERSEN fenémeno): L.
monocytogenes muestra una zona hemolitica tipica en placas de sangre cuando se cultivan

junto a Staphylococcus aureus b-hemolitico (SA) y/o Rhodococcus equi (RE)].

2.2 Salmonella

Salmonela es un género de la familia de las Enterobacteriaceae (Brenner,
1984). Los miembros de esta familia se caracterizan por ser Gram
negativos, anaerobios facultativos, no formadores de esporas, bacterias con
forma de barra y con las puntas redondeadas. Las formas maoviles tienen
flagelos de implantacion periférica. Salmonella es normalmente movil, pero
S. pullorum, S. gallinarum y un serotipo de S. arizonae no son moéviles. La

mayoria de las cepas, a excepcion de S. typhi, son aerégenas.

Producen acido y a veces gas a partir de la glucosa, raramente fermentan la
lactosa o la sacarosa. Son normalmente catalasa positivas y oxidasa
negativas y reducen los nitratos a nitritos. La reaccion del rojo de metilo es
positiva, el test Voges-Proskauer es negativo y la reaccion del Indol es
negativa. Lisina descarboxilasa positiva, la fermentacion del dulcitol es
positiva, el crecimiento en caldo KCN es negativo, la utilizacion de malonato
de sodio es negativa. No desaminan la fenilalanina, no hidrolizan la urea, no
lichan rapidamente la gelatina en nutrientes y no producen DNAsa ni lipasa.
El citrato es utilizado normalmente como uUnica fuente de carbono (ICMSF,
1996; NF ISO 6579, 1993).

10



La mayoria de los miembros de esta familia se encuentran en el tracto
intestinal de los humanos y de los animales ya sea como patégenos o como

comensales.

Segun lo descrito en Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 92
edicion (1994) el género Salmonella se subdivide en cinco subgéneros
distintos. Su caracterizacion se basa en la hibridacion DNA/DNA. Asi pues,
una homologia del DNA >70% quiere decir que las bacterias pertenecen a la
misma especie, mientras que la caracterizacion de los diferentes
subgéneros de Salmonella se basa no solo con la hibridacién DNA/DNA, sino
también en las caracteristicas bioquimicas y en las formas de aislamiento

que son utilizadas habitualmente.

Al subgénero | pertenecen las salmonelas tipicas patdgenas aisladas del
contenido intestinal de los animales de sangre caliente y que son la
mayoria. Al subgénero Il y Ill pertenecen aquellas que se han aislado de
animales de sangre fria, tales como S. salamae y S. arizonae. Al subgénero
IV y V pertenecen todas aquellas que se encuentran mayoritariamente en el
medio ambiente y que raramente se han identificado como patégenas para

el hombre.

Después de la clasificacion en subgéneros, la clasificacion mas importante
del género Salmonella se basa en las caracteristicas serologicas de la
bacteria de acuerdo al esquema de Kauffman-White, el cual fue concebido
por White y desarrollado por Kauffman (ICMSF, 1996). La serologia se basa
en los antigenos somaticos O, el antigeno flagelar H y el antigeno capsular
Vi. De esta forma se pueden identificar hasta 2.200 serovares diferentes de
Salmonella describiéndolos por una serie de ndmeros y letras que

representan a 64 antigenos O, H y Vi diferentes.

Finalmente, cada serovar se puede subdividir segun sus caracteristicas
bioguimicas (biovares o biotipos), su resistencia a los bacteriofagos
(fagovares o lisotipos), su resistencia a los antibiéticos o a los metales
pesados, y por su sensibilidad a las bacteriocinas o por la produccion de

bacteriocinas. Todas estas caracteristicas son dependientes del DNA

11



extracromosémico que normalmente se mantiene estable durante todo el

periodo que dura un brote infeccioso.

3. CARACTERISTICAS DE CULTIVO Y DE DETECCION DE LOS
MICROORGANISMOS

3.1 Listeria

Practicamente todas las cepas de Listeria son catalasa positivo cuando
crecen en medios de cultivo y bajo condiciones de laboratorio normales y
habituales, pero pueden dar reacciones negativas si se cultivan en medios
que contengan concentraciones bajas de carne o de extracto de levadura.
La actividad catalasa de las listerias esta deprimida cuando los medios de
cultivo contienen altas concentraciones de glucosa, es decir, valores del
10% w/v (ICMSF, 1996).

Fermentan la glucosa transformandola mayoritariamente en L(+)-acido
lactico y también fermentan otros azucares (como la amigdalina, celubiosa,
esculina, fructosa, mannosa y salicina) en 48 horas dando acidos pero no
gas. Todas las cepas producen b-D-galactosidasa. Las bacterias del género

Listeria no hidrolizan ni la celulosa, ni la tirosina ni la xantina.

Por lo tanto, los carbohidratos son esenciales para el crecimiento de
Listeria, siendo la glucosa el carbohidrato de eleccion. La adicion de glucosa
en un medio de cultivo de enriquecimiento es esencial para obtener
crecimientos optimos del microorganismo. Asi ocurre con la adicion de
esculina en el medio como Unica fuente de carbohidratos (Swaminathan y

col., 1988).

Las cepas de Listeria tienen ciertos requisitos nutricionales para su
crecimiento. Suplementos de CINa en un minimo de un 3% y un maximo de
un 10% (lriarte y col., 1993) y de acidos biliares en un 40% (ICMSF, 1996)
en los caldos de cultivo favorecen el crecimiento de Listeria. También crecen

en presencia de 0,025% de acetato de talio; 3,75% de tiocianato potasico y

12



0,01% de 2,3,5-cloruro de trifeniltetrazolium (ICMSF, 1996). El tiocianato
potéasico ha sido incorporado en medios de cultivo de enriquecimiento como
agente selectivo para la recuperacion de bacterias de la especie L.

monocytogenes (Golden y col., 1987).

La utilizacion de un 0,04% de telurito potasico en los medios de cultivo
inhibe el crecimiento de un amplio espectro de especies de microorganismos
Gram negativos (ICMSF, 1996; Buchanan y col.,1987). La adicion de 40
ng/ml de acido nalidixico en el medio de cultivo selectivo de enriquecimiento
para la Listeria ha resultado ser muy util para inhibir el crecimiento de los
microorganismos contaminantes Gram negativos (Donnelly, 1987;
Buchanan y col.,1987; Swaminathan y col., 1988) y como agente selectivo
para la recuperacion de L. monocytogenes (Golden y col., 1987). Asi
mismo, la adicion de 50 ng/ml de acriflavina en el mismo medio de cultivo
inhibe el crecimiento de los microorganismos contaminantes Gram positivos
(Donnelly, 1987) e inhibe especificamente el crecimiento de los cocos Gram

negativos y positivos (Swaminathan y col., 1988).

Se ha observado que la utilizacion de feniletanol, glicina y cloruro de litio en
los medios de cultivo para las bacterias del género Listeria es un eficaz
sistema de inhibicién del crecimiento de la mayoria de las bacterias Gram
positivas y negativas, sin afectar de forma apreciable la recuperaciéon de L.

monocytogenes (Golden y col., 1987).

La utilizacion simultdnea de moxalactamo, bacteriocinas y acido nalidixico
es una combinacion efectiva de agentes selectivos que dan apoyo al
crecimiento de la Listeria, mientras provocan la supresion del crecimiento

de otras especies, incluso de Staphylococcus aureus (Buchanan y col.,1987)

Todas las cepas de Listeria son sensibles a numerosos antibioticos. Asi
mismo, gran nimero de cepas de Listeria producen bacteriocinas (ICMSF,
1996) que no inhiben a las bacterias Gram negativas, pero que si son

activas contra la mayoria de los bacilos y de los estafilococos.
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Algunas de las especies del género Listeria son b-hemoliticas en agar
sangre. Esta actividad hemolitica se demuestra con la apariciéon de zonas de
hemodlisis en sangre, de mayor o menor tamafo en funcion de la especie de
Listeria que se trate, alrededor de la colonia una vez cultivada en el agar
sangre. Una actividad b-hemolitica débil o bien dudosa puede solucionarse
con la utilizacion del CAMP test que potencia la actividad hemolitica de la
listeria (ICMSF, 1996).

L. innocua y L. monocytogenes comparten el mismo héabitat ecoldgico, los
mismos requerimientos fisiolégicos y pueden crecer perfectamente en
medios selectivos corrientes de Listeria, produciendo colonias que
morfolégicamente son indistinguibles. Bajo estas circunstancias, L.
monocytogenes puede ser encubierta y, por lo tanto, no se detecta. Un
estudio realizado por Blanco y col. (1989) basado en la adicion de células
rojas en el medio de cultivo selectivo (“Técnica de la sobrecapa”) ha
permitido detectar la actividad hemolitica de las colonias patdégenas de
Listeria “in situ” en el agar selectivo de aislamiento, sin mas subcultivos
posteriores. Las colonias de Listeria visualizadas mediante este método
tienen la morfologia tipica con un halo negro alrededor debido a la hidrdlisis
de la esculina, y con un pico negro en el centro debido a la reduccion del

telurito.

Mioni y col. (1998) desarrollaron un medio de cultivo que diferencia entre L.
innocua y L. monocytogenes. Se basa en la puesta en evidencia de la
fosfolipasa C, especifica para el fosfatidilinositol, caracteristico solamente de
la especie patdgena, lo que se traduce en el medio de cultivo selectivo ALOA
en una colonia de color azul-verde con un halo opaco alrededor, que
permite determinar la colonia como presuntamente L. monocytogenes,

incluso cuando hay una flora mixta de fondo.

Los componentes selectivos del medio ALOA son el cloruro de litio,
particularmente eficaz frente a las bacterias del genero Bacillus, y una
combinaciéon de sustancias antimicrobianas que limitan el crecimiento de las
poblaciones de microorganismos contaminantes. El primer compuesto

diferencial es el cromoégeno 5-bromo, 4 cloro, 3 indolil, b-D-glucuronido (X-
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GLUC o BCIG) que actua como substrato para el enzima b-glucosidasa, el
cual estd presente en todas las especies del género Listeria. La ruptura de
la union b determina la liberacion del cromoégeno dando lugar a una

coloracién azul-verde.

La puesta en evidencia de la patogenicidad de la especie en cultivos en
placa se debe al factor de virulencia, fosfolipasa C, que permite a la L.
monocytogenes crecer en el interior de las células huésped (también
presente en L. ivanovii) manifestandose en el medio de cultivo sélido con la
produccién de un halo opaco en torno a la colonia (Mioni y col, 1998;
Garcia-Aguado y Ubeda, 1998; Vlaemynck y col., 2000; Artault y col.,
2000). El aislamiento de L. ivanovii es muy raro en los alimentos y es
considerado patégeno para los animales y s6lo excepcionalmente para el

hombre.

Artault y col. (2000) en la validacion del método ALOA por parte de AFNOR,
demostraron que este método tiene una especificidad de confirmacion de la
especie L. monocytogenes de un 100% de las colonias caracteristicas con
halo y de Listeria spp. en las colonias que no tenian halo. De todas las
colonias con halo examinadas, en ningun caso fue identificada L. ivanovii,
Unica especie que podria crear problemas de falsos positivos al considerar

Unicamente la valoracion morfolégica de la colonia.

El limite de deteccién del método ALOA, segun este estudio, es de 10 a 100
ufc/ml con el caldo de enriquecimiento Fraser. El limite de sensibilidad del
meétodo permite la deteccidon de niveles bajos de contaminacion (<10 ufc/25
g). La especificidad de ALOA se demuestra con que todas las cepas de L.
monocytogenes desarrollaron sus caracteristicas propias después de 24
horas de incubacion. Finalmente, Artault y col. (2000), demostraron la
precision del método a través del estudio de todas las muestras positivas
detectadas con el método de referencia, y que fueron también identificadas

con el método ALOA.

Vlaemynck y col. (2000) detectaron con el medio ALOA un 4,3% mas de

positivos que con el método ISO a partir de productos lacteos y de
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muestras de carne. Con el método ALOA encontraron un 13,9% de falsos
negativos mientras que con los métodos tradicionales de PALCAM/OXFORD
se encontraron un 38,9%. Indicaron que ALOA es claramente superior a
OXFORD y PALCAM cuando las muestras contienen L. monocytogenes y L.

innocua.

La desventaja del método de referencia para la deteccibn de L.
monocytogenes (NF EN I1SO 11290-1), desde el punto de vista de la
industria agroalimentaria, es que se necesitan mas de 7 dias para su
identificacion y, ademas, este método con frecuencia no es lo
suficientemente sensible para los alimentos contaminados con L.

monocytogenes y Listeria spp. (Artault y col., 2000).

En la préactica del laboratorio la busqueda de L. monocytogenes cuenta con
una diversidad de caldos de enriquecimiento y de medios de aislamiento
(Farber y Peterkin, 1991; Aguado y col., 1997), que hace compleja la
eleccion del método mas idoneo a emplear. Asi, podemos encontrarnos con
el método L-Palcam (NGFIS; Netherlands Goverment Food Inspection
Service), el método Fraser (AFNOR; Association Francaise de Normalisation)

o bien con el método LEB (FDA; Foods and Drogs Administration).

Aguado y col. (1997), recuperaron con el método L-Palcam un mayor
namero de L. monocytogenes en los vegetales congelados y en los
productos carnicos cocidos. Sin embargo, en el salmén ahumado el método
mas eficaz fue el Fraser. Respecto a la Listeria spp., por el método Fraser
obtuvieron el mayor nimero de aislamientos (84,2%), seguido del método
L-Palcam (55,3%) y, en ultimo lugar, el método LEB (36,8%). En el caso
del salmén ahumado, recuperaron el 100% de las cepas de Listeria spp. por

el método Fraser.

Estos autores apuntaron una mayor eficacia de los caldos L-Palcam y Fraser
para la recuperacion de L. monocytogenes en los alimentos, aunque su
grado de recuperacion varia en funcion del tipo de alimento. Para la
recuperacion de especies del género Listeria en general, el caldo mas eficaz

resultd ser el método Fraser con independencia del alimento analizado.
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Asi, el caldo Fraser se ha mostrado altamente selectivo recuperando el
mayor porcentaje de Listeria spp. aunque ésta estuviera enmascarada por

las L. monocytogenes presentes (Curiale y Lewus, 1994).

Iriarte y Villanueva (1993) describieron un método rapido para la detecciéon
de microorganismos del género Listeria spp. contaminantes de embutidos
carnicos crudos curados, consistente en un enriquecimiento de la muestra
en caldo L-Palcam y una posterior identificacion de la bacteria con una
galeria APl (BioMérieux). Con este método rapido de identificacion de
Listeria consiguieron reducir el tiempo de 4 dias, necesario como minimo de

las técnicas existentes, a 48 horas.

Golden y col. (1987) utilizaron con buenos resultados el procedimiento de
siembra directa en placa sin el enriquecimiento previo para recuperar L.
monocytogenes de alimentos como la leche y las mezclas de helado, los
cuales contienen niveles bajos de poblacién microbiana de fondo. Para la
recuperacion de L. monocytogenes a partir de alimentos como la calabaza
cruda y el queso tipo Brie, que contienen elevadas poblaciones de otros
microorganismos, no es tan satisfactorio el uso de este procedimiento de

siembra directa en placa.

El procedimiento de siembra directa en placa puede ser utilizado para la
recuperacion y recuento de poblaciones de L. monocytogenes con unos
niveles de poblacion de hasta 10° ufc/ml 6 g cuando las poblaciones de

microflora de fondo son escasas, aunque no es eficaz cuando son altas.

La incubacién de las muestras a 4°C inhibe el crecimiento de la mayoria de
los microorganismos mientras que permite la proliferacion lenta de L.
monocytogenes. Por lo tanto, el enriquecimiento en frio es esencial para el
proceso selectivo de las cepas de Listeria. Pero si son incorporados ciertos
agentes selectivos en el medio de enriquecimiento, el almacenamiento en
frio ya no es necesario para el cultivo del microorganismo, acortandose de
este modo el periodo de enriguecimiento. Por esta razén, el acido nalidixico

y el tiocianato potasico han sido incorporados en los medios de
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enriquecimiento como agentes selectivos para L. monocytogenes (Golden y
col., 1987).

Segun Yu y Fung (1991) una incubacion en caldos de cultivo de
enriquecimiento a temperaturas de 30°C durante 24 horas es suficiente
para conseguir una adecuada densidad de L. monocytogenes para su
aislamiento. Cuando el inoculo inicial oscila entre 10* y 10° ufc/ml de caldo
de enriquecimiento obtenido a partir de cultivos puros y/o de carne
triturada, respectivamente, todas las cepas de L. monocytogenes que se
utilizaron fueron capaces de alcanzar concentraciones de 10’ y 10° ufc/ml

después de 24 horas de incubacion a 30°C.

El método de enumeracion para la Listeria spp. ha sido dificil de desarrollar
(Blysick-Mckennal y Schaffner, 1994) debido a la baja concentracion de
Listeria spp. y a la alta concentracion de la flora competitiva que se
encuentra en los alimentos. El método del numero mas probable (NMP) se
utiliza normalmente para la determinacién de coliformes en alimentos, y es

atil cuando hay un nimero bajo de microorganismos.

Para la identificacion de la L. monocytogenes se puede utilizar el sistema
comercial API el cual identific6 el 85% de las especies y subespecies de
Listeria sin necesidad de tests complementarios (Bille y col., 1992). Este
test diferencia L. monocytogenes de L. innocua basandose en la presencia o
ausencia de la arilamidasa (DIM test), la hidrélisis de la esculina, la
presencia de a-manosidasa, y la produccion de acido a partir de D-arabitol,
D-xilosa, L-rhamnosa, a-metil-D-glucosa, D-ribosa, glucosa-1-fosfato y D-
tagatosa, y, finalmente, a partir de la hemdlisis que distingue L.
monocytogenes (hemolitica y patdgena) de L. innocua (no hemolitica y no
patdogena), las cuales son las dos especies mayoritarias aisladas mas
frecuentemente a partir de los alimentos. Este sistema reduce
considerablemente el tiempo necesario para la identificacion convencional,

dando resultados fiables a partir de las 18 a 24 horas.

El test API Listeria contiene tres nuevos marcadores: fermentacion de la D-

tagatosa para L. welshimeri, glucosa-1-fosfato para L. ivanovii
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(reemplazando el CAMP test con R. equi), y el DIM test (evitando la
necesidad del CAMP test con Staphylococcus aureus). EI DIM test esta
basado en la deteccion de la arilamidasa, que esta presente en las cepas de
L. innocua y en la mayoria de las otras cepas no-L. monocytogenes pero
que esta ausente en todas las cepas de L. monocytogenes. El resultado del
DIM test para todas las cepas que se analizaron ha sido inequivoco (Bille y
col., 1992). Con el DIM test todas las cepas de L. monocytogenes, incluso
las cepas atipicas no hemoliticas, han sido claramente diferenciadas de la L.

innocua.

3.2 Salmonella

En los procedimientos de deteccion de Salmonella hay una serie de pasos
que se deben seguir. Incluyen un preenriquecimiento en medio liquido, un
enriquecimiento en medio liquido, una diferenciacion selectiva en placa, un
aislamiento, una caracterizacion bioquimica y finalmente, una confirmaciéon
seroldgica de la bacteria aislada (D’Aoust y col., 1992b; NF ISO 6579,
1993)

El preenriquecimiento de la muestra alimenticia se realiza en un caldo de
cultivo no selectivo para facilitar la recuperacion de los dafios o estrés que
haya sufrido la bacteria que se encuentra en los alimentos crudos y
procesados. El enriquecimiento selectivo directo (sin preenriquecimiento) y
el posterior recuento directo de la bacteria se puede realizar en aquellas
muestras de alimentos que sabemos que son sospechosos 0 que
conozcamos el contenido de microorganismos (D’Aoust y col., 1992a). Para
esta fase se utilizan los caldos de lactosa o aguas de peptonas que son los
medios preferidos por las agencias americanas e internacionales (D’Aoust,
1980), los cuales no tienen funcion de inhibir, sino que permiten el
crecimiento de toda la flora microbiana presente en la muestra incluyendo a

Salmonella.

El proceso de enriquecimiento esta disefiado para inhibir el crecimiento de
otros organismos diferentes a la Salmonella potenciando asi su crecimiento,

que se consigue mediante la utilizacion de inhibidores quimicos, como el
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selenito y el tetrationato, y con temperaturas de incubacién de 41°C-43°C
durante 16 a 24 horas. Normalmente se utilizan caldos selectivos que
incluyen en su composicion tetrationato con verde brillante (TBG), selenito
con cisteina (SC), y cloruro magnésico verde malaquita de Rappaport-
Vassiliadis (RV) que favorecen el crecimiento de Salmonella spp. y provocan
la represion de la microflora competitiva (D’Aoust y col., 1992a, 1992b,
1995; NF ISO 6579, 1993). Las condiciones de tiempo y temperatura
aplicados durante esta fase de enriquecimiento son mas criticos que los
elegidos en los medios de preenriquecimiento no selectivo (D’Aoust y col.,
1992a, 1992b).

En los productos del pollo contaminados naturalmente, la mejor
combinacion para asegurar la maxima recuperacidon de las cepas de
salmonela es la utilizacion del caldo RV (Rappaport-Vassiliadis) y caldo
KIMAN (Whitley Impedance Broth suplementado con 20 mg/l de sal sédica
de novobiocina, 10 mg/l de oxalato verde malaquita y 40 mg/l de yoduro
potéasico). El caldo KIMAN puede ser considerado una buena alternativa para
el caldo SC, ya que ambos se utilizan a 37°C, y el caldo KIMAN es menos
toxico para el medio ambiente y mas eficiente que el SC. De todas formas
una combinaciéon de caldo RV y caldo KIMAN puede ser recomendado para
la maxima recuperacion de Salmonella a partir de los productos del pollo
(Blivet y col., 1997).

El aislamiento y la identificacion de Salmonella se realiza a través de
cultivos sdlidos selectivos en placas de Petri. Los agentes selectivos mas
comunmente utilizados en estos medios de cultivo son las sales biliares, el
desoxicolato, el verde brillante, el sulfito de bismuto y los antibiéticos (NF
ISO 6579, 1993)

La diferenciacion de Salmonella de otros microorganismos se consigue a
través de los cambios de color con indicadores de pH, presentes en los
medios de cultivo, al responder a las fermentaciones de la lactosa o la
sacarosa, dependiendo todo ello de la produccion de SH, o de la
descarboxilacion de la lisina. Normalmente, los medios de cultivo soélidos

selectivos mas utilizados son el verde brillante con o sin sulfadiacina o

20



sulfapiridina, el desoxicolato de lisina xilosa, el sulfito de bismuto, el agar
entérico Hektoen, el agar MacConkey, el desoxicolato citrato y el agar
Salmonella-Shigella (ICMSF, 1996).

El aislamiento de Salmonella se realiza principalmente mediante dos medios
de cultivo solidos especificos: el agar TSI (agar triple azucar hierro) y el
agar LIA (agar lisina hierro). Una vez aislada la bacteria con estos medios

de cultivo, la caracterizacion se completa con un test bioquimico completo.

El dltimo paso en la identificacion de la Salmonella es el test seroldgico.
Este se basa en la capacidad de aglutinaciéon de la bacteria frente a
determinados antisueros especificos de los antigenos somatico (O), flagelar

(H) y capsular (Vi).

4. CARACTERISTICAS ECOLOGICAS Y EPIDEMIOLOGICAS

4.1 Listeria

El género Listeria tiene un amplio espectro de distribuciéon ambiental, siendo
aislada en una gran variedad de habitats, como aguas residuales, barros de
aguas residuales, agua, tierra, ensilados, vegetales, carnes crudas y heces
de animales y personas sanas. Podriamos decir, por lo tanto, que es ubicua

en la naturaleza.

Las diferentes especies de Listeria, incluida L. monocytogenes, se pueden
aislar regularmente del suelo y de las plantas, dando un resultado positivo a
la identificacion de L. monocytogenes que puede variar desde el 9% hasta
el 44% (Weis y Seeliger, 1975; Skovgaard y Morgen, 1988).

Las muestras fecales de terneros estan contaminadas en un 68% con
Listeria spp., y un 52% con L. monocytogenes. En las muestras fecales de
pollo un 33% contienen Listeria spp. y otro 33% contiene L. monocytogenes
(Skovgaard y Morgen, 1988).
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El alto porcentaje de muestras positivas a Listeria en piensos se
corresponde con un alto porcentaje de muestras positivas en las heces de
ternera. El 82% de las muestras analizadas de pienso contenian Listeria
spp. Y el 62% L. monocytogenes. El aislamiento de las diferentes especies
de Listeria en piensos varia desde un 67% hasta un 100%. L.
monocytogenes fue aislada a partir de los ensilados y de la paja con pH
alcalinos en un 62% y un 67%, respectivamente (Skovgaard y Morgen,
1988; Cox y col., 1989).

La contaminaciéon de los vegetales con L. monocytogenes se produce en el
campo. El almacenamiento prolongado en frio de los vegetales y la ausencia
de cocinado de los mismos hace que la ingestion de estos productos
contaminados produzca una colonizacién del tracto gastrointestinal de las
personas mas susceptibles. La practica habitual de conservar en frio
durante cierto tiempo a los vegetales después de su distribucion por los
mayoristas, puede permitir que un inoculo inicial pequefio de L.
monocytogenes prolifere, o bien que el frio cause la muerte de los
microorganismos competitivos favoreciendo su crecimiento (Schlech y col.,
1982). La incidencia de L. monocytogenes en productos vegetales
congelados es de un 2,2% vy la de Listeria spp. es de un 20% (Aguado y
col., 1997)

En el caso de la leche, la contaminacion se produce durante el ordefio
(Skovgaard y Morgen, 1988; Cox y col., 1989). Los brotes epidémicos
ocasionados por L. monocytogenes se han asociado al consumo de
productos lacteos como quesos curados tradicionales, quesos blandos,
quesos de tipo Cheddar y en quesos de tipo Camenbert (Rijpens y col.,
1997).

Aguado y col. (1997) encontraron una incidencia del 44,4% de L.
monocytogenes y del 22,2% de Listeria spp. en muestras de salmoén
ahumado envasado al vacio y conservado en refrigeracion adquiridas en

supermercados espafoles durante 1996.
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Skovgaard y Morgen (1988) detectaron que un 67% de las muestras de
carne picada de vacuno estaban contaminadas con Listeria spp., y que un
28% de ellas con L. monocytogenes. Las muestras fueron recogidas en
carnicerias y supermercados de Copenhage (Dinamarca) a través de los

controles rutinarios que ejerce la administracion danesa.

Aguado y col. (1997) encontraron una incidencia del 5,5% de L.
monocytogenes y del 25,9% de Listeria spp. en productos carnicos cocidos
en lonchas envasados comercialmente y adquiridos en supermercados
durante 1996.

Diversos autores indican que la carne de ave presenta entre un 47 y un
60% de muestras positivas a la identificacion de Listeria spp. En la piel del
cuello del pollo un 94% fueron positivas y de ellas un 47% eran Listeria
monocytogenes (Skovgaard y Morgen, 1988; Franco y col., 1995; Rijpens y
col., 1997; Uyttendaele y col., 1997).

Uyttendaele y col. (1997) realiz6 un estudio en mataderos de aves de
Bélgica y Francia sobre la presencia de L. monocytogenes en las canales de
pollo. Encontré una incidencia del 32,1% en 1992 y del 27,2% en 1993. En
1994 se redujo hasta un 12,8% y en 1995 a un 9,5%.

La incidencia de Listeria spp. en los productos del pavo es del 26,3%. La
prevalencia de Listeria spp. en tres puntos distintos del proceso de
carnizacion del pavo (inmediatamente después del enfriamiento, después
del envasado y a nivel del despiece) fue de un 4,4%, 13,3% y 23,3%,

respectivamente (Rijpens y col., 1997).

La prevalencia de Listeria spp. en las manos y los guantes de los
manipuladores de alimentos derivados del pavo tras las fases del enfriado,
en el proceso de despiece de canales y en el envasado de las piezas fue del
16,7%, 33,3% y 40,0%, respectivamente (Genigeorgis y col., 1990).

Las canales de pollo se contaminan con Listeria mayoritariamente a través

de las superficies, de los utensilios, del equipo de procesado y debido a la
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contaminacion cruzada. L. monocytogenes se ha aislado en el 50% de las
canales de pollo preparadas para cocinar antes de ser envasadas (Hudson y
Mead, 1989; ICMSF, 1998).

Las piezas del pollo que se encontraron mas contaminadas fueron la carne
de las patas y la piel, con un 96% de muestras que contenian Listeria spp.
Las patas del pollo fueron encontradas como las partes mas contaminadas
en comparacion con las alas y las pechugas. Estos resultados sugieren que
la carne de las patas y la piel son los responsables de la mayoria de las
canales de pollo contaminadas, y que cualquier superficie que entre en
contacto con estas piezas puede jugar un papel importante en la

distribucion de la Listeria spp. (Franco y col., 1995).

La presencia de L. monocytogenes en los alimentos precocinados (“ready-
to-cook”) obtenidos a partir de pollo crudo tiene su origen en la alta
prevalencia de Listeria en las aves que excretan el microorganismo por via
fecal, provocando una contaminaciéon de las canales durante el proceso de
evisceracion. La contaminacion de la carne constituye un riesgo de
contaminacion cruzada con otros alimentos (Skovgaard y Morgen, 1988;
ICMSF, 1998).

En los alimentos precocinados (“ready-to-cook™) de origen aviar Listeria
spp. se encontro en el 35,5% de las muestras de pollo, mientras que L.
monocytogenes se encontré en el 15,5%. La incidencia de Listeria era
mucho mayor en productos de ave no empaquetados, un 41,7%, que en

productos preempaquetados, un 11,1% (Rijpens y col., 1997).

Este microorganismo también se puede encontrar en las superficies
humedas de las plantas procesadoras de alimentos que constituyen los
reservorios de Listeria, lo que combinado con la habilidad de esta bacteria
para crecer a temperaturas bajas, da lugar a una elevada presencia de
Listeria en los refrigeradores y en las unidades de frio. Las superficies de los
utensilios y los equipos en contacto con el producto en las fases finales del
proceso de carnizacion tienen una gran importancia como fuentes de

contaminacion por Listeria durante todo el proceso de transformacion de los
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productos (Franco y col., 1995; Chasseignaux y col., 2001). En las
industrias alimentarias las listerias se encuentran de mayor a menor
frecuencia en zonas humedas, suelos, lavamanos, residuos alimentarios y
superficies de contacto con los alimentos. Estos resultados demuestran que
las condiciones de sequedad y la restriccion de residuos alimentarios

contribuye al control de estos microorganismos (Cox y col., 1989).

L. monocytogenes sobrevive bien en gran variedad de ambientes y en
particular en aquellos que son hdmedos y con material organico
deteriorado. Esto, junto con la tolerancia a los agentes conservantes mas
comunes, tales como el CINa y el nitrito, y la habilidad de crecer en una
amplia gama de alimentos a temperaturas de refrigeracion, hace de L.
monocytogenes un potente microorganismo contaminante durante el
procesado de los alimentos (McLauchlin, 1994; Cox y col., 1989). Los brotes
epidémicos de listeriosis incluyen tanto a productos curados como a quesos,
sugiriendo que este microorganismo es capaz de crecer en concentraciones
elevadas de NaCl. L. monocytogenes es capaz de crecer en medios con un
10% (w/w) de CINa y sobrevivir durante un afio en soluciones que
contengan un 16% (w/w) de NaCl (Seeliger, 1961; Nolan y col., 1992).

El 12% de los manipuladores son portadores de Listeria spp., y el 7% son
portadores de L. monocytogenes (Kerr y col., 1993). Las manos de los
manipuladores de alimentos tienen un importante papel en la contaminacion
cruzada de los mismos. La ausencia de Listeria spp. en las manos de los
trabajadores de los mataderos debe considerarse como un hecho
inesperado. La presencia de Listeria spp. en los alimentos se debe a las
manipulaciones realizadas por los manipuladores de alimentos. Se observo
que el 30% de los trabajadores que estaban en plantas de procesado de
carne de pavo eran portadores de Listeria spp. en sus manos o guantes, y
que el 26,7% de las muestras tomadas de las maquinas de deshuesado de
canales de pavo estaban contaminadas con Listeria spp. (Genigeorgis y col.,
1990; Kerr y col., 1993).

Cuando el nivel de microorganismos es bajo (< 20 ufc/cm?) las bacterias se

eliminan con el lavado de las manos, pero cuando hay un gran numero de
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bacterias este lavado no es eficaz. Las técnicas deficientes de limpieza y de
secado de las manos son las responsables de que Listeria se encuentre en
aquellos individuos cuyas manos pueden estar libres de Listeria spp. tras un
lavado adecuado. Por lo tanto, son importantes las buenas practicas de
limpieza para los manipuladores de alimentos, y en particular de aquellos
que trabajen en establecimientos donde haya carne cruda, ya que son
fuentes potenciales de L. monocytogenes (Kerr y col., 1993; McLauchlin,
1994).

Un amplio nimero de alimentos se ha asociado a la transmision de esta
infeccion. Queso blando, leche pasteurizada, helados, pescado, pescados
ahumados, mariscos, carne de pollo cocida, carne de pollo cruda, frankfurt
de pavo, salchichas de cerdo y arroz, paté, fiambre de lengua de cerdo,
tabletas de alfalfa, setas salteadas, ensalada de col, vegetales crudos, etc.
Aunque estos alimentos sean muy diversos, la mayoria de ellos tienen en
comun un alto grado de procesamiento, con aumentos relativos de la vida
comercial del producto o de periodos de maduracion que permiten el
crecimiento de L. monocytogenes (McLauchlin, 1994). Aunque Listeria spp.
no es patdgena para los humanos, su presencia en los alimentos puede
considerarse como un indicador de las condiciones sanitarias de los mismos,
ya que algunas especies de Listeria, especialmente L. innocua, pueden
enmascarar la presencia de L. monocytogenes debido a la competencia

nutritiva para su crecimiento (Rijpens y col., 1997).

En los brotes epidémicos o esporadicos de listeriosis con frecuencia es dificil
detectar el modo de contaminacion de los productos alimenticios
implicados. La contaminacion y la supervivencia de L. monocytogenes en los
alimentos crudos durante el proceso de produccion es debido a la tolerancia
de la bacteria a las condiciones adversas incluyendo la temperatura, el pH

extremo y la presencia de conservantes alimentarios (Kerr y col., 1993).
En la Tabla 3 se reflejan las principales toxiinfecciones alimentarias

relacionadas con el consumo de alimentos contaminados con L.

monocytogenes ocurridos en el mundo a partir de 1981.
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Tabla 3. Principales toxiinfecciones alimentarias producidas por L.

monocytogenes en el mundo a partir de 1981

PAIS ANO N° CASOS | SEROVAR ALIMENTO IMPLICADO
Canada 1981 41 4b Ensalada de col
U.S.A.(Boston) 1983 43 4b Leche ?
U.S.A.(California) 1985 142 4b Queso
Suiza 1983-1987 122 4b Queso
Reino Unido 1987-1989 300 4b Paté
Francia 1992 279 4b Lengua en gelatina
Francia 1993 307 4b "Rillettes"
U.S.A. (Varios estados) 1998 20 4b Hot dog
U.S.A. (Varios estados) 2000 29 4b "Delicatessen" de carne de pavo
U.S.A.(Carolina del Norte) 2000 12 4b Queso fresco estilo mejicano

(Adaptacién de Catteau, 1993 y C.D.C. 1998, 2000, 2001).

Las principales vias de transmision de Listeria son el contacto directo del
hombre con el animal infectado, la infecciébn cruzada durante el periodo
neonatal, y la transmision alimentaria. El periodo de incubacion (en la
mayoria de los casos es corto): 1 0 2 dias en las lesiones cutaneas, de 5 a
12 dias en las infecciones neonatales, y 1 dia en los casos de infeccion
alimentaria asociada al consumo de queso blando. Se ha demostrado que
en la infeccion alimentaria el periodo de incubacion en algunos individuos es
relativamente largo, cercano a los 90 dias. No se sabe el porqué de estas
diferencias en el periodo de incubacion, pero en el caso de la ingestion oral
depende del numero de células o de la cepa. La dosis infectiva en las
epidemias de listeriosis es alta, superior a 10° ufc/g, y puede variar en
funcién de los individuos y de su estado inmunoldgico. L. monocytogenes se
ha extendido por todo el medio ambiente, incluso en los alimentos, aunque
esté presente generalmente en un numero bajo. Esto, junto con las
propiedades de los alimentos y a la transmisiéon de la infeccion, nos
demuestra que la dosis infectiva necesaria en la transmision a través de los

alimentos es alta (McLauchlin, 1994).

Segun Duggan y Phillips (1998), el grado de contaminaciéon y la incidencia

de Listeria varian segun el tipo de alimento. En general, las carnes frescas
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presentan cantidades < 100 ufc/g, mientras que las carnes procesadas y los
productos derivados de las aves presentan concentraciones mayores. Los
alimentos de alto riesgo son frecuentemente productos con muchas
manipulaciones, preparados para comer directamente, almacenados en
refrigeracion durante largos periodos de tiempo y contaminados con gran
nidmero de L. monocytogenes (=100 ufc/g 6 ml). Diversos estudios
epidemiolégicos indican que las dosis de las infecciones humanas estan
entre 10° ufc/g (Juntilla y Brander, 1989; Duggan y Phillips, 1998) y 10°
ufc/g (Azadian y col., 1989; Duggan y Phillips, 1998), aunque para las
personas inmunodeprimidas la dosis infectiva es mas baja (Barnes y col.,

1989; Duggan y Phillips, 1998).

El niumero de células de Listeria presente en los alimentos es bajo en la
mayoria de los casos. El principal problema es la multiplicacion de Listeria
spp. durante el almacenamiento, incluso a bajas temperaturas como las de
refrigeracion (Hof y Rocourt, 1992). El numero de L. monocytogenes en el
queso blando almacenado a 4°C en el laboratorio se dobla cada 30 a 50

horas (McLauchlin, 1994).

La mayoria de las cepas de Listeria spp. tienen una capacidad de ataque
baja, aunque algunas cepas de L. monocytogenes pueden tener una gran
virulencia (McLauchlin, 1994). Hay varios niveles de virulencia en las cepas
de Listeria spp. de acuerdo con el serovar que se trate. Asi pues, la cepa de
L. monocytogenes serovar 4b se ha descrito en el 40-44% de los casos
esporadicos de listeriosis en humanos en Suecia y E.E.U.U. en 1989
(Roucourt, 1991; Hof, 1984; Knorz y Hof, 1986; Pine y col., 1991; Hof y
Rocourt, 1992). Las dos cepas de L. monocytogenes, serovar 4bx y 4b
fagotipo 6,7, son los principales responsables de la listeriosis humana en el
Reino Unido, representando un 30-54% anual de todos los casos
registrados (McLauchlin, 1994). La virulencia de la cepa puede variar de
acuerdo con las condiciones de crecimiento (Wirsing y col., 1983; Hof y
Rocourt, 1992).

La listeriosis en el hombre es una enfermedad que ha tenido un incremento

gradual en su incidencia desde 1967 a 1986, con un pico entre 1987 y
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1989, seqguido por una disminucion hasta llegar a un ndmero similar de
casos a los registrados en los principios de los afios 80 (ICMSF, 1996). La
listeriosis causada por L. monocytogenes Yy vehiculada por los alimentos se
ha reconocido durante la ultima década como una toxiinfeccion alimentaria
emergente. El nUmero de brotes de listeriosis es bajo en comparacion con
los alimentos contaminados con Salmonella o con Campylobacter patégenos
que dan lugar a mortalidades mas altas (10-30%) (Farber y Peterkin 1991;
Uyttendaele y col., 1997).

La incidencia de la listeriosis en humanos en el Reino Unido es de 2 a 3
casos por millén de personas (McLauchlin, 1994). Entre 1983 y 1996, en el
Reino Unido, el nivel de listeriosis se mantuvo entre 1,6 y 2,7 por millon de
personas, lo que significa que la infeccibn afect6 a las personas
comprometidas inmunolégicamente ya que el nUmero de casos asociados a
la gestacion disminuy6 desde un 31% en 1983 hasta un 26% en 1996. La
incidencia de infecciones de L. monocytogenes en el Reino Unido es baja
(116 casos en 1996) si lo comparamos con los casos de Salmonella spp. y
Campylobacter (29.887 y 43.877, respectivamente), pero el indice de
mortalidad es de aproximadamente un 30% en los casos asociados al

embarazo (Duggan y Phillips, 1998).

En E.E.U.U., la incidencia de listeriosis en adultos es de 5 casos por millén.
La incidencia de listeriosis perinatal varia desde 78 casos por millon a 243
casos por millbn de nacimientos vivos. En 1985 se estimaba que la
incidencia minima de la listeriosis en adultos era de 0 a 3 casos por cada
100.000 personas del total de la poblacion, y un caso de listeriosis perinatal
por cada 20.000 nacimientos. El indice de mortalidad de la listeriosis adulta
es del 25% en edades inferiores a 60 afos, y del 41% en adultos de mas de
60 afos (ICMSF, 1996).

La listeriosis humana mas frecuente afecta a las mujeres embarazadas,
neonatos y pacientes inmunodeprimidos, afectando al sistema nervioso
central y distribuyéndose a través del torrente sanguineo. En las mujeres no

embarazadas y en los individuos sanos puede cursar de forma subclinica o
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bien, con mas frecuencia, con meningitis o septicemia, mientras que en los

animales se presenta con encefalitis o septicemia (McLauchlin, 1994).

La L. monocytogenes puede ser detectada en las heces de una parte de la
poblacibn humana sana, asi como en los animales sanos en los que puede

aparecer como parte de la flora intestinal normal (ICMSF, 1996).

Un tercio de las infecciones de L. monocytogenes en el hombre son
perinatales, incluyendo a la mujer embarazada (ya que ésta tiene una cierta
alteracion de su estado inmunitario que favorece e incrementa su

susceptibilidad) y al niflo no nato o neonato.

Los sintomas de la infeccién en los casos perinatales cursan generalmente
con fiebre suave en la madre, con o sin gastroenteritis débil, o con sintomas
de gripe; pero las consecuencias para el feto o el neonato son mucho
mayores e incluso fatales. El feto presenta una infeccibn septicémica
generalizada que provoca, en la mayoria de los casos, la muerte
intrauterina durante el primer trimestre del embarazo. En infecciones
posteriores puede que el nifio nazca prematuramente y seriamente
enfermo. La septicemia es lo mas comun en estos casos y, a veces, va
acompafnada de meningitis. En listeriosis tardias, alrededor de los diez dias

después del nacimiento, normalmente cursa con meningitis (ICMSF, 1996).

Los dos tercios restantes de infecciones afectan al resto de la poblacion
adulta. En este caso, la mayoria de las infecciones causadas por L.
monocytogenes afecta a la poblacion cuya inmunidad esta deteriorada, tales
como personas que padecen cancer, procesos postoperatorios de
transplante de 6rganos, procesos con tratamiento de corticoesteroides, o
enfermos de SIDA (Uyttendaele y col., 1997). Estos pacientes sufren una
bacteriemia y, en un tercio de los casos, una meningitis asociada o no a la
bacteriemia. Un pequefio porcentaje presenta lesiones locales incluyendo
endooftalmitis, artritis séptica, osteomielitis, pericarditis y endocarditis sin
sintomas de bacteriemia (ICMSF, 1996).
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4.2 Salmonella

Salmonella se encuentra distribuida por todo el mundo y es universalmente
reconocida como un agente zoondsico. Se han identificado numerosos
reservorios animales, y muchos alimentos particularmente los de origen
animal, han sido identificados como vehiculos transmisores de este
patégeno a los humanos y de la extensiébn a todos los procesos y

manipulaciones que se realizan en las plantas industriales y en los hogares.

La distribucion ubicua de Salmonella en el medio ambiente, su prevalencia
en la cadena alimentaria global, su adaptabilidad fisiolégica para cambiar
segun el ambiente, su resistencia a las condiciones adversas, su virulencia,
la impredecible patogenicidad de sus cepas invasivas, la prevalencia de los
biotipos resistentes a antibidticos, el continuo incremento global de los
casos de salmonelosis humana y su impacto econémico en la industria
alimentaria, hacen necesaria la continuidad de la vigilancia y el control
estricto, a todos los niveles, de la produccion de alimentos. ElI importante
crecimiento del comercio internacional de alimentos entre paises que tienen
diferentes niveles de higiene en su industria agroalimentaria y en sus
procesos agricolas produce un problema de salud publica de elevada
complejidad. La ubicuidad de esta bacteria asegura la preeminencia de este
patdégeno en la cadena alimentaria global y su importancia como agente

causante de toxiinfecciones alimentarias (D’Aoust, 1994; ICMSF, 1998).

La contaminacion del medio ambiente con Salmonella es debido
exclusivamente a la transmision de la bacteria a través de las heces
contaminadas, ya sea a través de aguas residuales de animales infectados o
bien por las heces infectadas que puedan contaminar las aguas. Las aguas
residuales pueden contener gran niumero de Salmonella y si estas aguas se
utilizan con fines agricolas se puede diseminar con gran facilidad. Cuando
Salmonella se introduce en un héabitat puede permanecer viable durante
muchos meses (ICMSF, 1996, 1998).

La Salmonella vive en el tracto intestinal de los animales infectados incluido

el hombre y se excreta a través de las heces, pudiendo permanecer viable

31



en el material fecal durante afios fuera del huésped y transmitirse a los
humanos a través del contacto de las manos con los animales o con todo
aquello que haya sido contaminado por las heces, ya sea la paja de los
lechos de los animales, la comida, las patas, el suelo e incluso su piel. La
comida, los piensos y el agua son los vehiculos primarios. La contaminacion
por Salmonella puede extenderse a todo un rebafo de animales durante el
transporte al matadero, o bien en las cuadras del mismo durante el periodo
de descanso de los animales antes del sacrificio (ICMSF, 1996). La carne, la
carne de ave de corral, los productos lacteos, el contagio persona-personay
el contagio animal doméstico-persona son algunas de las principales causas

de los brotes epidémicos producidos por Salmonella (Khakhriay col., 1997).

Los alimentos de origen animal se contaminan a través de los equipos
sucios con material fecal y por ambientes contaminados de los mataderos.
La contaminacion cruzada se produce por el contacto de los alimentos
crudos durante todo su proceso de elaboracion con alimentos o utensilios
contaminados con Salmonella, pudiendo ésta permanecer y multiplicarse en
los equipos y en el ambiente de cualquier proceso de manipulacion y/o
procesado de alimentos (ICMSF, 1996, 1998).

En raras ocasiones Salmonella esta presente en las carnes que provienen de
animales enfermos con cuadros clinicos de septicemia, pero si que se
encuentra en la superficie de las carnes que han estado en contacto con
contenidos intestinales infectados, debido a malas manipulaciones durante
el proceso de sacrificio en los mataderos. Las contaminaciones entre las
canales generalmente son debidas a la entrada en contacto de la carne con

utensilios o superficies contaminadas (Brewer y col., 1995; ICMSF, 1996).

Los productos de origen aviar, tanto sus derivados carnicos como los
huevos, son los principales vehiculos de transmisiéon de Salmonella a los
humanos (Carramifana y col., 1997; Khakhria y col., 1997). Los cambios
en los habitos alimenticios, los catering a gran escala, y el incremento del
comercio mundial de alimentos y de ingredientes de alimentos han

contribuido en gran manera a que se observe un incremento significativo de
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los brotes epidémicos, siendo la salmonelosis la enfermedad lider en brotes

de toxiinfecciones alimentarias en Europa y en E.E.U.U.(ICMSF, 1996).

Las infecciones producidas por S. hadar en humanos estan normalmente
relacionadas con el consumo de pollos y pavos. Entre 1973y 1974, S. hadar
se expandid por los corrales de la mayoria de los criaderos de pavos del
Reino Unido y se extendié a través de los centros de cria de todo el pais.
Esta expansion fue acompafiada por un rapido incremento de la prevalencia
de la bacteria entre la poblacion humana. La exportacion de pavos de cria
del Reino Unido hacia Canada y E.E.U.U. hizo que se incrementara
rapidamente el aislamiento de S. hadar entre los humanos estando asociado
al consumo de pavos y pollos en ambos paises. En 1990, S. hadar se aislo
del 33% de los corrales de pollos, siendo el serovar mas comun, y en los

corrales de pavos es la segunda bacteria aislada (Khakhria y col., 1997).

Las cepas de S. enteritidis se aislan en los corrales de pavos y de otras aves
de corral. S. tiphimurium es el serovar mas comunmente aislado en
terneros y en cerdos. Durante los ultimos cinco afios ha habido una
disminucion del numero de aislamientos de S. tiphimurium en humanos (<
25-30% de los casos descritos en Canada) que puede deberse a la
disminucién del consumo de carne de ternera y cerdo, y al incremento del

consumo de carnes de ave de corral (Khakhria y col., 1997).

Durante el periodo de 1983 a 1992 en Canada, los serovares de Salmonella
mas comunmente aislados en humanos fueron S. typhimurium y S. hadar.
El tercer y el cuarto serotipos mas comunes fueron S.enteritidis y S.
heidelberg (Khakhria y col., 1997). Desde 1989 hasta 1994 en Espafa, S.
enteritidis ha estado implicada en el 80% de las toxiinfecciones descritas y

provocadas por este microorganismo (Carramifiana y col., 1997)

S. pullorum y S. gallinarum son las principales responsables de sindromes
gastroentéricos con una elevada mortalidad en los pollos y en las gallinas,
siendo estas bacterias altamente especificas a la especie, por lo que su
patogenicidad para los humanos es muy baja. Durante las Ultimas décadas,

ciertos fagotipos de S. enteritidis han provocado graves problemas en la
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cria de pollos, en la cria de polluelos y en la produccién de huevos, debido a
una transmision ovarica. Las infecciones humanas debidas a estos fagotipos
se han incrementado en muchos paises en los ultimos afos. Asi, los pollos,
los pavos, las ocas y los patos son el reservorio animal mas importante de
Salmonella spp. (ICMSF, 1996).

Las canales de pavo y de pollos estan frecuentemente contaminadas por
Salmonella que llega a la canal del animal a través del contenido del tracto
intestinal o del material fecal retenido en las patas o en las plumas. Un 30%
del material fecal del interior del animal, un 60% de las canales de pollo
refrigeradas, y un 80% de los higados refrigerados estan contaminados por
algun tipo de bacteria del género Salmonella spp. (Carramifiana y col.,
1997).

Los serotipos de Salmonella aislados en las heces de los animales vivos se
encuentran en las canales de pollo y en los higados. Todo ello nos indica
que hay una contaminacion cruzada entre las canales de pollo y la
microflora endodgena de las heces de las aves. Las contaminaciones
cruzadas son un gran problema debido a las caracteristicas del sacrificio de
estos animales, siendo criticos los siguientes pasos: el desplumado, la
evisceracion y el enfriamiento. La contaminacion cruzada provocada por las
manos de los manipuladores, por el equipo y por los utensilios utilizados
durante el sacrificio pueden extender la bacteria hasta las canales o los

trozos de canales sin infectar (Carramifiana y col., 1997; ICMSF, 1998).

La incidencia de Salmonella en canales de pollo puede variar desde un
56,7% en el inicio del proceso de carnizacion, hasta llegar a un maximo del

70% al final del proceso (Carramifiana, 1997).

Los huevos pueden infectarse con Salmonella de dos formas distintas: bien
por la via transovarica a partir de gallinas infectadas (también sucede en
patos y en pavos), o bien por la penetracion de la bacteria a través de la
cascara y de las membranas del huevo. La superficie de la cascara puede
contaminarse en la cloaca del animal o por exposiciéon del huevo en

ambientes contaminados con materiales fecales. Los productos del huevo
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deshidratados y congelados que no hayan sido pasteurizados son un
importante vehiculo para diseminar la Salmonella. Los huevos que se
utilizan como ingredientes en industrias de pasteleria o del helado o en los
hogares son uno de los vehiculos de transmision mas importantes (ICMSF,
1996).

Las frutas frescas son vehiculos de transmision de Salmonella con una
incidencia entre un 5,4% y un 11%. Las especias también son un reservorio
de Salmonella spp. Datos de la ultima década indican que la prevalencia de
Salmonella en la pimienta importada de Brasil y de otros paises asiaticos
tiene niveles de contaminacién de un 6,7% a un 13,8%. Estas son
frecuentemente utilizadas en la preparacion de alimentos donde su adicion

puede ser peligrosa para la salud (D’Aoust, 1994).

Los productos lacteos también figuran en un puesto importante como
agentes transmisores de Salmonella. En los ultimos afios se han descrito
muchos episodios de salmonelosis humana debido al consumo de queso
contaminado. El queso tipo Cheddar ha sido el responsable de las dos
mayores toxiinfecciones en E.E.U.U. (1976) y Canada (1984), donde S.
heidelberg y S. typhimurium fueron las responsables de 339 casos en
E.E.U.U. y 2700 casos en Canada (Fontaine y col., 1980; D’Aoust, 1994). En
Suiza y en el Reino Unido se identificaron como causantes de toxiinfecciones
alimentarias por Salmonella dos quesos tiernos elaborados con leche cruda
no pasteurizada (Sadik y col., 1986; Maguire, 1993; D’Aoust, 1994). Una
toxiinfeccion masiva en varios estados de E.E.U.U. fue causada por S.
enteritidis, en los que contamind helados producidos durante el verano de
1994. Esta toxiinfeccion afecté aproximadamente a 224.000 personas con
una tasa de afectados del 6,6% (Hennessy y col., 1996; Vought y Tatini,
1998).

Algunos serovares, como S. typhi, S. paratyphi A, S. paratyphi C, y S.
sendai, son especificos del hombre y normalmente cursan con un sindrome
de septicemia tifoidal. Otros serovares causan sindromes gastroentéricos

provocados por la ingestién de alimentos contaminados. Las infecciones por
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Salmonella pueden cursar con tres cuadros clinicos: una gastroenteritis, una

fiebre entérica, o una bacteriemia o septicemia (ICMSF, 1996).

El primer cuadro clinico es la gastroenteritis, la cual tiene un periodo de
incubacién que puede variar desde las 5 horas a los 5 dias. Normalmente la
sintomatologia aparece a las 12-36 horas posteriores a la ingestion de los
alimentos contaminados. Los principales sintomas incluyen diarrea,
nauseas, dolor abdominal, fiebres leves y escalofrios. La diarrea puede ser
copiosa y se acompafia de una deshidratacion severa. También puede
cursar, en algunas ocasiones, con vomitos, postracion, anorexia, dolor de
cabeza, y malestar general. Generalmente la sintomatologia desaparece en

2-5 dias.

El segundo cuadro clinico es la fiebre entérica, la cual tiene un periodo de
incubacion que puede variar desde 7 hasta 28 dias, dependiendo de la dosis
inicial de bacteria ingerida. Como media generalmente es de 14 dias. Cursa
con malestar general, dolor de cabeza, fiebre alta persistente, dolor
abdominal, dolor general del cuerpo y debilidad con constipaciéon. También
puede cursar con nauseas, vomitos, tos persistente, escalofrios y anorexia.
También se han observado bradicardias, distension abdominal vy
esplenomegalia. El periodo de convalecencia es largo y lento, de 1 a 8

semanas.

El tercer cuadro clinico es la bacteriemia o septicemia, provocada por la
presencia de Salmonella en la sangre. La sintomatologia cursa con una
fiebre alta y persistente, dolor en la espalda, en el abdomen y en el pecho,
escalofrios, transpiracion, malestar, anorexia y pérdida de peso. No son
comunes pero se han descrito secuelas como apendicitis, artritis,
colecistitis, endocarditis, abscesos locales, meningitis, osteomielitis,
osteoartritis, pericarditis, peritonitis, neumonias e infecciones del tracto
urinario (Archer y Young, 1988; ICMSF, 1996).

En el afio 1963, hubo cerca de 20.000 casos de salmonelosis en E.E.U.U.;
esta cifra ha ido aumentando cada afo hasta los 48.000 casos anuales

descritos en el afio 1988. Se estima que, en la actualidad, pueden llegar a
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4,8 millones de casos al afio (ICMSF, 1996). Durante el periodo de 1983 a
1992 se diagnosticé Salmonella en un total de 89.760 humanos y 22.551
animales en Canada (Khakhria y col., 1997). Los valores de incidencia de
Salmonela spp. en la ultima década han variado de 17,4 casos a 187 casos
por cada 100.000 personas (D’Aoust, 1994).

Se ha descrito que los brotes epidémicos de salmonelosis en los paises
industrializados tienen una variacion estacional a lo largo del afio. Asi, el
pico de brotes se produce durante los meses que hace mas calor, en
verano. El 40% de los casos de salmonelosis se dan en niflos de edades
inferiores a los 5 afios y el resto en adultos de mas de 60 afios que padecen
enfermedades crénicas, y, en general, en todos aquellos individuos que
tienen reducida su respuesta inmunitaria. Estudios demograficos sobre el
impacto socioeconémico de las enfermedades demuestran que hay altos
indices de salmonelosis en clases sociales econémicamente bajas y en areas

de elevada densidad de poblacion (ICMSF, 1996).

El coste de las toxiinfecciones alimentarias producidas por Salmonella se ha
calculado a partir de los costes directos e indirectos que ha producido la
infeccion. Como costes directos se entiende la investigacion epidemioldgica,
el diagnostico laboratorial, el tratamiento de los enfermos, las pérdidas
econdmicas por publicidad negativa del responsable de la toxiinfeccion, la
eliminacion de los productos sospechosos y los costes legales que se
deriven. Como costes indirectos se entienden las compensaciones
econdmicas a los afectados por el dolor, sufrimiento o por perdida de vidas
humanas (ICMSF, 1996).

La dosis infectiva (IDso) para las personas sanas se encuentra entre 10’ y
10° células pero ello depende de diferentes factores. Por ejemplo, en una
toxiinfeccidén provocada por un helado contaminado con un nimero pequefio
de S. enteritidis pero distribuida homogéneamente en el producto la dosis
infectiva causante de la enfermedad sintomatica fue solo de 25 células
(Gerba y col., 1996; Vought y Tatini, 1998). En el caso de los individuos
susceptibles se puede provocar la enfermedad con sélo 10 bacterias de la

cepa apropiada de Salmonella (Carramifiana y col., 1997). En alimentos
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ricos en grasas y/o azUcares la dosis infectiva puede ser de 10* a 10° células
(D’Aoust y col., 1975; Fontaine y col., 1980; Greenwood, 1983; D’Aoust,
1985; Vought y Tatini, 1998).

Los factores que afectan a la dosis infectiva pueden ser los siguientes: la
supervivencia de la bacteria en su paso por el estdbmago y a la acciéon de los
acidos gastricos, la virulencia de la cepa de Salmonella, la tolerancia o
susceptibilidad individual de la persona afectada y su estado inmunolégico,
y el estado de salud del individuo y su edad (ICMSF, 1996).

Se ha sugerido que la dosis infectiva de Salmonella puede estar influenciada
por la composicion de los alimentos ingeridos y por el tiempo de exposicion
al microorganismo infectivo. Por ejemplo, los alimentos con un alto
contenido en grasa pueden proteger la Salmonella contra la accién de las
secreciones gastricas debido al encapsulamiento del patdégeno en la micela
de lipido, facilitando el paso de la bacteria por el estbmago hasta el
intestino sin ser dafada y facilitar su multiplicacién e invadir el intestino vy,
a partir de aqui, diseminarse por los tejidos (D’Aoust, 1994). La elevada
cantidad de grasas y/o azucares en los productos alimenticios protegen a la
bacteria de las barreras gastricas naturales y permiten que la bacteria
llegue al intestino donde producird la enfermedad sintomatica (Vought y
Tatini, 1998).

5. CARACTERISTICAS DE RESISTENCIA, CONTROL Y
PREVENCION
5.1 Listeria

5.1.1 Temperatura
La temperatura Optima para el crecimiento de las bacterias del género
Listeria esta entre 30°C y 37°C, aunque los limites de temperatura en los

cuales puede crecer o sobrevivir van desde 0,4°C a 45°C. Asi, esta bacteria

no sobrevive a temperaturas de 60°C durante 30 minutos, pero puede
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sobrevivir durante bastantes semanas a —18°C en diferentes substratos
alimentarios (Golden y col.,1988; Olsen y col., 1988; ICMSF, 1996).

El estudio del crecimiento de tres cepas distintas de L. monocytogenes a
temperaturas de refrigeracion desde —0,5°C hasta 9,3°C en pollos y/o leche
UHT, dio como resultado que tras 1 a 3 dias a 5°C la concentracion
bacteriana aumenté un ciclo logaritmico. De igual forma, a 0°C este
aumento se produjo entre 3 y 34 dias. Los tiempos de generacion que se
registraron fueron de 13-24 horas a 5°C, y de 62-131 horas a 0°C. Las
temperaturas mas bajas que permitieron el crecimiento de L.
monocytogenes en pollo fueron de —0,1°C, -0,4°C y —0,2°C. El intervalo de
temperatura minimo en el que las cepas de L. monocytogenes crecieron fue
desde —0,1°C a —0,4°C. Estos resultados indican que las temperaturas que
se utilizan para refrigerar los alimentos en los establecimientos, de 0°C a
10°C, son incapaces de prevenir el crecimiento de estas bacterias (Walker y
col., 1990).

La capacidad de L. monocytogenes de sobrevivir a la congelacion y al
almacenamiento a temperaturas inferiores a —18°C en carnes picadas de
pavo y, en general, en todas las carnes, depende de la acidez del alimento,
es decir, del pH. El dafio que producen las bajas temperaturas a la bacteria
se da, en la mayoria de los casos, durante las primeras 24 horas de
congelacion y este dafo permanece constante o bien se incrementa durante
los 14 dias siguientes. El dafio producido por las temperaturas de
congelacion puede ser reversible en todas las cepas de Listeria que se han
estudiado si se utilizan caldos reparadores para su recuperacion, tales como
el caldo TSB y/o LRB. Aunque el dafo celular hace perder capacidad
infectiva a la bacteria, ésta puede recuperar su capacidad de multiplicacion
si esta sometida a condiciones favorables para su crecimiento (Ray 1979;
Flanders y Donnelly, 1994). El pH del alimento es el factor que mas influye
en la capacidad de Listeria para resistir las bajas temperaturas de
congelacion. Asi, valores de pH inferiores a 4,74 hacen que L.
monocytogenes muestre una disminucion en la recuperacion de células
viables que han sido dafiadas por el frio (Palumbo y Williams, 1991;

Flanders y Donnelly, 1994).
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Los tratamientos por el calor a temperaturas de 70°C durante 2 minutos
fueron suficientes para inactivar a L. monocytogenes durante la cocciéon de
la carne cruda. Esta resistencia al calor es mayor cuando se trata de
productos curados que si se trata de carne cruda, debido, probablemente, a
la protecciéon que pueden ejercer las grasas cuando se afiaden en los
productos curados al incrementar la resistencia al calor (Mackey y col.,
1990; Carlier y col., 1996).

En los productos céarnicos curados las fermentaciones que utilizan cultivos
estarter que producen bacteriocinas eliminan aproximadamente de 2 a 3,5
log.o ufc/g de L. monocytogenes en salchichas de pavo y de pollo, y si
anadimos al proceso un tratamiento térmico, podemos reducir
adicionalmente de 4 a 5 unidades log,, ufc/g del patégeno (Baccus-Taylor y
col., 1993; Luchansky y col., 1992; Roering y col., 1998).

Existe una gran variabilidad de sensibilidad al calor entre las diferentes
cepas de L. monocytogenes. Un tratamiento eficaz antilisteria seria aquel
que destruyese la méaxima cantidad de células de la cepa mas
termorresistente. Asi pues, un tratamiento térmico a 72°C durante 15
segundos en la leche (o bien un tratamiento equivalente) destruye el

99,99% de la poblacion de Listeria (ICMSF, 1996).

L. monocytogenes es aproximadamente cuatro veces mas resistente al calor
que Salmonella spp. en las carnes picadas. Generalmente, es mas tolerante
al calor en la carne que en la leche o en el huevo. En carnes contaminadas
naturalmente es, aproximadamente, de dos a cuatro veces mas sensible al
calor que en carnes contaminadas experimentalmente. También es mas
resistente que muchos otros patégenos a los efectos de los acidos en
combinacion con el calor. La resistencia térmica de L. monocytogenes en la
carne es considerablemente mas alta que la de Salmonella spp., sin
embargo, la temperatura de destruccion de Salmonella spp. es la que se
utiliza para establecer el minimo térmico en los procesos industriales

(Schoeni y col., 1991; Mazzotta, y col., 2001).
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5.1.2 pH

Los valores de pH en los que el crecimiento de las listerias esta favorecido
se encuentran entre valores ligeramente alcalinos a neutros. Asi, el
intervalo 6ptimo estaria entre pH 6 y 9. Algunas cepas pueden crecer hasta
valores de 9,6 pero, normalmente, a pH inferiores a 4,6 todas las cepas de
Listeria mueren (ICMSF, 1996).

La supervivencia de Listeria a pH bajos y con altas concentraciones de sal
es altamente dependiente de la temperatura a la que se someta el
alimento. El valor minimo de pH que permite la supervivencia de la bacteria
a una concentracion inicial de 10* ufc/g result6 ser de 4,66 a 30°C (Cole y
col., 1990), y tras 4 semanas fue de 4,36 a 10°C y de 4,19 a 5°C. Estos
limites estan en funcion de la concentracién de sal: bajas concentraciones
(de 4% a 6%) aumentan la supervivencia de la bacteria, y concentraciones
superiores al 6% la reducen (Gnanou Besse y col., 2000). La concentracion
Optima de sal para el crecimiento de L. monocytogenes a 10°C estaria
alrededor de un 2-2,5% (Cole y col., 1990).

La capacidad de Listeria para crecer en pH bajos esta influenciada por la
naturaleza del acidulante. En medios acidificados con CIH, el pH minimo
para el crecimiento es de 4,39 (George y col., 1988), mientras que en zumo
de calabaza acidificado con &cido lactico no se detect6 crecimiento hasta un
pH de 4,8 (Conner y col., 1986). Los acidos organicos son, generalmente,
mas inhibidores del microorganismo que los acidos inorganicos debido a su
naturaleza lipofilica (Corlett y Brown, 1980). La efectividad de los acidos
débiles, como los desinfectantes de las superficies y como los conservantes
de los alimentos, contra L. monocytogenes esta influenciada por el pH (Cole
y col., 1990; Oh y Marshall, 1996; Blom y col., 1997).

5.1.3 Actividad de agua (a)

El limite de los valores de actividad de agua que afectan al crecimiento de
las bacterias del género Listeria es de, aproximadamente, 0,90 a 30°C

cuando se utiliza el glicerol para controlarla (Farber y col., 1992). Las
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actividades de agua bajas con temperaturas de 4°C aumentan el efecto

bacteriostatico (Tapia de Daza y col., 1991).

Segun Nolan y col. (1992) L. monocytogenes es mas resistente en
condiciones de osmolaridad altas. El crecimiento de L. monocytogenes con
actividad de agua entre 0,924 y 0,921 es muy reducido, y su tiempo de
generacion a 0,924 es aproximadamente de 62 minutos. La actividad de
agua minima para el crecimiento de L. innocua es ligeramente mas alto,
entre 0,929 y 0,924. Segun parece, L. innocua tolera una actividad de agua
menor que L. monocytogenes. La actividad de agua minima para que L.
monocytogenes crezca en un medio ajustado con sucrosa esta entre 0,925
y 0,920. Se ha detectado una pequefia diferencia entre la minima actividad
de agua que las dos especies necesitan para crecer cuando se utiliza el
glicerol como humectante: 0,911 en el caso de L. monocytogenes y entre

0,904 y 0,897 en el de L. innocua.

5.1.4 Vacio

Durante el almacenamiento bajo refrigeracion de los productos céarnicos
envasados al vacio se puede producir el desarrollo de L. monocytogenes
que aumenta aproximadamente, en una potencia de 10 a 2°Cy de 2 a 4
potencias de 10 a 4°C. A 7°C el crecimiento comienza a los 3 dias y alcanza
en la primera semana de almacenamiento, 100 veces el recuento inicial. Por
lo tanto, en el almacenamiento a temperaturas de 6°C a 7°C (temperatura
aproximada de un refrigerador domestico) de un producto carnico envasado
al vacio y contaminado con L. monocytogenes, cabe esperar que con una
carga inicial no superior a 10 ufc/g, la carga microbiana del producto en el
momento de ser consumido puede llegar a recuentos de L. monocytogenes

superiores a 10* ufc/g (Schmidt y Kaya, 1991).

5.1.5 Altas presiones

La principal caracteristica de las altas presiones es la de ser un proceso no
térmico capaz de destruir a los microorganismos sin que haya una

alteraciéon de las caracteristicas organolépticas y nutricionales de los
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alimentos, y de proporcionar salubridad y durabilidad a los mismos. Sin
embargo, este proceso tiene algunas desventajas. A altas presiones el
proceso puede no ser econémico para su uso comercial debido al alto coste
de los equipos y al incremento de fatiga de los elementos metalicos de las
instalaciones. Ademas, la textura y el color de algunos alimentos pueden
ser alterados y algunas esporas de bacterias pueden ser resistentes a este
proceso (Kalchayanand y col., 1998a; Alpas y col., 1999; Garriga y col.,
2002).

Estudios realizados por Kalchayanand y col. (1998a,1998b) y Simpson y
Gilmour (1997b) han revelado que:

(i) La viabilidad de las células disminuye con el incremento de la
presion y el tiempo.

(i) Por encima de 200 MPa (milipascales), incluso después de 30
minutos, la muerte celular es £1 logaritmo.

(iii) Los datos de mortalidad celular no corresponden a una cinética
de primer orden, pero por encima de 275 MPa estos valores
tienen una fase inicial exponencial.

(iv) Las bacterias Gram negativas tienen mayor sensibilidad que las
bacterias Gram positivas, y en ambos grupos hay diferente
sensibilidad a la presion segun las especies y/o cepas que se
traten.

(v) La viabilidad de este proceso es menor en un alimento que en

un tampoén de fosfato.

En general, la destruccion celular se incrementa cuando aumenta la presion,
el tiempo de presurizacion y la temperatura. Las bacterias Gram negativas y
las células en fase de crecimiento exponencial son, respectivamente, mas
sensibles que las bacterias Gram positivas y las células en fase estacionaria
(Kalchayanand y col., 1998a; Alpas y col., 1999; Garriga y col., 2002). Asi,
las células desarrollan proporcionalmente una mayor sensibilidad a la
presion cuando ésta se incrementa hasta valores superiores a 276 MPa y la
temperatura se incrementa por encima de 35°C (Kalchayanand y col.,
1998a).
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Hay estudios que demuestran que las células bacterianas son menos
sensibles a la presurizacion entre 20°C y 30°C, pero que a temperatura
superior a 35°C empiezan a ser extremadamente sensibles (Carlez y col.,
1992; Ludwig y col., 1992; Kalchayanand y col., 1996, 1998b). Una
combinacién de presion hidrostatica moderada (como 345 MPa) y una
temperatura de 50°C se pueden utilizar para obtener una disminucion de la
viabilidad de los patégenos en mas de 6 logaritmos. La incorporacion de
otros parametros, como la presencia de bacteriocinas durante la

presurizacion puede acentuar esta disminucion (Alpas y col., 1999).

El efecto de las altas presiones en los microorganismos depende en primer
lugar del dafio que se pueda causar en la membrana celular, lo cual provoca
un incremento de su permeabilidad y en ultima instancia, la muerte de la
célula (Murano y col., 1999). Cuando se aumenta la presiéon, los cambios
morfoldgicos progresivos son mas evidentes llegando a la lisis celular que
s6lo aparece con tratamientos de altas presiones. Una disminucién del DpH
(PHinterior — PHexterior ), del potasio intracelular, del contenido celular de ATP y
de los potenciales de membrana quedan demostrados con el incremento de

presion (Tholozan y col., 2000).

Las altas presiones destruyen las estructuras terciarias y secundarias de las
macromoléculas, tales como las proteinas y los polisacaridos, alterando su
estructura y su integridad funcional (Kalchayanand y col., 1998b). La
presurizacion infringe dafos subletales en las bacterias, tanto en las células
Gram negativas como en las Gram positivas, lo que las hace susceptibles a
los compuestos antibacterianos, tales como las bacteriocinas y las lisozimas
(Garriga y col., 2002). Se ha demostrado que a 345 Mpa, a 50°C, durante 5
minutos y con bacteriocinas hay una reduccion aproximada de 8 logaritmos

en la viabilidad de los patogenos (Kalchayanand y col., 1998b).

Aunque las bacterias y los hongos son destruidos a bajas presiones, para
destruir las esporas de las bacterias se necesitan presiones mucho mas
altas. Presiones altisimas pueden incluso inactivar enzimas de los alimentos

y alterar su textura, color y propiedades fisicoquimicas, especialmente sus



proteinas y almidén (Hoover y col., 1989; Cheftel, 1992; Hayashi, 1992;
Hoover, 1993; Knorr, 1993; Kalchayanand y col., 1998b).

El tratamiento con altas presiones y con calor durante 6 minutos puede
reducir hasta 10 log,, la poblacién de la cepa de L. monocytogenes mas
resistente a la presion (Murano y col., 1999). La combinaciéon de 344,7 MPa,
50°C y 9,1 minutos puede reducir la viabilidad de esta bacteria hasta 7

logaritmos (Simpson y Gilmour, 1997a; Alpas y col., 1998).

La poblaciobn de L. monocytogenes en el musculo de cerdo se elimina
completamente con presiones superiores a 414 Mpa (Murano y col., 1999).
El tratamiento de carne picada de cerdo contaminada con L. monocytogenes
por este proceso, conjuntamente con temperatura de 50°C durante 6
minutos, puede alargar seis veces la vida comercial de este producto
(Murano y col., 1999).

En general, la pérdida de viabilidad de L. monocytogenes se incrementa con
el aumento de la presion, de la temperatura y del tiempo. Presurizaciones
de 137,9 y 206,8 MPa durante 30 minutos a 50°C, reducen las poblaciones
bacterianas alrededor de 1 y 2 ciclos logaritmicos respectivamente (Alpas y
col., 1998).

La resistencia de L. innocua, tomada como modelo en lugar de L.
monocytogenes, a las altas presiones en huevo entero liquido, se estudio a
diferentes presiones (300, 350, 400 y 450 Mpa), a diferentes temperaturas
(-15, 2 y 20°C) y a diferentes tiempos (5, 10 y 15 minutos), y no fue
totalmente inactivada en ninguno de los tratamientos aplicados. La mayor
inactivacion se consiguidé a 450 Mpa a 20°C durante 15 minutos, con una

reduccion de 5 ciclos logaritmicos (Ponce y col., 1998).

5.1.6 Competencias bioldgicas

La flora de alteracion puede influir en el crecimiento caracteristico de un

patbgeno en un alimento, debido principalmente a la produccién de
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metabolitos antimicrobianos por parte de la flora competitiva y por la

utilizacién de los mismos nutrientes.

Las bacterias acido lacticas, micrococos y Staphylococcus coagulasa
negativos se aislan habitualmente durante la fermentacion de productos

carnicos (Hammes y col.,1990; Bersani y col., 1991; Villani y col., 1994).

Las bacterias acido lacticas pueden inhibir el crecimiento de los patégenos
durante el proceso de fermentacion debido a la sintesis de acidos organicos,
diacetil, peréxido de hidrégeno y bacteriocinas (Klaenhammer 1988; Piard y
Desmazeaud 1991; Villani y col., 1994).

Las bacterias del género Staphylococcus coagulasa negativas sintetizan una
gran variedad de agentes antimicrobianos tales como enzimas
bacterioliticos, polipéptidos de bajo peso molecular y bacteriocinas que
impiden el desarrollo de las bacterias patégenas (Schindler y Schuhardt,
1965; Dajani y Wannamaker, 1969; Gagliano y Hinsdill, 1970; Hsu y
Wiseman, 1972; Villani y col., 1994). Asi, algunas cepas de Staphylococcus
coagulasa negativas son capaces de producir sustancias inhibidoras que son
antagonistas para el crecimiento y desarrollo de L. monocytogenes (Jetten y

Vogels, 1972; Eady y col., 1983; Villani y col., 1994).

El crecimiento de L. monocytogenes no se vio influenciado cuando el
namero de bacterias acido lacticas era < 10’ ufc/ml. Sin embargo, desde el
momento en que las bacterias acido lacticas tenian una concentracion >10’
ufc/ml, se producia un incremento significativo en la concentracion de acido
lactico en el medio, y consecuentemente, habia un descenso del pH del

medio (Devlieghere y col., 2001).

La inhibicibn de L. monocytogenes por bacteriocinas producidas por
Pediococcus acidilactici pueden servir de control contra este patégeno en los
productos carnicos fermentados. Asi, donde la produccion de acido es
insuficiente, la produccion de bacteriocinas podria facilitar la reduccion de la
concentracion de L. monocytogenes (Foegeding y col., 1992). En los

productos carnicos fermentados, los Pediococcus spp. producen
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componentes acidos que colaboran en la formacion del sabor del producto,
y producen pediocinas que tienen una actividad antilisteria (Luchansky y
col., 1992). L. monocytogenes es sensible a la bacteriocina antilisteria
denominada curvaticin 13, producida por Lactobacillus curvatus SB13, y que
esta presente en los productos carnicos fermentados (Bouttefroy y col.,
2000).

5.2 Salmonella

5.2.1 Temperatura

La capacidad de crecimiento de Salmonella se reduce sustancialmente si la
temperatura es inferior a los 15°C, mientras que el crecimiento de la
mayoria de las salmonelas se evita si la temperatura es inferior a los 7°C.
Asi, el almacenamiento de los alimentos perecederos debe mantenerse por
debajo de la temperatura minima de crecimiento del microorganismo. Se ha
descrito la capacidad de Salmonella para crecer a temperaturas inferiores a

los 5°C, pero en muchos casos no se ha confirmado (D’Aoust, 1994).

La muerte de Salmonella es mayor durante el proceso de congelaciéon que
durante el tiempo que puede permanecer congelado un alimento. El
descenso de la viabilidad de las salmonelas es mucho mayor en el intervalo
de temperaturas entre 0°C y —10°C que entre el de —17°C a —20°C
(Georgala y Hurst, 1963; ICMSF, 1996). Aunque la congelacion puede
afectar muy seriamente a la supervivencia de Salmonella, no garantiza su
destrucciéon total en los alimentos. Asi, durante este proceso, Salmonella
quedara muy dafiada y, por este motivo, en el momento de analizar los
alimentos almacenados en congelacion se recomienda realizar un proceso

de preenriquecimiento.

La muerte de la bacteria se producira si se excede la temperatura maxima
de crecimiento, 49,5°C. Valores situados por encima de ésta seran
adecuados para almacenar los alimentos en condiciones de temperaturas
elevadas, evitdndose el crecimiento de Salmonella (ICMSF, 1996). Estos

valores quedan reflejados en la Tabla 4.
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Tabla 4. Limites de crecimiento de Salmonella

Condiciones Minimas Optimas Maximas

Temperatura 5,2°C 35°C-43°C 49,5°C
pH 3,8 7-7,5 9,5
aw 0,94 0,99 >0,99

(adaptado de ICMSF, 1996)

Salmonella es muy sensible al calor y la resistencia a este parametro es
muy rara. La resistencia al calor viene influenciada por la actividad de agua,
por la naturaleza de los solutos y por el pH del medio. Esta resistencia se
incrementa cuando la actividad de agua del substrato se reduce. Si
reducimos el pH se reduce la resistencia al calor. También se ha observado
que con la misma actividad de agua hay mas resistencia al calor si hay

sacarosa en el medio que si hay CINa (ICMSF, 1996).

5.2.2 pH

El pH minimo de crecimiento es 3,8 y el maximo 9,5. El tipo de acido
presente es muy importante. Los acidos inorganicos como el CIH y el acido
citrico, permiten el crecimiento de Salmonella hasta valores de pH cercanos
a 4, mientras que el acido acético, el acido propiénico y el acido butirico,
tienen un mayor poder bacteriostatico impidiendo el crecimiento de
Salmonella a pH inferiores a 5 (ICMSF, 1996).

En general, la actividad bactericida de todos los acidos se incrementa
linealmente con la concentracion del mismo. De esta forma,
concentraciones 3 4% de acido son necesarias para reducir 3 2 log el
niamero de células de S. typhimurium. Los &cidos organicos han sido
investigados por su actividad bactericida y porque todos ellos son
generalmente reconocidos como seguros; por ello, pueden ser utilizados
como conservantes en muchos alimentos. El 4cido acético y el propidnico se
han encontrado como los que tienen mayor efecto inhibidor de Salmonella.
El acido malico y el acido lactico han presentado una actividad intermedia,
y el &cido tartarico y el citrico tienen una menor actividad inhibidora

(Bautista y col., 1997). En general, concentraciones 3 2% de acido
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producen reducciones 3 7 log ufc/ml (Dickson y Anderson, 1992; Thomson y

col., 1967; Tamblyn y col., 1993; Tamblyn y Conner, 1997a, 1997b).

El potencial de oOxido-reduccién es otro factor importante que afecta al
crecimiento de esta bacteria. Aunque Salmonella pueda crecer en
condiciones de aerobiosis y anaerobiosis, este crecimiento puede verse
inhibido por potenciales de 6xido-reduccion inferiores a —30mV (ICMSF,
1996).

5.2.3 Actividad de agua (a)

La actividad de agua es uno de los factores que mas afecta al crecimiento
de Salmonella. El limite inferior se sitia en valores de 0,945, pero
Salmonella puede sobrevivir durante un afio o mas en alimentos que tengan
actividades de agua inferiores, tales como el chocolate, la pimienta negra,

las gelatinas o la manteca de cacahuete.

Las sales presentes en los alimentos o afiadidas para conservarlos tienen un
efecto bacteriostatico, ya que las sales captan el agua presente en el
alimento haciendo disminuir la actividad de agua e impidiendo el
crecimiento de la bacteria. El crecimiento de Salmonella en los alimentos se
ve inhibido por la presencia de un 3-4% de CINa. También se inhibe el
crecimiento de Salmonella si existen concentraciones de sal en carne del
orden del 5,3% (ICMSF, 1996).

5.2.4 Altas presiones

Presiones con valores de 500-700 MPa matan rapidamente las células
vegetativas de bacterias, levaduras y hongos, aunque las esporas
bacterianas son mucho mas resistentes. Ciertos enzimas son inactivados y
algunas proteinas solubles son desnaturalizadas, pero los compuestos
responsables del sabor no se ven afectados. Los tratamientos a altas
presiones pueden inactivar los microorganismos a temperatura ambiente sin
la utilizacibn de conservantes, permitiendo que se mantengan las

caracteristicas organolépticas (Mackey y col., 1994; Tholozan y col., 2000).
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La reduccion del nimero de células viables de S. thompson en 10° ufc/g fue
debido a exposiciones de 250 MPa durante 10 minutos. El tratamiento a 500
MPa durante el mismo tiempo reduce el nimero de células viables en 10°
ufc/g (Mackey y col., 1994).

Ponce y col. (1999) estudiaron la destruccion de S. enteritidis inoculada en
huevo entero liquido a una concentracion de 10 - 10® ufc/ml bajo diferentes
condiciones de presion (350 y 450 Mpa), de temperatura (50, 20, 2 y

—15°C) y de tiempo (5, 10 y 15 minutos). El indice de inactivacién se
incrementa con el aumento de la presion y del tiempo de exposicion, siendo
la destruccibn minima de 1 log:, a 350 Mpa y temperatura de —15°C
durante 5 minutos e inactivandose totalmente a temperaturas de 50°C
(hasta 8 logio). El efecto de la presién se vio mejorado y potenciado por

temperaturas elevadas.

6. COMPORTAMIENTO DE LISTERIA Y SALMONELLA EN LA
CARNE

6.1 Listeria

El crecimiento de L. monocytogenes estad influenciado por muchas
condiciones ambientales tales como la temperatura, la actividad de agua, la
concentracion de CINa, las condiciones atmosféricas, el pH y la accesibilidad

a los nutrientes.

En la carne cruda el pH es el factor determinante para el crecimiento de L.
monocytogenes, mientras que en la carne cocida, aunque el pH tiene un
papel importante en la tasa de crecimiento de Listeria, hay otros factores
determinantes. Cantidades pequefias de CINa tienen un efecto inactivador
sobre Listeria (McClure y col., 1990; Sorrells y col., 1989; Shineman y
Harrison, 1994; ICMSF, 1998).
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L. monocytogenes tiene una mayor capacidad de crecimiento en pescado
que en carne de ternera y de pollo, y esto se ha demostrado por las
diferencias significativas en el tamafio de las poblaciones de Listeria
después de cierto tiempo, tanto en pescado crudo como cocido, bajo las
mismas condiciones de almacenamiento (Shineman y Harrison, 1994).
También debe tenerse en cuenta la influencia que sobre el crecimiento de
Listeria, posee la microflora acompafante. Marshall y Schmidt (1991) han
demostrado que la presencia de Pseudomonas estimula el crecimiento de L.

monocytogenes en el pollo.

La inhibiciéon de L. monocytogenes en diferentes tipos de tejidos musculares
es una compleja interaccion entre el pH y otros factores desconocidos,
todavia por precisar. La diferencia detectada en la tasa de crecimiento de L.
monocytogenes puede ser atribuida parcialmente a las inherentes
diferencias de pH de los distintos tejidos musculares (Shineman y Harrison,
1994).

Las sales y los nitritos que se encuentran en los productos carnicos crudos
curados afectan a la supervivencia de la L. monocytogenes. Generalmente
estos productos inhiben el crecimiento y la supervivencia de Listeria. Sin
embargo, Farber (1989) demostré6 que se producia un incremento de la
resistencia de Listeria al calor en salchichas con sales, salmueras y
especias. Esto hacia que la temperatura de 68°C no fuera suficiente para
reducir los niveles de L. monocytogenes por debajo de poblaciones

detectables en productos curados de pavo.

Las toxiinfecciones alimentarias producidas por L. monocytogenes en los
afos anteriores a 1989 se asociaban a alimentos como vegetales crudos,
ensaladas de col, leche cruda o bien a queso de estilo mejicano, pero fue en
1989 cuando por primera vez se describié un caso de L. monocytogenes
asociado a productos de aves de corral contaminados, y concretamente al
consumo de carne de pavo (Johnson y col., 1990; Line y Harrison, 1992). A
partir de este momento, se intensificaron los estudios. Asi, Bailey y col.
(1989) examinaron 90 muestras de canales de pollos del sudeste de los

E.E.U.U. y encontraron que un 23% de las canales estaban contaminadas
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con L. monocytogenes. En Inglaterra, el 60% de las muestras de aves de
corral estudiadas fueron positivas a L. monocytogenes (Pini y Gilbert,
1988). Se han descrito casos esporadicos de listeriosis relacionados
epidemiolégicamente con el consumo de productos de ave de corral cocidos
deficientemente y no recalentados suficientemente (Line y Harrison, 1992;

Clouser y col., 1995).

Segun Clouser y col. (1995) L. monocytogenes no ha sido detectada en los
pavos en ninguno de los procesos anteriores a la evisceracion del animal
durante el proceso de carnizacion. Ninguno de los procesos de desplumado
estudiados hasta ahora contribuyen a la presencia de L. monocytogenes en
la superficie de las canales de pavo. Esto confirma que los diferentes
sistemas de escaldado causan diferentes patrones de contaminaciones
cruzadas (ICMSF, 1998).

6.2 Salmonella

Las enfermedades producidas por Salmonella y asociadas a las aves de
corral son una carga elevada para la sociedad, produciendo sufrimientos y
pérdida de productividad, ademas de los costes de producciéon de los
alimentos y de la salud publica. El riesgo esta influenciado por las fuentes
de este patégeno para las aves de corral, por el modo de invasiéon en masa
durante el procesado de los pollos, por la propagaciéon de Salmonella en las
granjas, en las plantas de procesado y en los ambientes de las cocinas
domésticas, y por la supervivencia del patégeno en la granja y durante el

procesado y cocinado de los alimentos (Bryan y Doyle, 1994; ICMSF, 1998).

Los principales factores que contribuyen a las toxiinfecciones alimentarias
provocadas por Salmonella a través de los alimentos derivados de las aves
de corral, segun Bryan y Doyle (1994), son:

1.- La refrigeracion incorrecta de los alimentos.

2.- La preparacion anticipada de los alimentos.

3.- La elaboracion inadecuada o el proceso térmico inadecuado.

4.- La contaminacion de los alimentos por un manipulador enfermo.

5.- El recalentamiento inadecuado de los alimentos cocinados.
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6.- El almacenamiento en caliente de los alimentos.

7.- Las contaminaciones cruzadas entre alimentos crudos y cocidos.

8.- La limpieza inadecuada de los utensilios que estan en contacto
con los alimentos.

9.- La ingestion de alimentos crudos.

Durante el periodo de 1968 a 1977 en E.E.U.U., las carnes de aves de corral
fueron las responsables directas del 54% de los brotes epidémicos, y
también fueron las responsables del 8% de los brotes en los que formaban
parte de algun alimento como ingredientes (Bryan, 1980). Los pavos fueron
responsables de un 13,3% de los brotes epidémicos, mientras que las

gallinas lo fueron de un 6,5%.

En otros estudios realizados durante los afios 1966 y 1974 en E.E.U.U., los
autores concluyeron que las aves de corral eran responsables s6lo del 15%
del total de los brotes epidémicos. De ellos, los pavos representaban un
62%, y los pollos y las gallinas un 37% (Horwitz y Gangarosa, 1976; Bryan
y Doyle, 1994).

Desde 1977 hasta 1984 las aves de corral han sido identificadas en E.E.U.U.
como responsables de aproximadamente el 10% de los brotes epidémicos.
Los pavos han representado un 56%, mientras que los pollos y las gallinas
han representado un 44% (Bryan, 1988). Otro estudio realizado entre 1973
y 1987 en E.E.U.U., demuestra que las aves de corral son responsables del
10,1% de los brotes epidémicos en los que el pavo representa un 5,7% y
las gallinas un 4,4% (Bean y Griffin, 1990; Bryan y Doyle, 1994).

En las ultimas décadas se han producido en E.E.U.U. entre 15 y 20 casos
anuales por cada 100.000 personas (de 40.000 a 50.000 casos). El numero
de casos en 1994 se estimo6 entre 740.000 y 4 millones (Chalker y Blaser,
1988; Cohen y Tauxe, 1986; Hauschild y col., 1980; Bryan y Doyle, 1994).
Las razones de este incremento en el nimero de casos no estan totalmente
definidas, pero se cree que puede ser debido a una suma de factores, tales
como: los cambios en las préacticas de manejo de los animales en las

granjas; la utilizacion de piensos contaminados por Salmonella; la
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utilizacion de procesos y de procedimientos que permiten y promueven la
dispersion y/o crecimiento de la Salmonella; el incremento de la poblacion
altamente susceptible al patégeno; el aumento de la poblacién que come
productos de origen animal crudos o poco cocidos; la mala manipulacién de
los alimentos durante la preparacion de las comidas; y las inadecuadas
practicas de inspeccion epidemiologica (Bryan y Doyle, 1994; ICMSF,
1998).

Las infecciones por Salmonella se producen durante todo el afio, pero se
detecta un aumento durante el verano y el principio del otofio. Esta
variacion debe relacionarse con las contaminaciones estacionales de los
alimentos y con el crecimiento mas acelerado del patégeno cuando las
temperaturas ambientales son altas (Bryan y Doyle, 1994; Placha y col.,
2001).

La carne de pavo cocida es un vehiculo importante, ya que la carne cruda
de pavo esta contaminada por bacterias patégenas cuando llega a las
cocinas, y esto puede deberse al gran tamarfio del producto, el cual requiere
un largo tiempo de descongelacion, de coccion, de enfriamiento y de
recalentamiento. En estas condiciones, es facil que se produzcan las
contaminaciones cruzadas. Asi mismo, los pollos son uno de los vehiculos
Mmas comunes para gue, con una contaminacion inicial, con un inapropiado
cocinado, con una contaminacion cruzada y con un enfriamiento
inadecuado, se pueda producir una toxiinfeccion (Bryan, 1980; Bryan y
Doyle, 1994; ICMSF, 1998).

Los mecanismos de contaminacion de Salmonella en las canales de aves de
corral se inicia con la retenciéon de la bacteria en la pelicula liquida que hay
en la superficie de la piel, desde la cual la bacteria migra hacia la piel y
queda atrapada en sus arrugas Yy grietas. El proceso de retencibn comienza
en los animales vivos y aumenta durante el escaldado en el proceso de
carnizacion (Lillard, 1988; Thomas y McMeekin, 1980 y 1982; Thomas y
col., 1987; Bryan y Doyle, 1994; ICMSF, 1998).



El proceso de escaldado abre los foliculos de las plumas, hecho facilitado
por el proceso de desplumado, lo que mantendrd abiertos los foliculos
durante todo el proceso hasta el oreo, momento en el que se cerraran y
mantendran atrapado al microorganismo en su interior. Mas tarde, y debido
al agua durante el proceso de inmersién, los microorganismos se adheriran
alrededor de los polisacaridos y de las fibras de colageno. Esta adherencia
es rapida, con tan so6lo 15 segundos de exposiciobn es suficiente
(Firstenberg-Eden, 1981; Thomas y McMeekin, 1981; Thomasy col., 1987;
Bryan y Doyle, 1994; ICMSF, 1996, 1998; Clouser y col., 1995).

Durante el proceso de evisceraciobn hay una transferencia continua de
microorganismos desde las canales a las manos de los trabajadores, a los
utensilios y a las superficies de los equipos y, también, hay una
transferencia de microorganismos entre las canales. Cuando se corta el
tracto intestinal y se elimina de forma manual o bien mecanicamente es
facil que haya una contaminacion fecal de las canales. Por lo tanto, el
proceso de evisceracion es uno de los puntos de contaminacién cruzada
mas importantes en todo el proceso de carnizacion de las aves de corral
(Bryan y Doyle, 1994; ICMSF, 1998).

Durante el lavado por aspersion de las canales, después del eviscerado e
inspeccién, se elimina la mayoria de la materia organica y, con ello, algunos
de los patdégenos, quedando sustituido por una superficie fluida de agua
limpia. Durante este proceso, la reduccibn de la carga bacteriana
normalmente es del 90% (Mead, 1982; Bryan y Doyle, 1994; ICMSF,
1998).

La prevalencia de Salmonella en los productos derivados de las aves de
corral varia desde un 2% a un 100%, siendo la media de un 30%. La
concentracion de células de Salmonella en las canales de pollo normalmente
es baja, alrededor de 1 a 30 células, aunque ocasionalmente se pueden
encontrar 10* ufc/100 g. de piel de pollo (Mulder y col., 1977; Notermans y
col., 1975; Swaminathan y col., 1978; Tokumaru y col., 1990; Bryan y
Doyle, 1994).
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MATERIAL Y METODOS
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1. MUESTRAS

1.1 Elaboracién del producto

Se han estudiado un total de 114 muestras de jamén de pavo curado

correspondientes a 4 partidas: 1, 2, 3y 4.

Para la elaboracién de jamoén curado de pavo se utilizan pechugas de pavo
frescas despiezadas compradas en un matadero de aves autorizado y

homologado por la C.E.E.

Se introducen 40 Kg de pechugas de pavo frescas en el interior de un
bombo de masaje y se afiaden todos los ingredientes (sal, sal de enebro,
pimienta negra, azlcar, nitrito, nitrato, ascorbato y humo seco de nogal).
La rotacion del bombo es de 700 vueltas a una velocidad de 12,5 r.p.m. con
todos los ingredientes durante 56 minutos. Para conseguir una mejor
homogeneizacién se programa de manera que después de 5 minutos de
rotacion repose durante 10 minutos. Al cabo de tres horas se detiene el
proceso de masaje y la masa permanece en su interior durante 24 horas.
Todo este proceso se realiza en el interior de una camara frigorifica a

temperatura de 4°C a 5°C con vacio en el interior del bombo.

Al dia siguiente se aflade caseinato sodico a la masa en una cantidad de
1,5% del peso total a una proporcion de 1/9 caseinato sédico/agua. La
adicion de esta dilucion de caseinato soédico tiene como objeto conseguir
una mayor cohesion entre las fibras carnicas y obtener un producto
compacto. Durante 5 minutos se mantiene el bombo en rotacion, para

obtener una buena mezcla.

Una vez finalizado el proceso, las pechugas se distribuyeron en bolsas de
celofan para formar piezas de 6,5 a 7 Kg. Se ataron las bolsas de celofan y
se introdujeron en el interior de una bolsa de plastico al vacio. En este
estudio se prepararon 6 piezas (jamones) de cada partida. A continuacion
se almacenaron en la camara frigorifica a 4°C durante un minimo de 14 dias

y un maximo de 21 dias en condiciones de anaerobiosis parcial, apilados
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uno encima de otro en el interior de una caja de plastico para darles forma

rectangular.

Después de permanecer dos semanas en la camara frigorifica, cada pieza se
introdujo en una malla para poder ser colgadas en el secadero artificial,
permaneciendo entre 90 y 100 dias a temperatura de 8°-12°C y una
humedad ambiental entre el 55% y el 75%. Durante este proceso las

mermas del producto fueron aproximadamente del 50%.

Después del proceso de secado, se retirdé la malla y la bolsa de celofan
utilizadas durante el proceso de elaboracion y seguidamente se loncheé a
maquina y se distribuyé a razén de 100 g de jamoén curado de pavo en
envases de polietileno al vacio, tal y como se comercializa este tipo de

producto.

1.2 Preparacion de las muestras de las partidas n® 1,2y 3

Las bacterias utilizadas, en las partidas n°® 1, 2 y 3 de jamo6n de pavo
curado, proceden de la Coleccibn Espafiola de Cultivos Tipo de la
Universidad de Valencia. Se utilizaron las cepas siguientes:

Listeria innocua CECT 910.

Salmonella choleraesuis CECT 443.

1.2.1 Preparacion de los in6culos

Segun las instrucciones de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo se
reconstituyeron las cepas Listeria innocua y Salmonella choleraesuis. El
medio de cultivo liquido utilizado, tanto para las cepas de Salmonella como

de Listeria, fue BHI (Brain Heart Infusion, Scharlau Microbiology).

Con objeto de comprobar la morfologia tipica de las cepas estudiadas se
procedid a su cultivo en medios especificos. EI medio de cultivo soélido
utilizado para la determinacion de Salmonella fue SMID (Biomérieux). Para
Listeria se utilizé el medio ALOA (Agar Listeria acc. to Ottaviani and Agosti,
Biolife).
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La conservacion de las cepas se realiz6 mediante ultracongelacion (-20°C)

en criobolas.

Para la inoculacion de las cepas se prepararon diluciones decimales seriadas
en tubos con 9 ml de caldo BHI hasta diluciones de 107’. La dilucién madre

se utilizé para inocular la carne fresca de pavo.

Para conocer la concentracion del in6culo se sembraron 0,1 ml de los tubos
de las diluciones 10° y 107 en medios de cultivo soélidos, SMID para

Salmonella y ALOA para Listeria, incubandose durante 24 horas a 37°C.

1.2.2 Adicion de los in6culos

En las partidas 1, 2 y 3 se adicion6 sobre la carne fresca de pavo el indculo
constituido por 200 ml de agua destilada estéril mas 9 ml de in6culo de
Listeria innocua y 9 ml de in6culo de Salmonella cholerasuis (diluciones
madre). El agua destilada estéril es necesaria para una mayor distribucion

de los microorganismos entre los 40 kg de carne de pavo del estudio.

Las muestras objeto de estudio fueron inoculadas en el momento de
introducir las pechugas de pavo frescas en el bombo de masaje junto con
los demas ingredientes. El proceso de elaboracion fue igual que el

comercial.

1.2.3 Division de las partidas en lotes

Una vez obtenido el jamén curado de pavo en lonchas y envasado, cada
partida se dividi6 en cuatro lotes distintos que fueron sometidos a
diferentes temperaturas y tratamientos de conservaciéon para ver la
evolucién de los dos microorganismos objeto de estudio a lo largo del
tiempo. El producto fue estudiado durante un periodo de 7 meses, tiempo
superior a la fecha de consumo preferente del producto durante su vida

comercial (6 meses). Posteriormente, se realiz6 un andlisis a los once
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meses de la vida comercial del producto para evaluar la supervivencia de

los microorganismos.

Las caracteristicas de cada lote fueron las siguientes:
Lote 1: Muestras inoculadas y conservadas al vacio a 4°C
Lote 2: Muestras inoculadas y conservadas al vacio a 4°C y
tratadas con altas presiones.
Lote 3: Muestras inoculadas y conservadas al vacio a 20°C.
Lote 4: Muestras inoculadas y conservadas al vacio a 20°C y

tratadas con altas presiones.

1.2.4 Aplicacion de vacio

La aplicacion del vacio de las muestras se realiz6 con un aparato de vacio a

presiones de 15 milibares.

1.2.5 Aplicaciéon de altas presiones

En el tratamiento de las muestras con altas presiones se utilizé6 un aparato
con un recipiente horizontal de presion (Alstom), con un sistema automatico
de carga y descarga, con 320 litros de capacidad, con 280 mm de didmetro
interior y 800 mm exterior, con 18,5 m de longitud y 44.000 Kg de peso,

con dos bombas de presion que alcanzan un maximo de 400 MPa.

El proceso de altas presiones dura de 15 a 16 minutos por ciclo. Cada ciclo
se compone de: carga y descarga en 30 segundos, presurizacion de 4
minutos, tratamiento a 400 MPa durante 10 minutos y despresurizacion de

1 minuto. La temperatura durante todo el proceso es de 12°C.

1.2.6 Protocolo de la recogida de muestras

El total de muestras analizadas en cada una de las partidas fue de 24. De
cada una de las muestras se realizaron dos determinaciones analiticas,
excepto las muestras 21, 22, 23 y 24. En total, en las partidas 1, 2 y 3, se

realizaron 132 determinaciones analiticas de 72 muestras.
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El protocolo de la toma de muestras de las partidas 1, 2 y 3 queda reflejado

en la Tabla 5.

Tabla 5. Protocolo de la toma de muestras de las partidas 1, 2y 3

Dia N° Muestra Identificacibn muestra
0 1 Pechuga de pavo fresca
! 2 Pechuga de pavo fresca con | jnngcua ¥ S. choleraesuis
21 3 Producto en anaerobiosis parcial a 4°C
63 4 Producto en mitad de la maduraci6én y secado
119 5,6,7,8 Producto loncheado y envasado. Lotes 1, 2, 3y 4
147 9, 10, 11, 12 1 mes de vida comercial. Lotes 1, 2, 3y 4
231 13, 14, 15, 16 4 meses de vida comercial. Lotes 1, 2, 3y 4
315 17, 18, 19, 20 7 meses de vida comercial. Lotes 1, 2, 3y 4
434 21, 22, 23, 24 11 meses de vida comercial. Lotes 1, 2, 3y 4

1.3 Preparacion de las muestras de la partida n°© 4

Una vez finalizado el analisis de las partidas 1, 2 y 3, se crey6 conveniente,
para poder confirmar los resultados obtenidos hasta el momento, hacer el
estudio de una cuarta partida en la que s6lo se inoculod Listeria innocua y en
la que se estudié la influencia de la flora alterante existente en el jamon

curado de pavo en lonchas sobre la supervivencia de este microorganismo.

Después de revisar los resultados microbiolégicos obtenidos por la empresa
durante los ultimos dos afios en este tipo de producto se decidi6é estudiar,
ademas de Listeria innocua, los microorganismos que aparecian con mayor
frecuencia, como los microorganismos de la flora lactica, Micrococcus,

mesofilos totales a 30°C, hongos y levaduras.

El material que se utiliz6 en esta partida fue jamén curado de pavo en
lonchas envasado al vacio en envase comercial, con menos de un dia de

preparacion en lonchas y segun el proceso normal de produccion en fabrica.
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1.3.1 Preparacion e inoculacion del microorganismo

La bacteria utilizada procede de la Coleccion Espafola de Cultivos Tipo y fue

la cepa Listeria innocua CECT 910.

En esta partida, la masa total de materia prima utilizada fue de 1500 g de
jamon de pavo curado en lonchas. El in6culo debia ser del 2% de la masa

total, es decir, de 30 ml.

En un tubo con 10 ml de caldo BHI se sembr6 la colonia liofilizada de
Listeria innocua y se incubd durante 24 horas a 37°C. A continuacion, 1 ml
de este cultivo se mezcl6 con 1000 ml de BHI para obtener una
concentracion microbiana de 10° ufc/ml. Se tomaron 1,5 ml y se mezclaron
con 28,5 ml de BHI para obtener los 30 ml de in6culo que afiadimos a los
1500 g de materia primera, obteniendo una concentracion inicial tedrica de
10° ufc/g.

Se retir6 el envase del producto y se introdujo en el interior de una
trituradora convenientemente esterilizada. Después de triturarlo se adiciond
el in6culo de Listeria innocua. Una vez mezclado se introdujeron 25 g del
producto en bolsas de estomacher, se envasaron en una segunda bolsa y se

realiz6 el vacio.

1.3.2 Division de la partida en lotes

La partida se dividio en 4 lotes que se sometieron a las mismas condiciones

de temperatura y conservacion que los lotes de las partidas anteriores.

Lote 1: Muestras inoculadas y conservadas al vacio a 4°C

Lote 2: Muestras inoculadas y conservadas al vacio a 4°C y
tratadas con altas presiones.

Lote 3: Muestras inoculadas y conservadas al vacio a 20°C.

Lote 4: Muestras inoculadas y conservadas al vacio a 20°C y

tratadas con altas presiones.
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A los lotes 1 y 3 se les aplicé el vacio (apartado 1.2.4) mientras que los

lotes 2 y 4 fueron tratados con altas presiones (apartado 1.2.5).

1.3.3 Protocolo de la recogida de muestras

El total de muestras analizadas en esta partida fue de 42. De cada muestra

se realizaron seis determinaciones analiticas, con un total de 252.

En el protocolo de la toma de muestras de la partida n® 4 se estudido una

muestra de cada lote cada 15 dias hasta llegar a los siete meses de vida

comercial del producto (los analisis de los dias 15, 105 y 165 no se

realizaron por problemas de agenda o por coincidir en periodos vacacionales

de la empresa). Asi queda reflejado en la Tabla 6.

Tabla 6. Protocolo de la toma de muestras de la partida n° 4

Dia N° Muestra Identificaciobn muestra

0 1 Jamon curado de pavo loncheado y envasado

1 2 Jamon curado de pavo loncheado y envasado con L. innocua
30 3,4,5,6 Producto con 30 dias de vida comercial. Lotes 1, 2, 3y 4
45 7,8,9, 10 Producto con 45 dias de vida comercial. Lotes 1, 2, 3y 4
60 11, 12, 13, 14 Producto con 60 dias de vida comercial. Lotes 1, 2,3y 4
75 15, 16, 17, 18 Producto con 75 dias de vida comercial. Lotes 1, 2,3y 4
90 19, 20, 21, 22 Producto con 90 dias de vida comercial. Lotes 1, 2, 3y 4
120 23, 24, 25, 26 Producto con 120 dias de vida comercial. Lotes 1, 2, 3y 4
135 27, 28, 29, 30 Producto con 135 dias de vida comercial. Lotes 1, 2,3y 4
150 31, 32, 33, 34 Producto con 150 dias de vida comercial. Lotes 1, 2, 3y 4
180 35, 36, 37, 38 Producto con 180 dias de vida comercial. Lotes 1, 2, 3y 4
210 39, 40, 41, 42 Producto con 210 dias de vida comercial. Lotes 1, 2, 3y 4
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2. DETERMINACIONES FISICO-QUIMICAS

2.1 Determinacion de pH

Para medir el pH de todas las muestras utilizamos un aparato Crison modelo

521, con el electrodo xerolyte.

2.2 Determinacion de la actividad de agua

La actividad de agua de todas las muestras se determind con un aparato
Aqualab CX-2, cuyo fundamento se basa en medir el punto de escarcha de

la muestra (o bien el punto del rocio).

3. DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS

3.1 Determinacion de Listeria innocua

Para la investigacion y recuento de Listeria se utilizé el método descrito por
Vlaemynck y col. (2000) y validado por AFNOR (AES 10/3-09/00).

Se tomaron 25 g de muestra y se introdujeron en una bolsa estéril junto
con 225 ml de caldo Fraser con el suplemento de crecimiento citrato férrico
amoniacal 5%. Se homogeneiz6 en el estomacher durante 1 6 2 minutos. A
continuacion se incubé durante 24 horas a 30°C. Después se sembrd en
estria en agar ALOA, incubandolo durante 48 horas a 37°C. Pasado este
periodo de tiempo si habia Listeria innocua crecian colonias de color gris-
verde sin halo en el agar. Si fueran Listeria monocytogenes serian colonias

de color gris-verde con halo en el agar (Tabla 7).

3.1.1 Recuento de Listeria innocua

Se tomaron 25 g de muestra y se introdujeron en una bolsa estéril junto
con 225 ml de agua de peptona tamponada esterilizada. Se homogeneizd

durante 1 6 2 minutos en el estomacher. Se preparan diluciones seriadas y
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se siembra 0,1 ml de las diluciones escogidas en superficie en placas de
agar ALOA, distribuyendo la muestra por toda la superficie con un asa de
Drigalsky. Después de incubar durante 24 horas a 37°C se cuentan las
colonias de color gris-verde sin halo que hayan crecido y se determina el
namero de ufc/g. Finalmente se realizan las pruebas de identificacién (Tabla
8).

3.1.2 Anadlisis de numero mas probable (NMP)

Este tipo de andlisis solamente se utilizé para aislar e identificar las colonias
presuntivas de Listeria, segun el método descrito por la FDA (Blysick-

Mckennal y Schaffner, 1994).

En una bolsa estéril se introducen 25 g de muestra y 225 ml de agua de
peptona tamponada estéril y se homogeneizan durante 1 6 2 minutos. A
partir de esta solucién se preparan series de tres tubos hasta la dilucion
107® de caldo UVM I con suplemento y se incuban a 30°C durante 48 horas.
A continuacion se siembra cada dilucién en las placas de agar PALCAM que

se incuban a 37°C durante 48 horas.

3.1.3 Ildentificacidn de Listeria innocua

Se identificaron y confirmaron todas las colonias sospechosas crecidas en
los medios de cultivo PALCAM y ALOA. Para su identificacion se realizan las
pruebas siguientes:
» Pruebas de identificacion rapidas (pruebas preliminares):
(a) KOH: si no da formacioén de gel se considera positivo.
(b) Catalasa: si nos da gas se considera positivo
(c) Oxidasa: es negativa si no hay ningun cambio.
(d)Movilidad en fresco: se observa en el microscopio.
> Pruebas de identificacion lentas:
(a) Hemoalisis en agar sangre: la lectura se realiza a las 24 6 48
horas de incubacién a 37°C. Hay hemodlisis si hay un halo

alrededor de la colonia.
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(b) Galeria de identificacion API Listeria (BioMérieux): la lectura

se realiza después de incubar durante 24 horas a 37°C.
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Tabla 7. Determinacion de Listeria en medio ALOA

25 g de muestra
+

225 ml de caldo Fraser con
suplemento citrato férrico amoniacal

| Homogeneizacion (1’ /7 27) I

{1

Incubaciéon

24 h / 30°C

| Siembra en estria en agar ALOA I

{1

Incubacion
24 h /48 h
37°C

Colonias color verde-gris

| Identificacion I
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Tabla 8. Recuento de Listeria en medio ALOA

25 g de muestra
+

225 ml de agua de peptona tamponada

| Homogeneizacion (1’ /7 27) I

| Banco de diluciones I

| Siembra 0,1 ml en superficie en agar ALOA I

aeg

Incubacion

24 h / 37°C

| Colonias de color verde-gris I

| Identificacion I
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3.2 Determinacion de Salmonella choleraesuis

Para este analisis se utilizo el método descrito en la norma NF 1SO 6579;
que consiste en mezclar 25 g de muestra con 225 ml de agua de peptona
tamponada introducidas en una bolsa estéril y homogeneizadas durante 1 6
2 minutos. Se incuba durante 24 horas a 37°C. Esta etapa es el

preenriguecimiento selectivo.

A partir del preenriquecimiento se siembra 1 ml en 10 ml de medio selectivo
Tetrationato Muller-Kaufman incubandose durante 24 horas a 37°C. Del
mismo preenriquecimiento se siembra 0,1 ml en 10 ml de medio selectivo
Rappapport-Vasiliadis incubandose 24 horas a 42°C. A partir de estos
cultivos se siembra en estria en el medio sélido selectivo SMID, incubandose
a 37°C durante 24 horas. Pasado este tiempo las colonias presuntivas de
Salmonella tienen la morfologia tipica, redondas de bordes lisos regulares

de color rosa (Tabla 9).

A las colonias presuntivas de Salmonella se las sometio a las pruebas
confirmativas bioquimicas siguientes:

(a) Prueba de la oxidasa

(b) Galeria identificativa APl 20 E (BioMérieux) para enterobacterias y

otros bacilos Gram negativos.

3.2.1. Recuento de Salmonella choleraesuis

Se introducen 25 g de muestra con 225 ml de agua de peptona tamponada
estéril en una bolsa estéril y se homogeneiza durante 1 6 2 minutos. Se
preparan diluciones seriadas y se siembra 0,1 ml de las diluciones escogidas
en superficie de agar SMID, distribuyéndolo por toda la placa de Petri con
un asa de Drigalsky. Se incuban durante 24 horas a 37°C y pasado este
periodo, se cuentan las colonias de color rosa y se realizan los calculos
necesarios para determinar el numero de ufc/g de la muestra problema
(Tabla 10).
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Tabla 9. Determinacion de Salmonella (Método I1SO, 1993)

| 25 g muestra + 225 ml Agua Peptona Tamponada I
| Homogeneizacion (1’ /72’) I
| Incubacion 24 h /7 37°C I

J i

Inocular 1 ml en Tetrationato Inocular 0,1 ml en
Muller-Kaufman Rappaport-Vassiliadis
+ +
Incubacion 24h / 37°C Incubacion 24 h /7 42°C

| Siembra en SMID. Incubacion 24 h /7 37°C I

I Colonias presuntivas color rosa I

Prueba de la Oxidasa
+

API1 20 E (incubacién 24h / 37°C)
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Tabla 10. Recuento de Salmonella

25 g de muestra
+

225 ml de agua de peptona tamponada

| Homogeneizacion (1’ /7 2°) I

| Banco de diluciones seriadas I

| Siembra 0,1 ml en superficie en agar SMID I

{1

Incubacion

24 h / 37°C

| Colonias de color rosa I

I Confirmacion I
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3.3 Recuento de microorganismos mesofilos totales a 30°C

Se utilizé el recuento en placa con el medio Plate Count Agar (PCA, Biokar

Diagnostics).

Se sembré 1 ml de cada una de las diluciones por duplicado en masa en

agar PCA y se incub6 durante 48 a 72 horas a 30°C.

Los recuentos de las colonias de morfologia tipica, pequefas y redondas de
bordes lisos de color blanco marfil, se efectuaron sobre la totalidad de las
colonias en aquellas placas que presentaron entre 30 y 300 colonias,
calculando la media de los recuentos obtenidos en las dos placas y
multiplicando por el inverso de la diluciéon correspondiente. El resultado se

expresa como ufc/g.

3.4 Recuento de los microorganismos de la flora lactica

Se utilizo el recuento en placa con el medio de cultivo MRS (Gelosa de Man,

Rogosa y Sharpe, Biokar Diagnostics).

Se sembré 1 ml de cada una de las diluciones por duplicado en masa en

agar MRS y se incub6 durante 48 horas a 37°C.

Se realiz6 el recuento de las colonias de morfologia tipica, redondas de
bordes lisos de color blanco marfil, y se procedi6é de la misma forma que se

ha explicado en el apartado anterior.

3.5 Recuento de microorganismos del género Micrococcus

Se utilizé el método de recuento en placa con el medio de cultivo BP (Agar
Baird-Parker base, Biolife) con yema de huevo (Egg Yolk Tellurite Emulsion,

Biokar Diagnostic).

Se sembr6é 1 ml de cada una de las diluciones por duplicado en profundidad

en agar BP con yema de huevo y se incub6 durante 48 horas a 37°C.
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Se realizé el recuento de las colonias de morfologia tipica, redondas de
bordes lisos de color negro, y se procedié de la misma forma que se ha

explicado en el apartado anterior.

3.6 Recuento de mohos y levaduras

Se utilizé el recuento en placa con el medio RB (Agar Rosa de Bengala,

ADSA Micro) con cloranfenicol.

Se sembré 1 ml de cada una de las diluciones por duplicado en masa en

agar RB con cloranfenicol y se incub6 durante 5 dias a 20°C.

Se realiz6 el recuento de las colonias de morfologia tipica de mohos,
colonias filamentosas en superficie, y de levaduras, colonias pequefas
redondas de bordes lisos de color marfil, y se procedié de la misma forma

que se ha explicado en el apartado anterior.

4. ESTUDIO ESTADISTICO

Para el estudio estadistico de los resultados utilizamos la distribucion t de

Student con nivel de significaciéon de 0,05 y n-1 grados de libertad.

5. MEDIOS DE CULTIVOS UTILIZADOS

» Caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth) de Scharlau Microbiology que
tiene la composicion, expresada en gramos por litro, siguiente:
Extracto de cerebro: 7,8
Extracto de corazon: 9,7
Peptona proteosa: 10,0
Dextrosa: 2,0
Cloruro soédico: 5,0

Fosfato disoédico: 2,5
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Para la reconstitucion del medio se disuelven 37 g del polvo en un litro de
agua destilada, calentandolo para mezclarlo bien. Se distribuye en
recipientes y se esteriliza en autoclave durante 15 minutos a 121°C. Se

ajustaelpHa 7.1.

» Listeria Fraser broth half concentration (Biolife). Medio liquido para
el enriguecimiento de listeria en productos alimentarios. Su composicion,
expresada en gramos por litro, es la siguiente:

Peptona proteosa: 5,0

Triptona: 5,0

Extracto de levadura: 5,0

Extracto de carne: 5,0

Cloruro saodico: 20,0

Anhidrido fosfato sédico bibasico: 9,5
Fosfato potasio monobéasico: 1,35
Esculina: 1,0

Cloruro de litio: 3,0

Acriflavina: 0,0125

Acido nalidixico: 0,010.

Para reconstituir el medio se suspenden 27.4 g de polvo en 500 ml de agua
destilada. Se calienta hasta la ebullicibn para su completa disolucién. Se
esteriliza durante 15 minutos a 121°C. Después de dejar enfriar hasta
temperatura ambiente se afiade un vial de suplemento: citrato amaodnico
férrico (code: 421540056). Después se distribuye en tubos estériles. El pH
esde 7.2 +/- 0.1.

» Agua de peptona tamponada (Scharlau Microbiology). Diluyente
utilizado para la homogeneizacion de muestras alimentarias, segun las
recomendaciones del CeNAN. Su composicion, expresada en gramos por
litro, es la siguiente:

Peptona: 10,0
Cloruro sodico: 5,0
Fosfato disédico: 9,0

Fosfato dipotasico: 1,5.
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Para su reconstituciéon se disuelven 25.5 g del polvo deshidratado en un
litro de agua destilada. Se distribuye en tubos a razén de 9 ml o bien en
frascos a razon de 225 ml y se esteriliza en el autoclave durante 15 minutos
a l21°cC.

» Caldo base de tetrathionato (Muller Kaufman Medium) de Scharlau
Microbiology. Medio liquido para el aislamiento selectivo vy
enriquecimiento de Salmonella ssp. Su composicién, expresada en
gramos por litro, es la siguiente:

Bilis: 5,0

Extracto de carne: 4,5
Peptona: 9,0

Cloruro saodico: 2,70
Carbonato célcico: 40,50

Tiosulfato soédico: 50,0

Para su reconstitucion se afiaden 112 g de polvo en un litro de agua
destilada y se calienta hasta la ebullicion. Se deja enfriar hasta 40-45°C y
se le afnade 20 ml de soluciébn yodo-yodurada, y se reparte en tubos

estériles.

Solucién de yodo-yodurada para el medio caldo base de tetrathionato
(Muller Kaufman Medium). Su composicion, expresada en gramos por 100
ml, es la siguiente:

Yodo: 20,0

Yoduro potasico: 25,0

Para su preparacion se disuelve el yoduro potasico en una parte de agua y
se afiade el yodo. Se mezcla hasta la disolucion completa. La solucion se

mantiene al abrigo de la luz.

» Caldo Rappaport Vassiliadis (Scharlau Microbiology). Medio liquido
para el enriquecimiento selectivo de Salmonella spp. a partir de
muestras alimentarias y otros materiales. Su composicion, expresada en

gramos por litro, es la siguiente:
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Soja peptona: 4,5

Cloruro sédico: 7,2

Fosfato monopotéasico: 1,260
Fosfato dipotéasico: 0,180
Cloruro magnésico: 13,50

Verde malaquita: 0,036

Para preparar el medio se suspenden 26.8 g del polvo en un litro de agua
destilada y se calienta hasta disolverlo. Se distribuye en recipientes
adecuados y se esteriliza en el autoclave durante 15 minutos a 121°C. El

medio tendra un pH de 5.2 aproximadamente.

» UVM I (Oxoid). Medio de enriquecimiento para Listeria que se obtiene al
adicionar al Caldo Base Enriquecimiento Listeria UVM, el Suplemento de

Enriguecimiento Primario Listeria.

La composicion del Caldo Base UVM, expresada en gramos por 500 ml, es la
siguiente:

Proteosa peptona: 5,0

Triptona: 5,0

Polvo “Lab Lenmco”: 5,0

Extracto de levadura: 5,0

Cloruro sodico: 20,0

Fosfato disédico: 12,0

Fosfato monopotasico: 1,35

Esculina: 1,0

La composicion del Suplemento de Enriquecimiento Primario Listeria,
expresada en miligramos, es la siguiente:
Acido nalidixico: 10,0

Clorhidrato de cariflavina: 6,0.

Para reconstituir el medio se suspende 27,2 g de Caldo Base
Enriquecimiento Listeria UVM en 500 ml de agua destilada y se esteriliza en

el autoclave a 121°C durante 15 minutos. Despueés, se deja enfriar hasta
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45-50°C y se le afade el contenido de un vial de Suplemento de
Enriquecimiento Primario Listeria, disuelto previamente en 2 ml de agua

destilada estéril, obteniendo el medio de enriquecimiento UVM 1.

» Agar SMID (Biomérieux). La composicion expresada en gramos por
litro, es la siguiente:

Extracto de carne de buey: 3,0
Bio-polytone: 6,0
Extracto de levadura: 2,0
Sales biliares: 4,0
Verde brillante: 0,0003
Rojo neutro: 0,025
Tris: 0,65
Galactopiranosido: 0,17
Glucopiranosido: 0,025
Glucuronato sodico: 12,0
Sorbitol: 8,0
Agar: 13,5

> ALOA (Biolife). La composicion expresada en gramos por litro, es la
siguiente:

Peptona: 18,0
Extracto de levadura: 8,0
Triptona: 8,0
Factores de crecimiento: 4,20
Cloruro soédico: 5,0
Fosfato sodico bibasico: 2,50
Cloruro de litio: 10,0
X- Glucosido: 0,05
Agar: 15,0

Para su reconstitucion se suspenden 35.35 g en 500 ml de agua destilada,
se calienta hasta la ebullicién y su disolucion total. Se esteriliza durante 15
minutos a 121°C. Se deja enfriar hasta 48-50°C y se le afiade el contenido

del vial del Suplemento de enriquecimiento selectivo ALOA. Después de
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mezclar vigorosamente se distribuye en placas de petri estériles. La

apariencia ha de ser de homogeneidad turbia, y el pH de 7.2 +/- 0.2

Suplemento de enriquecimiento selectivo ALOA (Biolife). Su composicion,
expresada en miligramos, es la siguiente:

Acido nalidixico: 0,010

Ceftazidime: 0,010

Cycloheximide: 0,050

Polimixin B: 0,005

Se reconstituye con 5 ml de agua destilada estéril y se afiade a la base pre-

calentada de ALOA a 48-50°cC.

> Listeria Palcam Agar Base (Biolife). Se obtiene al adicionar al Listeria

Palcam Agar Base, el Suplemento Selectivo Listeria Palcam (Biolife).

La composicion de Listeria Palcam Agar Base, expresada en gramos por 500
ml, es la siguiente:
Peptocomplejo: 10,0
Triptosa: 10,0
Peptona bacterioldgica: 3,0
Fécula de maiz: 1,0
Cloruro soédico: 5,0
Glucosa: 0,5
Manitol: 10,0
Esculina: 0,8
Citrato férrico amonico: 0,5
Cloruro de litio: 15,0
Rojo fenol: 0,08
Agar Bios LL: 15,0

La composicion del Suplemento Selectivo Listeria Palcam, expresada en mg
es la siguiente:
Polimixina: B 5,0

Clorhidrato de acriflavina: 2,5
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Ceftazidima: 10,0

Para reconstituir el medio se suspende 35,4 g en 500 ml de agua destilada,
se disuelve completamente y se esteriliza a 121°C durante 15 minutos (pH
7,2 £ 0,1). Se deja enfriar hasta 50°C y se le afiade en condiciones
asépticas el contenido de un vial de Suplemento Selectivo Listeria Palcam
que ha sido reconstituido con 5 ml de agua destilada estéril. Se mezcla bien

y se distribuye en placas de petri.

» Agar Sangre. Se obtiene a partir de Columbia Agar Base (Biolife)
afadiendo un 5% de sangre estéril desfibrinada de caballo (Oxoid). La
composicion, expresada en gramos por litro, del Columbia Agar Base es
la siguiente:

Peptocomplejo: 10,0
Triptosa: 10,0

Peptona bacterioldgica: 3,0
Fécula de maiz: 1,0
Cloruro sodico: 5,0

Agar Bios LL: 12,0.

Para reconstituir el medio se suspenden 41 g en un litro de agua destilada,

se mezcla bien y se esteriliza a 121°C durante 15 minutos. Se deja enfriar

hasta los 45-50°C y se le afiade la sangre estéril desfibrinada de caballo a

razon de un 5% del volumen total preparado, se homogeneiza bien y se

distribuye en placas de petri estériles.

» TSA (Triptona Soja Agar) de Scharlau Microbiology. Medio solido para el
mantenimiento de cepas. La composicion, expresada en gramos por litro,
es la siguiente:

Triptona: 15,0
Peptona de soja: 5,0
Cloruro sédico: 5,0
Agar: 15,0
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Para reconstituir el medio se suspenden 40 g en un litro de agua destilada.
Se esteriliza a 121°C durante 15 minutos y se distribuye en placas de petri

estériles.

> Plate Count Agar (PCA) de Biokar Diagnostics. Su composicion,
expresada en gramos por litro, es la siguiente:
Triptona: 5,0
Extracto autolitico de levadura: 2,5
Glucosa: 1,0

Agar bacterioldgico: 12,0

Se suspenden 20.5 g del medio deshidratado en polvo en un litro de agua
destilada. Se lleva hasta la ebullicibn lentamente y se mezcla hasta su
disolucion completa. Se dispensa en tubos o botellas y se esteriliza en el
autoclave durante 15 minutos a 121°C. Se ajusta el pH del medioa 7.0 +/-

0.2.

» Agar MRS (Gelosa de Man, Rogosa y Sharpe) de Biokar Diagnostics. Su
composicion, expresada en gramos por litro, es la siguiente:
Polypeptona: 10,0
Extracto de carne: 10,0
Extracto de levadura: 5,0
Glucosa :20
Tween 80: 1,08
Fosfato dipotasico: 2,0
Acetato sodico: 5,0
Citrato amonico: 2,0
Sulfato magnésico: 0,2
Sulfato manganésico: 0,05

Agar bacterioldgico: 15,0
Se suspenden 70.3 g de medio en polvo deshidratado en un litro de agua

destilada. Se hace llegar a la ebulliciéon lentamente y se dispensa en tubos o

botellas. Se esteriliza en el autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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» Agar Baird-Parker base (BP) de Biolife. Su composicion, expresada en
gramos por litro, es la siguiente:
Peptozimatic: 10,0
Extracto de carne: 5,0
Extracto de levadura: 1,0
Piruvato sodico: 10,0
Glicina: 12,0
Cloruro de litio: 5,0
Agar Bios Il: 15,0.

Para su preparacion se suspenden 58 gr del medio deshidratado en 950 ml
de agua destilada, se calienta hasta hervir y se esteriliza a 121°C durante
15 minutos. Se deja enfriar hasta 50°C y se afiade 50 ml de Emulsiéon
Teluritica de Yema de Huevo (Egg Yolk Tellurite Emulsion) de Biokar
Diagnostics precalentada a 50°C. Se homogeneiza y se sirve en placas de

petri estériles.

» Agar Rosa de Bengala (RB) de ADSA Micro. Su composicion,
expresada en gramos por litro, es la siguiente:
Dextrosa: 10,0
Peptona: 5,0
Fosfato potasico: 1,0
Sulfato magnésico: 0,5
Rosa de Bengala: 0,05
Cloramfenicol: 0,5
Agar: 15,0

Para preparar el agar se suspenden 32g del medio deshidratado en un litro
de agua destilada, se lleva hasta la ebullicion. Se esteriliza en el autoclave
durante 15 minutos a 121°C. No se debe sobrecalentar el medio de cultivo
ya que la acidez del medio puede hidrolizar parcialmente el agar. El medio

debe tener un pH de 7.
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1V. RESULTADOS Y DISCUSION
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1. RESULTADOS DE LAS PARTIDAS NUMEROS 1,2 Y 3

Las muestras de pechugas de pavo frescas utilizadas para la elaboraciéon de
pechugas de pavo curadas fueron previamente analizadas y no se detecto la

presencia de Listeria ni Salmonella.

1.1 Resultados de Listeria innocua

Las concentraciones iniciales de Listeria innocua que se inocularon a la
carne de pavo fueron en la partida n® 1 de 3,75 x 10° ufc/g, en la n® 2 de
3,96 x 10° ufc/g, y en la n°® 3 de 8,27 x 10° ufc/g. La media de las tres
partidas fue de 4,2 x 10° ufc/g (Tabla 11).

Tabla 11. Resultados de la evolucion de Listeria innocua desde la

inoculacion hasta el dia 119 en las partidas n® 1, 2y 3.

Partidan® 1 Partida n°® 2 Partida n® 3 Media
Inoculacion 3,75 x 10° 3,96 x 10° 8,27 x 10° 4,2 x 10°
Dia 1 1,72 x 10° 1,8 x 10° 1,5 x 10° 1,67 x 10°
Dia 21 3,45 x 10* 7,4 x 10* 3,12 x 10* 4,65 x 10*
Dia 63 1,81 x 10* 1,42 x 10* 1,17 x 10* 1,46 x 10*
Dia 119 9,5 x 10° 1,9 x 10° 1,6 x 10* 6,28 x 10°

A lo largo del estudio, hasta los once meses de vida comercial del producto,
en las muestras que se mantuvieron a temperatura de refrigeracion de 4°C
(lotes 1 y 2) los recuentos de Listeria innocua se mantuvieron entre 10°
ufc/g y 10* ufc/g. Por otra parte, en las muestras que se mantuvieron a
temperatura de 20°C (lotes 3 y 4) se observo que la bacteria desaparece

completamente de las muestras analizadas de las tres partidas.
Todos estos resultados se pueden ver en la Tabla 12 para la partida n° 1,

en la 13 para la partida n° 2, en la 14 para la partida n® 3 y en la 15 para la

media de las tres partidas.
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Tabla 12. Resultados de la evolucion de Listeria innocua durante la vida

comercial del producto en los lotes 1, 2, 3y 4 de la partida n® 1

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
Dia 147 2,1x10° 1 x 10° 2 x 10? 1,2 x 10°
Dia 231 3 x 10° 5,5 x 10° 5 x 10* ND
Dia 315 5,5 x 10° 1x10° Ausencia 1x10*
Dia 434 4 x 10° 2 x 107 Ausencia Ausencia

(ND: No determinado)

Tabla 13. Resultados de la evolucion de Listeria innocua durante la vida

comercial del producto en los lotes 1, 2, 3y 4 de la partida n® 2

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
Dia 147 7 x 10? 6 x 10° 2,15 x 10° 2 x 10°
Dia 231 3,91 x 10* 8 x 10° 1x 10° 2 x 10°
Dia 315 1 x 10* 1,9 x 10* Ausencia Ausencia
Dia 434 8,1 x 10° 1x 10" Ausencia Ausencia

Tabla 14. Resultados de la evolucion de Listeria innocua durante la vida

comercial del producto en los lotes 1, 2, 3y 4 de la partida n® 3

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
Dia 147 7,27 x 10* 1,64 x 10* 1,68 x 10* 2 x 10*
Dia 231 2,14 x 10* 6,5 x 10° 1,95 x 10° 3,49 x 10*
Dia 315 1,77 x 10° 1,86 x 10* 3 x 107 2 x 10°
Dia 434 1,3 x 10* 5,51 x 10° Ausencia Ausencia




Tabla 15. Media de resultados de la evolucion de Listeria innocua durante

la vida comercial del producto en los lotes 1, 2, 3y 4 de las partidas n® 1, 2

y 3

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
Dia 147 2,51 x 10* 5,7 x 10° 6,38 x 10° 7,1 x 10°
Dia 231 1,52 x 10* 2,21 x 10* 7 x 10° 1.75 x 10*
Dia 315 2,2 x10* 1,25 x 10* 1 x 10° 7 x 10"
Dia 434 4,73 x 10° 1,9 x 10° Ausencia Ausencia

Si sélo nos fijamos en la media de los resultados de las muestras de las tres
partidas se observa que partimos de una concentracion de Listeria innocua
de 4,2 x 10° ufc/g (Tabla 11). En tan sélo 24 horas hay una reduccion de 4
unidades logaritmicas en la concentracion de la bacteria. A partir de este
momento, y hasta que las muestras se dividen en cuatro lotes, s6lo hay una
reduccion de 2 unidades logaritmicas en las concentraciones de Listeria
innocua. A partir de este momento (Tablas 12-15), podemos observar que
hay diferencia entre los lotes que se mantienen a temperaturas de
refrigeracion y los mantenidos a 20°C. Asi, las concentraciones de Listeria
innocua de los lotes mantenidos en refrigeraciéon (lotes 1 y 2) tienen un
comportamiento de estabilidad manteniéndose en concentraciones de 10°
ufc/g; mientras que los lotes a 20°C (lotes 3 y 4) tienen una disminucion
constante de las concentraciones de Listeria innocua hasta desaparecer.

Este comportamiento esta representado graficamente en la Figura 1.
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Figura 1. Evolucién de Listeria innocua en las partidasn® 1, 2y 3
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1.2 Resultados de Salmonella choleraesuis
Las concentraciones de Salmonella choleraesuis que se inocularon en la
carne de pavo fueron inicialmente de 1 x 10° ufc/g en la partida n°® 1, en la

n° 2 de 4,69 x 10° ufc/g y en la n® 3 de 2,86 x 10° ufc/g (Tabla 16).

Tabla 16. Resultados de la evoluciéon de Salmonella choleraesuis desde la

inoculaciéon hasta el dia 119 en las partidasn® 1,2y 3

Partida n® 1 Partida n°® 2 Partida n® 3 Media
Inoculacion 1x10° 4.69 x 10° 2.86 x 10° 2.55 x 10°
Dia 1 4.6 x 10° 2 x 10" ND 1.23 x 10*
Dia 21 ND Ausencia 1 x 10° 5 x 10*
Dia 63 1,45 x 10° Ausencia 9.65 x 10° 3,7 x 10°
Dia 119 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

(ND: No determinado)

En estas partidas Salmonella desaparece a partir de las muestras tomadas
el dia 119, es decir, a partir del momento en el que se hacen las lonchas del
producto y después de todo el proceso de maduracion y secado. Todos

estos resultados se pueden observar en la Tabla 17.

Tabla 17. Resultados de la evolucion de Salmonella choleraesuis durante la
vida comercial del producto en los lotes 1, 2, 3y 4 de las partidas n® 1, 2y
3

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
Dia 147 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Dia 231 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Dia 315 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Dia 434 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
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A las 24 horas de la inoculacion experimental, cuando se realiza la mezcla
de la carne de pavo con todos los ingredientes y las bacterias, después de
mantenerse en refrigeracion, la concentracion de Salmonella cholerasuis
disminuyé hasta 5 unidades logaritmicas (Tabla 16). A los 21 dias del
proceso, después de mantenerlo en refrigeracion y en cierta anaerobiosis,
encontramos otra disminucion de hasta 3 unidades logaritmicas. Después
de una breve recuperacion en las concentraciones de hasta 2 unidades
logaritmicas, las poblaciones de Salmonella cholerasuis desaparecen en los
cuatro lotes. Estos resultados estan representados graficamente en la figura
2.
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Figura 2. Evoluciéon de Salmonella choleraesuis en las partidas n® 1,2y 3
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1.3 Resultados del pH y de la actividad de agua

Los datos del pH y de la actividad de agua encontrados durante el estudio

se muestran en las Tablas 18 y 19 representadas en las Figuras 3y 4. El pH

del producto aument6d de forma continua a lo largo del tiempo, pasando de

un valor inicial de 5,74 hasta los valores finales de 6,17 y 6,39; mientras

que la actividad de agua disminuyd desde un valor inicial de 0,962 hasta
0,871y 0,838.

Tabla 18. Media de los resultados de la evolucién de pH y a, desde la

inoculacion hasta el dia 119 de las partidas n® 1,2y 3

pH aw
Inoculacion 5,85 0,962
dia 1 5,74 0,962
dia 21 5,88 0,974
dia 63 5,73 0,955
dia 119 6,07 0,873

Tabla 19. Media de los resultados de la evolucion de pH y a, durante la

vida comercial del producto de los lotes 1, 2, 3y 4 de las partidas n® 1, 2y

3
pHlotes1ly?2 | pHlotes3y 4 aw lotes 1y2 aw lotes 3y 4
dia 147 6,25 6,24 0,863 0,866
dia 231 6,12 6,26 0,868 0,861
dia 315 6,19 6,28 0,854 0,851
dia 434 6,17 6,39 0,871 0,838
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Figura 3. Evolucién del pH expresado como media de las partidas n® 1, 2y
3
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Figura 4. Evolucion de la actividad de agua expresada como media de las

partidasn® 1,2y 3
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1.4 Discusion de los resultados de las partidas 1, 2y 3

En la primera parte de nuestro estudio (hasta el dia 21 del proceso) la
disminuciéon de la concentracion de Listeria innocua en 4 unidades
logaritmicas y de Salmonella choleraesuis en 5 unidades logaritmicas en tan
solo 24 horas, y de 1 y 3 unidades logaritmicas, respectivamente, en los 21
dias siguientes, podria ser debida a los efectos de la temperatura, del pH,
del vacio y de los ingredientes afiadidos, que hicieron que la supervivencia

de estas bacterias estuviera seriamente comprometida.

En el caso de Listeria innocua, la temperatura de 4°C no fue limitante para
su crecimiento, resultado semejante al del estudio de Walker y col. (1990),
en el que a 5°C Listeria monocytogenes podia crecer una unidad logaritmica
en intervalos de tiempos de 1 a 3 dias incrementandose este intervalo de
tiempo cuando la temperatura era de 0°C. Asi mismo, los tiempos de
generacion de esta bacteria eran menores cuando se mantenia a 5°C que a
0©°C. Estos resultados coinciden con los estudios realizados por Golden y col.
(1988), Olsen y col. (1988), Hof (1992), McLauchlin (1994) y ICMSF
(1996).

El factor limitante en la supervivencia de Listeria innocua no es la
temperatura sino la combinaciéon de la temperatura con el pH. Asi, segun
Palumbo y col. (1991) y Flanders y col. (1994), las bacterias del género
Listeria no resisten las bajas temperaturas si el pH del medio es inferior a
4,74, ya que la recuperacion de las células viables dafiadas por el frio
disminuye. En nuestro estudio el pH de la carne de pavo macerada durante
24 horas con los ingredientes, a temperatura de 4°C era de 5,74. Ademas,
si la acidez del medio es debida a un acido organico, como en nuestro
estudio, en el que se adiciond acido ascorbico como ingrediente, éste tiene
una acciéon mas inhibidora del crecimiento microbiano que los &acidos
inorganicos debido a su accién lipofilica (Cole y col., 1990; Oh y Marshall,
1996; Blom y col., 1997).

La concentracion de sal afiadida al producto fue de un 2,47%, valor que

favorece el crecimiento de las bacterias del género Listeria (Cole y col.,
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1990). En su estudio, estos autores demuestran que la concentracion
Optima de sal para que crezca Listeria spp a temperaturas inferiores a 10°C
es de un 2-2,5%. Estos datos se contradicen con el estudio de Tapia de
Daza y col. (1991) que demuestran que las bajas actividades de agua que
provoca la sal junto a temperaturas de 4°C tienen un elevado efecto

bacteriostatico.

Segun Nolan y col. (1992), las actividades de agua minimas en las que
puede crecer Listeria innocua se encuentran entre 0,904 y 0,897. A las 24
horas del inicio del experimento la media de las actividades de agua gque se
registraron en todas las muestras analizadas fue de 0,962, a los 21 dias fue
de 0,974 y a partir del dia 119, cuando el producto se divide en lonchas, los

valores siempre fueron inferiores a 0,900.

El efecto del vacio sobre Listeria innocua durante los 21 primeros dias del
proceso no tuvo un efecto negativo en la pervivencia y crecimiento de la
bacteria. En estudios realizados por Schmidt y Kaya (1991), se observaba
que en los productos carnicos envasados al vacio y almacenados a 4°C se
incrementaba la poblacion de Listeria monocytogenes de 2 a 4 unidades
logaritmicas. Ademas, una de las principales caracteristicas del género

Listeria es la de tener un metabolismo anaerobio facultativo (ICMSF, 1996).

La adicion de los conservantes alimentarios en la carne de pavo, tales como
los nitratos y nitritos, no ayudan a disminuir la presencia de Listeria spp en
los alimentos, tal como se demuestra en los estudios de Cox y col. (1989);
Kerr y col. (1993) y McLauchlin (1994). Por el contrario, Farber (1989) y
Line y Harrison (1992) indican que los conservantes afiadidos en los
productos carnicos curados inhiben el crecimiento y la supervivencia de

Listeria spp.

En el caso de Salmonella cholerasuis, los 21 dias que el producto y la
bacteria pasan a temperaturas de refrigeracion son suficientes para que
haya una reduccion drastica de hasta 8 unidades logaritmicas. En este caso,

el principal factor limitante para el crecimiento y la supervivencia de
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Salmonella cholerasuis fue la temperatura. Asi mismo, la actividad de agua

del medio también fue un factor limitante importante.

Segun D’Aoust (1994), la capacidad de crecimiento de Salmonella spp se
reduce sustancialmente si la temperatura es inferior a 15°C, mientras que

su crecimiento se previene si las temperaturas son inferiores a 7°C.

El limite de actividad de agua a partir del cual Salmonella spp ve
comprometida su supervivencia y crecimiento es de 0,945 (ICMSF, 1996).
En nuestro estudio, al final de los primeros 21 dias ésta era de 0,974, y a

partir del dia 119 ya no superdé nunca el valor 0,873.

Asi mismo, segun ICMSF (1996), el crecimiento de Salmonella spp se ve
inhibido por la presencia de concentraciones de sal del 3-4%, ya que hacen

disminuir la actividad de agua. Nuestro producto contenia un 2,47% de sal.

La capacidad del pH del medio para impedir la supervivencia de Salmonella
choleraesuis no es determinante ya que la acidificacion del medio mediante
acidos organicos no tiene un efecto bacteriostatico contra Salmonella spp si
el pH no es inferior a 5 (ICMSF, 1996). En nuestro caso el pH a las 24 horas
era de 5,74, a los 21 dias era de 5,88 y al final del estudio lleg6 hasta 6,28.

El vacio no tuvo un efecto negativo en la pervivencia y crecimiento de
Salmonella choleraesuis durante los 21 primeros dias del proceso,
probablemente porque su metabolismo es anaerobio facultativo (ICMSF,
1996).

En la segunda parte del estudio (desde el dia 21 hasta el 119) el producto
estuvo sometido, en el secadero artificial, a condiciones ambientales con
temperaturas de 8°C a 12°C y humedad ambiental de 55% a 75%. Durante
este periodo el producto sufrié una importante pérdida de agua, tal y como
demuestran los valores de la actividad de agua que pasan de 0,974 el dia
21 a 0,873 el dia 119, y un aumento de pH del producto pasando de valores
de 5,88 el dia 21 a 6,07 el dia 119. Este periodo nos demuestra que la

actividad de agua del producto era el principal factor limitante para el
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crecimiento y la supervivencia tanto para Listeria innocua como para

Salmonella choleraesuis.

En el caso de Salmonella choleraesuis, durante este periodo observamos
una recuperacion de sus concentraciones de hasta 2 unidades logaritmicas.
Esto posiblemente fue debido a que los factores que mas influencia tienen
en su supervivencia tenian valores aptos para su crecimiento. Asi pues,
durante el proceso de secado habia un aumento de las temperaturas, con
valores superiores a 7°C, un mantenimiento de valores de pH superiores a 5
y una actividad de agua superior a 0,945. Pero al final de este periodo, el
valor de 0,873 en la actividad de agua del producto provocd que
desapareciera esta bacteria y, a partir de ese momento, Salmonella
choleraesuis desapareciéo completamente de todas las muestras de todas las
partidas analizadas hasta finalizar el estudio, independientemente de los

tratamientos posteriores que aplicamos al producto.

En la dltima parte del estudio (desde el momento en que se hacen lonchas y
se dividen las partidas en lotes hasta finalizar el estudio) los resultados los
podemos agrupar en funcibn de la temperatura de cada Ilote

independientemente del tratamiento a que fueron sometidos.

Durante la parte final del estudio las concentraciones de Listeria innocua en
los lotes 1 y 2 aumentaron hasta alcanzar concentraciones de 10* ufc/g para
finalizar con concentraciones de 10° ufc/g. Esta supervivencia podria
explicarse por el mantenimiento del pH en valores superiores a 6,19 en
temperaturas de refrigeracion. Estos resultados coinciden con el estudio de
Cole y col. (1990), en el que el valor minimo de pH, a temperaturas de 5°C

en que las bacterias del género Listeria podian sobrevivir, era de 4,19.

Las concentraciones de Listeria innocua en los lotes 3 y 4 disminuyen
progresivamente hasta alcanzar valores de 10° ufc/g y 10" ufc/g, en las
muestras con 7 meses de vida comercial, para desaparecer completamente
en las ultimas muestras del estudio, a los once meses. Esta disminucion y
desaparicion total de Listeria innocua podria ser debida al efecto combinado

de temperaturas superiores a las de refrigeracion pero inferiores a las
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Optimas de crecimiento, junto con la fuerte disminucion de las actividades
de agua del producto, alcanzando un valor final de 0,838, inferior al limite
minimo de 0,897 descrito por Nolan y col. (1992). Durante este periodo, los
valores de pH se mantuvieron superiores a 6,24 siempre dentro del
intervalo 6ptimo definido por ICMSF (1996).

Finalmente, la comparacion de las concentraciones de Listeria innocua de
los lotes tratados con altas presiones y los no tratados no mostro
diferencias significativas. Solamente puede destacarse que los lotes 2 y 4,
los tratados con altas presiones, presentaron una disminucion en las
concentraciones de Listeria innocua después del tratamiento; sin embargo,
se recuperaron a lo largo del tiempo alcanzando valores similares al final del
estudio a los de los lotes sin tratar. Este hecho podria ser debido a que las
bacterias Gram positivas son mas resistentes a los tratamientos con altas
presiones (Simpson y Gilmour, 1997a, 1997b; Kalchayanand y col., 1998a,
1998b), y al tipo de alimento, un producto carnico curado, que podria tener

influencia en la eficacia de este tratamiento.

2. RESULTADOS DE LA PARTIDA NUMERO 4

2.1 Resultados del lote 1

Después de comprobar que el producto utilizado para el estudio no contenia
Listeria spp se inoculd con Listeria innocua el jamon de pavo curado en
lonchas obteniendo una concentracion inicial de 1 x 10° ufc/g. Se obtuvo
una disminucion de entre 1 a 1,5 unidades logaritmicas en la concentracion
de Listeria innocua desde el momento de su inoculacion hasta el ultimo

analisis realizado (Tabla 20, Figura 5).

El producto contenia una concentracion inicial de bacterias de la flora lactica
de 1 x 10* ufc/g, que aumentd hasta 1,95 x 10° ufc/g después de la
inoculacion experimental con Listeria innocua, y se mantuvo en
concentraciones de 10° ufc/g hasta al final del estudio. En cuanto a las

bacterias del género Micrococcus, su concentracion inicial fue de 3 x 10°
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ufc/g aumentando a lo largo del tiempo hasta concentraciones de 2,88 x
10° ufc/g en la ultima muestra. Los microorganismos mesofilos totales a
30°C tuvieron una concentracion inicial de 2,84 x 10° ufc/g y una final de
3,59 x 10° ufc/g, manteniéndose a lo largo del experimento dentro de estas
concentraciones. La concentracion inicial de los mohos fue de 8 x 10° ufc/qg,
y fluctué entre 10° ufc/g y 10° ufc/g. La concentracion de las levaduras fue

3,23 x 10° ufc/g y vari6é entre de 10 ufc/g y 10° ufc/g.

2.2 Resultados del lote 2

La concentracion inicial de 1 x 10° ufc/g de Listeria innocua disminuyo
paulatinamente hasta alcanzar 4,95 x 10° ufc/g, reduciéndose la
concentracion aproximadamente en dos unidades logaritmicas (Tabla 21,
Figura 6). Las bacterias de Ila flora lactica se mantuvieron en
concentraciones de 10° ufc/g y 10° ufc/g, los microorganismos del género
Micrococcus incrementaron su concentracion hasta 1,55 x 10° ufc/g, y los
microorganismos mesofilos totales a 30°C evolucionaron de forma
fluctuante manteniéndose en concentraciones comprendidas entre 10° ufc/g
y 10’ ufc/g. Los mohos y las levaduras tuvieron un comportamiento
oscilante con importantes variaciones en sus concentraciones de entre 1 a 3

unidades logaritmicas.

2.3 Resultados del lote 3

La concentracion inicial de Listeria innocua era de 1 x 10° ufc/g; ésta
disminuy6 de forma progresiva hasta 10" ufc/g, en los dias 75 y 90, y
posteriormente se recuper6 lentamente hasta 10° ufc/g en la Gltima
muestra analizada (Tabla 22, Figura 7). La concentracion inicial de las
bacterias de la flora lactica era de 1 x 10* ufc/g, la cual fue aumentando de
forma constante hasta la concentracion final de 3,36 x 10° ufc/g. En el caso
de las bacterias del género Micrococcus, se partié inicialmente de una
concentracion de 3 x 10° ufc/g que aumentd constantemente hasta la
concentracion final de 4,95 x 10’ ufc/g. La misma evolucion siguieron las
bacterias mesdfilas totales a 30°C que inicialmente era 2,84 x 10° ufc/g y al

final fue 4,04 x 10’ ufc/g. Por lo que se refiere a los mohos, se partio de una
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concentracion de 8 x 10° ufc/g, se alcanzé una concentracion maxima el dia
60 con 5,5 x 10* ufc/g, y a partir de entonces disminuyo paulatinamente
hasta alcanzar 3,65 x 10° ufc/g. El comportamiento de las levaduras fue
idéntico al de los mohos, partiendo de 3,23 x 10° ufc/g se alcanzé la
concentracién maxima el dia 45 con 1,54 x 10° ufc/g, y se finalizé con 4 x

10* ufc/g.

2.4 Resultados del lote 4

La concentracion inicial de Listeria innocua fue de 1 x 10° ufc/g, a los 75
dias se alcanz6 la concentracion minima de 2 x 10" ufc/g, y al final del
estudio aumento6 hasta 1,88 x 10° ufc/g (Tabla 23, Figura 8). La evolucion
de las bacterias de la flora lactica fue siempre ascendente, partiendo
inicialmente de una concentracion de 1 x 10* ufc/g se lleg6 hasta 1,81 x 10°
ufc/g. En el caso de las bacterias del género Micrococcus, se partié de 3 x
10° ufc/g y su concentraciéon estuvo variando entre 10° ufc/g y 10’ ufc/g
durante todo el estudio para finalizar con 6,8 x 10° ufc/g. Los
microorganismos mesofilos totales a 30°C sufrieron una evolucion similar a
las bacterias de la flora lactica, partiendo de 2,84 x 10° ufc/g se alcanzo6 al
final 1,25 x 10° ufc/g. Los mohos evolucionaron con una disminucién de sus
concentraciones, partiendo de 8 x 10° ufc/g disminuyeron hasta 1,05 x 107
ufc/g. Las levaduras disminuyeron con altibajos su concentracion desde
3,23 x 10° ufc/g hasta 1,6 x 10° ufc/g.
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Tabla 20. Evolucién de los microorganismos en las muestras del lote 1 de

la partida 4

Listeria Flora Micrococ- Mesobfilos Mohos Levaduras

lactica cus totales a
30°C

Dia 1 1x10° |1.95x 10°%|2.76 x 10°| 2.43 x 10° 9x 10° [3.41 x 10°
Dia 30 [2.35 x 10*[1.87 x 10°|5.26 x 10°| 2.58 x 10° 3 x 10° ND
Dia 45 |2.35 x 10*[3.33 x 10°|1.14 x 10° 4 x 10° 16.85x 10*] 1.7 x 10°
Dia60 | 4.1 x10% [1.12 x10°] 7.6 x10°> | 2.4 x 10° |2.9x10* [1.24 x 10°
Dia75 | 2.1 x10* [1.72 x 10°]9.85 x 10°| 2.75 x 10° [1.06 x 10°|1.85 x 10°
Dia90 | 2.4x10*| 5x10° |6.15x10°| 1,32 x10° | 2.7 x10* [1.11 x 10°
Dia 120]9.35 x 10°[1.83 x 10°|1.52 x 10°| 3.85 x 10° [1.05 x 10°|2.42 x 10°
Dia 135[1.73 x 10*[1.93 x 10°|1.27 x 10°| 2.96 x 10° | 2.2 x 10* |3.79 x 10°
Dia 150|3.33 x 10*]1.95 x 10°] 9.5 x 10°> | 4.16 x 10° |6.45 x 10*|1.32 x 10°
Dia 180]1.04 X 10*[1.36 X 10°] 1.9 X 10° | 1.81 x 10° 6 x10° |3.1x10*
Dia 210| 7.4 x 10® |2.14 x 10°]2.88 x 10°| 3.59 x 10° | 6.2 x 10* |8.55 x 10°

(ND: no determinado).

Tabla n® 21. Evolucion de los microorganismos en las muestras del lote 2

de la partida 4

Listeria Flora Micrococ- Mesofilos Mohos |Levaduras
lactica cus totales a
30°C

Dia 1 1x10°> |1.95x 10°[2.76 x 10°| 2.43 x 10° | 9x 10°> [3.41 x 10°
Dia 30 [2.95 x 10%|5.65 x 10°| 6.1 x 10* | 2.43 x 10° | 1.1 x 10* ND
Dia45 [1.4x10*|1.1x10°| 5x10* | 1.17x10° | 1x10° ND
Dia60 | 9x10° |6.45x 10°|5.04 x 10°| 8.83 x 10°> | 2.7 x 10* [1.06 x 10°
Dia 75 |1.24 x 10*[1.72 x 10°|1.41 x 10°| 2.64 x 10° | 6 x 10" [ 1.6 x 10°
Dia90 |[6.6x10°|1.15x 10°| 2.4 x 10° 3 x 10° 3x10*° [8.4x10°
Dia 120 [6.05 x 10°[1.06 x 10°| 3.2 x 10° | 4.46 x 10° | 4.2 x 10° |8.63 x 10°
Dia 135 1.95 x 10°|2.43 x 10°| 4.4 x 10° | 7.82 x 10° [3.06 x 10%[8.75 x 10°
Dia 150 2.7 x 10° |2.26 x 10°| 6.8 x 10° | 2.32 x 10" | 1.1 x 10°® [1.34 x 10*
Dia 180| 3 X 10° |2.7X10° | 5.3 X 10° | 7.53x 10° | 2 x 10° [9.05 x 10°
Dia 210 [4.95 x 10°|6.06 x 10°|1.55 x 10°| 5.75 x 10° [ 2.4 x 10° | 8.1 x 10°

(ND: no determinado).
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Tabla 22. Evolucion de los microorganismos en las muestras del lote 3 de

la partida 4

Listeria |Flora lactica| Micrococ- Mesobfilos Mohos |Levaduras

cus totales a
30°C

Dia 1 1x10° |1.95x10°[2.76 x 10°| 2.43 x 10° | 9 x 10°® |3.41 x 10°
Dia30 | 3.3x10%[6.92 x 10" |7.18 x 10°] 1.77 x 10" | 6 x 10° | 3.2 x 10*
Dia45 | 7.5 x 10° 1x10® [1.4x10"]| 4.83x 10’ |4.35 x 10*|1.54 x 10°
Dia 60 6 x 10° [4.45x 10" |1.59 x 10°] 4 x 10’ 5.5 x 10* [1.38 x 10°
Dia75 | 5.5 x10* [3.93 x 107 |8.72 x 10°] 2.12 x 10" | 1 x 10* [1.04 x 10°
Dia 90 3x10* [2.69x 107 |1.42 x 10°| 2 x 10’ 2.5x10°|1.6 x 10°
Dia 120]5.85 x 10°| 7.7 x 10" |1.75 x 10’| 2.77 x 10’ | 7.5 x 10° |7.26 x 10*
Dia 135| 9,9 x10% | 2.3 x 10® |2.43 x 10’| 4.08 x 10’ [1.43 x 103|1.01 x 10*
Dia 150| 6.3 x 10* | 1.97 x 108 | 3.5 x 10’ | 5.66 x 10’ | 2.2 x10%]| 3.7 x 10*
Dia 180]3.85 X 10°[4.25 X 10" |1.9 X 10" | 1.5 x 10’ 1x10° |1.3x10°
Dia 210|3.15 x 10%]| 3.36 x 10 |4.95 x 10’| 4.04 x 10’ |3.65 x 10%| 4 x 10*

Tabla 23. Evolucion de los microorganismos en las muestras del lote 4 de

la partida 4

Listeria |Flora lactica| Micrococ- Mesofilos Mohos Levaduras

Cus totales a
30°C

Dia 1 1x10° [1.95x 10°[2.76 x 10°| 2.43 x 10° 9 x 10° [3.41 x 10°
Dia 30 8 x 10° |7.72 x 107 |3.04 x 10°| 3.65 x 10’ 3x10° |8.6 x10°
Dia 45 1x10%° |1.67x10%[1.17 x107| 9.79x 10" | 1.1 x 10* | 2 x 10°
Dia 60 2x10° [1.58 x 10% |5.65 x 10°| 2.8 x 10" [2.05 x 10°| 3 x 10?
Dia 75 2x10' |1.50x10%|1.53x 10’ 1.94 x 10’ | 3.2 x 10° | 5.1 x 10°
Dia 90 8x10' [1.63x107(5.85x 10°] 1x10° |2.85x 10°|5.6 x 10°
Dia 120| 4.4 x 102 [1.96 x 10® | 2 x 10" | 1.27 x 10® | 6.3 x 10? |1.05 x 10*
Dia 135| 6.5 x 10° | 6.14 x 10® |1.59 x 10| 2.88 x 10® | 1.7 x 10* | 3.2 x 10°
Dia 150| 5.2 x 10% [ 5.38 x 10° |3.83 x 10’| 4.02 x 10° 8 x 10 [1.65 x 10°
Dia 180|3.34 x 10°|2.43 x 10® | 3.1 x 10’ 3 x 10 2.25 x 10°] 2.7 x 107
Dia 210]1.88 x 10°[1.81 x 10° | 6.8 x 10° | 1.25 x 10® |1.05 x 10°| 1.6 x 10°
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Figura 5. Evolucion de los microorganismos en el lote 1 de la partida 4
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Figura 6. Evolucion de los microorganismos en el lote 2 de la partida 4
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Figura 7. Evolucion de los microorganismos en el lote 3 de la partida 4
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Figura 8. Evolucion de los microorganismos en el lote 4 de la partida 4
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2.5 Resultados del pH y de la actividad de agua

El pH de los lotes 1 y 2 disminuy6 lentamente a lo largo del estudio desde
6,25 el dia 1 hasta 6,15 el dia 210 (Tabla 24, Figura 9). Al contrario ocurre
con los valores de los lote 3 y 4, que aumentan lentamente desde 6,24 el
dia 1 hasta 6,30 el dia 210.

Los resultados de la actividad de agua de las muestras del lote 1 y 2
reflejan un aumento lento de estos valores, desde 0,863 el dia 1 hasta
0,867 el dia 210 (Tabla 25, Figura 10). Los resultados en los lotes 3y 4 se
comportan de forma contraria, disminuyendo progresivamente desde 0,866
el dia 1 hasta 0,852 el dia 210.

Tabla 24. Evolucion del pH de la partida 4

Dia | Dia Dia | Dia Dia | Dia Dia | Dia Dia | Dia Dia
1 30 45 60 75 90 | 120|135 |1 150 | 180 | 210

Lotes] 6,25]16,2316,2416,2216,1916,17]6,14|6,12|6,12|6,13]6,15
ly?2
Lotes]| 6,2416,2416,2516,2316,27]16,25|6,24]16,24|6,25|6,27| 6,3
3y4

Tabla 25. Evolucion de la actividad de agua de la partida 4

Dia | Dia Dia | Dia Dia | Dia Dia | Dia Dia | Dia Dia
1 30 45 60 75 90 | 120| 135 |1 150 | 180 | 210

Lotes|0,863]0,866]0,865|0,867|0,865|0,866|0,868]0,867]|0,869|0,866|0,867
ly?2

Lotes|0,866]0,864]0,865|0,867]0,864]0,865|0,867]| 0,86 |0,857/0,855|0,852
3y4
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Figura 9. Evolucién del pH de la partida 4
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Figura 10. Evolucioén de la actividad de agua de la partida 4
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2.6 Discusion de los resultados de la partida 4

En esta partida analizamos la posible influencia de los microorganismos de

la flora acomparante en la supervivencia de Listeria innocua.

Los resultados obtenidos de Listeria innocua en los lotes 1 y 2 confirmaron
los resultados de las partidas 1, 2 y 3. En este caso, la concentracion de

Listeria innocua disminuy6 hasta 2 unidades logaritmicas.

Los microorganismos de la flora acompafante, como la flora lactica, los
microorganismos del género Micrococcus y las bacterias mesoéfilas, se
mantuvieron, en los lotes 1 y 2, entre 10° ufc/g y 10’ ufc/g con ciertas
oscilaciones pero siempre en concentraciones superiores a las de Listeria

innocua.

Las concentraciones de los mohos y levaduras, en los lotes 1 y 2, tuvieron
unas oscilaciones mayores que los microorganismos citados anteriormente
y, ademas, los resultados del lote 2 estaban influenciados por el tratamiento
con altas presiones. En el lote 1, las concentraciones fueron de 10° ufc/g a

10° ufc/g, mientras que las del lote 2 fueron de 107 ufc/g a 10° ufc/g.

En los lotes 1 y 2, el pH del producto disminuy6é progresivamente desde
valores de 6,25 hasta 6,15, a diferencia de la actividad de agua que

aumento con oscilaciones entre 0,863 y 0,867.

En los lotes 3 y 4, Listeria innocua disminuyé entre 2 y 3 unidades
logaritmicas. Asi mismo, la flora microbiana acomparfante, la flora lactica,
los microorganismos del género Micrococcus y las bacterias mesofilas,
alcanzaron concentraciones altas llegando a valores de 10° ufc/g y 10° ufc/g.
El pH en estos lotes aumentd desde los 6,24 hasta 6,30, mientras que la

actividad de agua disminuy6 desde 0,866 hasta 0,852.

Dejando aparte la influencia que tiene la temperatura, el pH y la actividad
de agua en el crecimiento de Listeria innocua, tal como se ha analizado en

las tres partidas anteriores, la flora microbiana acompanante pudo influir en
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el crecimiento de Listeria innocua, posiblemente debido a la produccion de

metabolitos antimicrobianos y por la competicion por los mismos nutrientes.

Las bacterias acido lacticas inhiben el crecimiento de las bacterias
patdgenas debido a la sintesis de acidos orgéanicos, peroxido de hidréogeno y
bacteriocinas que provocan la disminucion del pH del medio (Klaenhammer,
1988; Piard y Desmazeaud, 1991; Villani y col., 1994). Mas concretamente,
de Devlieghere y col. (2001) afirmaron que el crecimiento de Listeria
monocytogenes esta influenciado por la presencia de bacterias acido lacticas
cuando su concentracion es superior a 10’ ufc/g debido al incremento en el
medio de la concentracion del acido lactico excretado al medio por estas
bacterias. Segun Foegeding y col. (1992), si la produccion de acido lactico
de estas bacterias no es suficiente para inhibir el crecimiento de las
bacterias del género Listeria, la produccion de bacteriocinas es suficiente
para reducir la flora microbiana patdgena. Bouttefroy y col. (2000),
demostraron que Listeria monocytogenes era sensible a la bacteriocina
antilistérica curvatin 13 sintetizada por Lactobacillus curvatus SB13 que
esta presente en cualquier producto carnico fermentado. Las bacterias del
género Staphylococcus que son coagulasa negativas pueden sintetizar gran
variedad de agentes antimicrobianos tales como enzimas bacterioliticos y
bacteriocinas que pueden tener un efecto antagonista para el crecimiento y
desarrollo de las bacterias del género Listeria (Schindler y Schuhardt, 1965;
Dajani y Wannamaker, 1969; Gagliano y Hindsill, 1970; Hsu y Wiseman,
1972; Jetten y Vogels, 1972; Eady y col., 1983; Villani y col., 1994).

La supervivencia de Listeria innocua en los lotes 1 y 2 es favorecida por dos
factores: el mantenimiento de la temperatura de conservacion del producto
a 4°C, y por el mantenimiento de la actividad de agua en valores favorables
para su crecimiento. Y desfavorecida por la disminucion del pH del
producto. Todos estos factores hacen que la flora acompafante se
encuentre con unas condiciones desfavorables para su desarrollo, sobretodo
por las bajas temperaturas, provocando unas cuotas bajas de crecimiento

que influyen poco en la supervivencia y prevalencia de Listeria innocua.
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Por el contrario, en los lotes 3 y 4, la temperatura es un elemento
desfavorable para Listeria innocua, pero totalmente favorable para el
crecimiento y desarrollo de la flora acompafiante. La actividad de agua del
producto es igualmente desfavorable para Listeria innocua pero no el pH,
que aumenta hasta valores proximos a la neutralidad. Todos estos factores
hacen que la flora acompafante, y a la vez competitiva, se desarrolle de
forma sustancial produciendo metabolitos toxicos o inhibidores para Listeria
innocua, y que junto con la competencia por los nutrientes presentes entre
las distintas bacterias provoca una disminucion acentuada de las
concentraciones de Listeria innocua. Por lo tanto, Listeria innocua tiene mas

comprometida su supervivencia en los lotes 3y 4 que en los lotes 1 y 2.

Finalmente, la influencia que podia tener el tratamiento con altas presiones
en la supervivencia de Listeria innocua en los lotes 2 y 4 no se ha
demostrado determinante ni en las muestras de la partida n® 4 ni en las

partidas n® 1, 2y 3.
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V. CONCLUSIONES
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1. En las muestras de pechugas de pavo frescas destinadas a la elaboracion
de jamon de pavo curado objeto del estudio, no se detectod la presencia

de Listeria spp ni de Salmonella spp.

2. Salmonella choleraesuis inoculada en las pechugas de pavo frescas no se
detect6 al final del proceso de maduracion del producto (4 meses). Los
factores responsables son la temperatura de refrigeracion (4°C), la

baja actividad de agua (0,873) y la concentracion de sal (2,47%).

3. Durante la maduraciéon y curado de las pechugas de pavo (salazén,
refrigeracion y secado) la poblacién de Listeria innocua disminuy6 6
unidades logaritmicas. La supervivencia de Listeria innocua en esta
etapa esta comprometida por los valores bajos de pH (5,73), la

actividad de agua baja (0,873) y la temperatura (4° y 12°C).

4. Los recuentos de Listeria innocua al finalizar la maduracién del producto
se mantuvieron constantes durante la vida comercial del mismo (6
meses) mantenido a 4°C y con valores de pH préximos a la neutralidad
(6,19).

5. Los recuentos de Listeria innocua al finalizar la maduracion del producto
disminuyeron durante su vida comercial (6 meses) mantenido a 20°C,
con valores de pH préximos a la neutralidad (6,28) y baja actividad de

agua (0,851). Al séptimo mes el microorganismo no se detecto.

6. El tratamiento con altas presiones (400 MPa) no afecta al
comportamiento y supervivencia de Listeria innocua durante la vida

comercial del producto.
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7. La flora acompafante del jamoéon de pavo curado afecta al
comportamiento de Listeria innocua. A 4°C la flora acompafante no es
suficiente para afectar a Listeria innocua. Sin embargo, a 20°C la
competencia por los nutrientes y la produccibn de metabolitos

bacterianos afectan a la supervivencia de Listeria innocua.
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